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OZET

TEZ BASLIGI: XBP-1s (spliced form of X-box binding protein-1) proteininin TSC
(Tuberous sclerosis complex) eksikliginde insiilin hassasiyetinin diizenlenmesindeki rolii

YAZAR ADI : Murat DOGRU

Insiilin hassasiyetinin azalmasi, yani insiilin direnci, Tiirkiye’de ve diinyada insan
sagligim tehdit eden obezite ve tip 2 diyabet gibi bir¢ok metabolik bozuklugun altinda yatan en
onemli nedenlerden biridir. Beyin, bobrek ve deri gibi ¢esitli organlarda selim tiimorlere neden
olan, otozomal dominant kalitimli tuberoz sklerozis (TSC) hastaliginda da bircok metabolik
bozukluk ve insiilin direnci goriilir. Metabolik bozukluklar ile insiilin direnci arasindaki
molekiiler képrii ER yoluyla kurulmustur. ER, protein modifikasyonlarmin ve lipit sentezinin
gerceklestigi onemli bir organeldir. Proteinlerin asir1 sentezi, mutant protein iiretimi ve lipit
metabolizmasindaki bozukluklar gibi nedenlerle ER’un islevinin bozulmasi1 “ER stresi” ile
sonuglanir ve insiilin direnci gelisimine neden olur. ER stresi, “katlanmamis protein cevabi
(UPR-unfolded protein response)” olarak adlandirilan sinyal yolunu aktive eder. UPR
aktivasyonu sonucunda, ER homeostazisinin diizenlenmesinde ¢ok Onemli rolii olan bir
transkripsiyon faktorii XBP-1s sentezlenir. XBP-1s, ER’un katlama kapasitesini, limen hacmini
ve “ER ile iliskili protein yikimi (ERAD-ER associated degredation)”’n1 artirir ve bdylece insiilin
hassasiyetinin artmasimi saglar. Tuberoz sklerozis genlerinin (7SCI veya TSC2) eksikliginde,
hiicre biiyiimesini kontrol eden mTOR sinyal yolu aktive olur. mTOR’un kalic1 aktivasyonu asir1

protein sentezine neden olur. Bunun sonucunda ER stresi gelisir ve insiilin direnci olusur.

Tez calismasinda, XBP-1s’nin asir1 ekspresyonunun, TSC2-/- MEF hiicrelerinde gelisen
insiilin hassasiyetindeki azalmayi tersine ¢evirip ceviremeyecegi arastirildi. Bu amagla, insiilin
sinyal iletiminde rol oynayan IR, IRS1 ve IRS2 proteinlerinin tirozin fosforilasyonlarindaki
degisimlere bakildi. Yapilan deneyler sonucunda IRS1’in fosforilasyonunda anlamli bir artis
oldugu gosterildi. IR’ nin fosforilasyonunda, IRS1’e oranla daha az bir artis gozlenirken, IRS2
fosforilasyonunda degisim olmadigi bulundu. XBP-1s’in etkisini mTOR’u baskilayarak gosterip
gostermedigini gormek amaci ile ayni hiicrelerde bir mTOR sinyal yolu proteini olan S6
proteininin fosforilasyonuna bakildi. Yapilan deney sonucunda S6 fosforilasyonunda degisim

olmadig1 gosterildi.



SUMMARY

THESIS TITLE: The role of XBP-1s (spliced form of X-box binding protein) in regulation of
insulin sensitivity in TSC (tuberous sclerosis complex) deficiency

AUTHOR : Murat DOGRU

Decrease in insulin sensitivity, insulin resistance development, is the major cause of
various metabolic disorders, such as obesity and type 2 diabetes, that severely threat human
health in Turkey and allover the world. Tuberous sclerosis, which is inherited in autosomal
dominant manner and characterized by benign tumors in various organs such as brain, kidney and
skin, also manifests various metabolic complications and insulin resistance. The molecular link
between metabolic disorders and insulin resistance is established by ER, which plays crucial roles
in protein modifications and lipid biosynthesis. Perturbations of ER function by excess protein
synthesis, increased mutant protein load and defects in lipid metabolism result in ER stress and
insulin resistance development. ER stress activates a complex signaling pathway called “unfolded
protein response-UPR”. UPR activation results in the synthesis of XBP-1s, a major protein in the
regulation of ER homeostasis. XBP-1s increases ER protein folding capacity, lumen size and ER
associated degradation (ERAD) and hence, increases insulin sensitivity. Loss of tuberous
sclerosis genes (TSCI or TSC2) results in the activation of mTOR pathway, which regulates
cellular growth. Constitutive activation of mTOR causes excess protein folding demand on ER

and results in ER stress and insulin resistance development.

In this study, to examine whether overexpression of XBP-1s in TSC2-/- MEF cells would
correct decreased insulin sensitivity, tyrosine phosphorylation levels of insulin signaling pathway
elements IR, IRS1 and IRS2 proteins were investigated. It was shown that overexpression of
XBP-1s significantly increased IRS1 phosphorylation, slightly increased IR phosphorylation and
had no effect on IRS2 phosphorylation levels. To examine whether XBP-1s shows its effect by
inhibiting mTOR activation, the phosphorylation level of an mTOR pathway protein, S6, was

investigated. It was shown that XBP-1s overexpression did not alter S6 phosphorylation level.
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1. GIRIS

Insiilin sinyal iletimi, birgok farkli organizmada besin metabolizmasin biiyiime, gelisme
ve iireme fonksiyonlarina entegre eden, evrimsel olarak korunmus bir mekanizma olarak goérev
yapar. Hiicresel diizeyde, insiilin sinyal iletimi, karbohidrat ve lipit metabolizmasini, gen

transkripsiyonunu, DNA sentezini, anti-apoptotik yollar1 ve hiicre proliferasyonunu diizenler [1].

Hedef hiicrelerin kan dolagimindaki normal insiilin seviyelerine cevap verememeleri, yani
insiiline kars1 duyarsizlasmalar1 durumuna “insiilin direnci” denilir. Insiilin direnci gelisimi,
insiilinin normal glukoz ve lipit homeostazisini saglayamamasi ile sonuglanir. Insiilin
hassasiyetinde azalmalar normal yasam siiresi icinde puberte, hamilelik ve yashlik gibi bazi
evrelerde de goriilmektedir. Bu evrelerde diizenli fiziksel aktivite ve karbohidrat alimi insiilin
hassasiyetinin artmasmi saglar. Insiilin direncine eslik eden obezite, dislipidemi, glukoz
intolerans, hipertansiyon gibi metabolik bozukluklar tip 2 diyabet, kardiyovaskular hastaliklar,
kanser, polikistik over hastaligi, norodejeneratif hastaliklar ve alkolik olmayan yagh karaciger

hastaliklarinin (NAFL) gelisimine neden olur [1-4].

Tiirkiye’de ve diinyada insiilin direnci ile iliskili hastaliklar, insan saghigmi ciddi sekilde
tehdit etmektedirler. Bu nedenle, hedef hiicrelerin neden insiiline kars1 hassasiyetleri azalmakta
ve insiilin direnci gelismekte sorusuna yanit verebilmek biiyiik bir onem tasimaktadir. Bilindigi
gibi, insiilin direncinin goriildiigii en 6nemli hastaliklardan biri obezitedir. Diyabet 6ncesi insiilin
direnci gelisimi asir1 kilo alimu ile iligkilendirilmistir ve tip 2 diyabetli hastalarin %801 obezdir [5,

6].

Obezite hastalarinda, asir1 yag birikimi sonucu bozulan adiposit metabolizmasi nedeni ile
kana salinan serbest yag asitleri (FFA) ve adipokinler, 6rnegin TNF-a, perifer dokularda ve
adipoz dokuda insiilin direncine neden olur. Pankreatik B-hiicrelerinde insiilin direnci gelisimi ve
kandaki glukoz dengesini diizenleyen kas ve karaciger’de gelisen insiilin direnci, tip 2 diyabetin

en 6nemli nedenidir [1, 3, 4].



Insiilin varliginda, hedef hiicrelerin yiizeyinde sergilenen, reseptor tirozin kinaz protein
ailesinin bir alt grubunun iiyesi olan, tetramer yapidaki insiilin/insiilin benzeri biiylime faktorii
reseptorii (IR/IGF-1R) oligomerize olur. Oligomerizasyon sonucu, reseptoriin sitoplazmik tirozin
kinaz alt birimi tirozin bakiyelerinden otofosforile olarak aktive olur. Insiilin reseptor substratlar
(IRS1, IRS2, IRS3, IRS4, IRS5/DOK4, IRS6/DOKS), reseptoriin fosforile olan tirozin
bakiyelerinde toplanirlar ve tirozin bakiyelerinden fosforile olarak hiicre igine insiilin sinyalini
iletirler. Bu fosforilasyonlar, asagi [downstream] sinyal elemanlarmi aktive ederek hiicrenin
insiilin uyarimina uygun cevap olusturmasini saglar. Asagi sinyal yollar1 birka¢ kola ayrilir.
Bunlardan biri ve insiilinin metabolik uyarilarinin en dnemli ileticisi PI3K-Akt/PKB sinyal yolu,
digeri hiicre biiylimesi, proliferasyonu ve farklilasmasindan sorumlu ve PI3K yolu ile birlikte
calisan genlerin ekspresyonunu diizenleyen Ras-MAPK sinyal yoludur. Insiilin direnci, sinyal
yollarmin tamamini inaktif eden IRS serin/treonin fosforilasyonlar1 veya IRS protein miktarinin
azalmasi (downregulation) veya sinyal yollarmi kismen inaktif eden diger sinyal elemanlarinin

inhibisyonu yolu ile olusur [1-4, §].

Insiilin direnci gelisiminin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasinda cok
yol kat edilmistir. Adipoz dokudan salgilanan FFA’larin ve TNF-a gibi inflamatuar sitokinlerin,
hedef hiicrelerde inflamatuar stres sinyal yollarini, 6rnegin JNK’1, aktive ettigi ve aktive olan
sinyal yollarmin insiilin sinyal iletimini engelleyerek hiicrenin insiiline cevap vermesini
engelledikleri yapilan bir¢ok calismada gosterilmistir. Fakat bu caligsmalar, metabolik stres

durumunda JNK’m nasil aktive oldugunu ag¢iklamamustir [6, 7].

Son yillarda yapilan bir calisma obeziteyi JNK aktivasyonuna baglayan kopriiniin ER
oldugunu gostermistir [9]. ER, yeni sentezlenen proteinlerin katlanmasinin, modifikasyonlarinin
ve lipit metabolizmasmin yiiriitiildiigii 6zellesmis bir cevre olusturan membranla ¢evrili, agst bir
hiicre ici organeldir. ER iizerinde artan metabolik talep, organelin islevini yerine getirememesine
neden olur. Infeksiyon, hipoksi, kimyasal toksinlere maruz kalma, asir1 lipit birikimi ve besin
yetmezligi ve cesitli genetik bozukluklar gibi biyolojik kosullar ER homeostazisini bozabilir ve
katlanmamis yada yanlis katlanmis proteinlerin ER liimeninde birikmesine, dolayisi ile ER

stresine neden olabilir. ER stresini azaltmak i¢in katlanmamis protein cevabi (unfolded protein



response-UPR) denilen, protein sentezini yavaslatan ve protein yikimini artiran bir sinyal yolu

aktive edilir [6, 9].

Aktive olan UPR, ER membran proteinleri PERK, IRE-1 ve ATF-6 yolu ile stres cevabi
olusturur. ER stresinin birincil cevabi, PERK aktivasyonu yolu ile 4E-BP1 proteinini
fosforilleyerek global protein translasyon inhibisyonudur. IRE-1, JNK’1 aktive ederek hiicrenin
insiilin ile uyarilmasmi, IRS’mi1 serin/treonin bakiyelerinden fosforile ederek bloke eder.
Niikleusa transloke olan ATF-6 transkripsiyon faktorii, XBP-1s transkripsiyon faktoriiniin
ekspresyonunu saglar. XBP-1s, ERSE (endoplasmic reticulum stress element) ve UPRE
(unfolded protein response element) DNA bolgelerini igeren genlere baglanarak ER
genislemesinde, katlama kapasitesinin artmasinda ve ER iligkili yikim yolunun aktivasyonunda
rol alan genlerin transkripsiyonunu uyarir ve ER’un iizerine binen talep yiikiiniin karsilanmasini
saglar. Boylece ER iizerine binen yiik azalir ve ER homeostazisi korunmus olur [10-13]. ER
stresinin azalmasi, insiilin direnci gelisimini engeller ve insiilin hassasiyetini artirir. Bunun
sonucunda, obezite ve tip 2 diyabet hastalar1 metabolik iyilesme gosterirler. Yapilan caligmalar,
XBP-1s’nin ER stresi azaltmada ¢ok onemli bir rol iistlendigini gostermistir. Karaciger kiiltiir
hiicrelerinde XBP-1s’nin asir1 ekspresyonu JNK aktivasyonunu ve dolayisi ile insiilin direncini
azaltmustir. Ayrica diyet-tesvikli diyabet gelisimine direncli XBP-1 heterozigot fareler, karaciger

dokusunda artan JNK aktivasyonu ve insiilin direnci géstermislerdir [9].

ER stresine neden olan durumlar arasinda mutant protein iiretimine veya asir1 protein
sentezine neden olan genetik bozukluklar énemli bir yer tutar. Ornegin, otozomal resesif gecisli
genetik bir hastalik kistik fibroz, CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
genindeki bir mutasyon nedeni ile yanlis katlanmasi sonucunda ER stresi goriilir ve mutant
protein ERAD yoluyla yikima gider. Otozomal dominant ge¢isli Huntington hastaligi, huntingtin
proteinindeki poliglutamin tekrarlarmdaki mutasyon sonucu, ERAD yoluyla yikilamaz ve ER

stresi uyarilir ve hiicreler apoptoz yolu ile dliir [10, 12].

Tuberoz sklerozis, otozomal dominant gecisli, beyin ve bobrek gibi c¢esitli organlarda
selim tiimorlerle karakterize, genetik bir hastaliktir. Hastalik, tiimor baskilayict olan tuberoz

sklerozis kompleksi genlerinin (TSCI1 ve TSC2) herhangi birinin kaybi ile goriiliir [15-18]. TSC



hastalarinda bir¢ok metabolik bozukluk goriiliir. Goriilen metabolik bozukluklarin nedeni, TSC
hastalarinda gelisen insiilin direncidir [15]. Obezite ve tip 2 diyabet hastalarinda oldugu gibi, TSC

hastalarinda goriilen insiilin direnci, ER stresi ile iligkilidir [18].

ER stresi, asir1 protein sentezi ve protein katlanma talebinin artmasi nedeni ile olusur ve
bunun sonucunda UPR sinyal yolu aktive olur. TSC1 ve TSC2 bir protein kompleksi halinde
birlikte hareket ederek, hiicre biiyiimesi, proliferasyonu ve farklilasmasinin diizenleyicisi olan, dis
oramdaki besin miktarina bagh sinyallere cevap olarak protein sentezini, ribozom biyogenezini,
hiicre iskeletini ve otofajiyi kontrol eden mTOR protein kompleksinin aktivasyonunu kontrol
altinda tutar. TSC genlerinin herhangi birinin kaybi, mTOR’un kalic1 aktivasyonu ile sonug¢lanir
ve hiicrede asir1 protein sentezi baslar. Asir1 protein sentezi ile birlikte ER’a binen asir1 yiik, ER

stresini ve UPR’yi aktive ederek insiilin hassasiyetinde azalmaya neden olur [15-18].



1.1. insiilin Direnci (Insiilin Hassasiyetinin Azalmasi)

Insiilin, besinlerin sindirimi ve emilimi sonrasinda yiikselen kan glukoz seviyesine cevap
olarak, pankreastan salinan bir anabolik ve lipojenik hormondur. Belirli amino asitler, 6zellikle
arjinin ve 16zin, FFA’lar ve steroid hormonlar da insiilin salimiminda etkilidir. Pankreatik -

hiicrelerinden insiilin salmimi su sira ile gerceklesir:

Besin almi = Kanda glukoz yiikselmesi = f-hiicrelerine glukoz alimi = Glukoz
oksidasyonu > sitozolik ATP artigt = ATP-kapih K' kanallarinin kapanmasi = Hiicre
depolarizasyonu = Voltaj kapili Ca”* kanallarinin acilmas1 = Hiicre ici Ca™ konsantrasyonunun

artmast = Insiilin vezikiillerinin ekzositozu [19].

Insiilin glukozun depo edilmesini uyarir. Karacigerde glikoliz’i ve glikojenez’i uyarir iken
glukoz yapimi yolu glukoneojenezi ve kana glukoz salinimini engeller. Lipogenez yolunu aktive
eder ve olusan trigliseritleri VLDL kompleksler halinde kana salar ve adipoz dokunun glukozu
yag olarak depolamasini uyarir ve adipositlerde lipolizisi baskilar. Insiilin, kas hiicrelerinde
GLUT-4 glukoz transport proteininin hiicre yiizeyinde artmasmi uyararak kas hiicrelerinin

kandaki glukozu hiicre i¢ine almalarmi saglar (Sekil 1.1) [1-4, 19, 23].
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Sekil 1.1. Insiilinin karaciger, adipoz ve kas dokularindaki metabolik etkileri. Insiilin Karacigerde
glukoz iiretimini baskilar, glikojen sentezini artirir ve kana glukoz salinimini azaltir. Adipoz
dokuda glukoz alimini artirir, lipit kullanimini baskilayarak glukoz kullanimini tetikler. Glukozun

lipitlere doniisiimiinii, lipogenezi aktive eder. Kaslarda hiicre i¢ine glukoz transportunu artirir.

Hedef hiicrelerin kan dolasimindaki normal insiilin seviyelerine cevap verememeleri, yani
insiiline kars1 duyarsizlasmalar1 durumuna “insiilin direnci” denilir. Insiilin direnci gelisimi,
insiilinin normal glukoz ve lipit homeostazisini saglayamamasi ile sonuglanir. Insiilin
hassasiyetinde azalmalar normal yasam siiresi icinde puberte, hamilelik ve yashlik gibi bazi
evrelerde de goriilmektedir. Bu evrelerde diizenli fiziksel aktivite ve karbohidrat alimi insiilin
hassasiyetinin artmasini saglar. Insiilin direncine eslik eden obezite, dislipidemi, glukoz
intolerans, hipertansiyon gibi metabolik bozukluklar tip 2 diyabet, kardiyovaskular hastaliklar,
kanser, polikistik over hastaligi, norodejeneratif hastaliklar, alkolik olmayan yagli karaciger

hastaliklarinin (NAFL) gelisimine neden olur [1-4].

Tiirkiye’de ve diinyada insiilin direnci ile iliskili hastaliklar, insan saghgmi ciddi sekilde
tehdit etmektedirler. Bu nedenle, hedef hiicrelerin neden insiiline kars1 hassasiyetleri azalmakta
ve insiilin direnci gelismekte sorusuna yanit verebilmek biiyiik bir onem tasimaktadir. Bilindigi
gibi, insiilin direncinin goriildiigii en 6nemli hastaliklardan biri obezitedir. Diyabet dncesi insiilin

direnci gelisimi asir1 kilo alimu ile iligkilendirilmistir ve tip 2 diyabetli hastalarin %801 obezdir [5,



6]. Insiilin direnci ile birlikte goriilen hiperglisemi, hiperinsiilinemi, dislipidemi, glukoz
intolerans, hipertansiyon, obezite ve bu metabolik bozukluklar nedeni ile gelisen tip 2 diyabet,
kardiyovaskular hastaliklar, kanser, polikistik over hastalig1 gibi hastaliklar kiimesi “insiilin

direnci sendromu (metabolik sendrom, sendrom X)” olarak adlandirilmaktadir [2, 3].

Insiilin direnci sonucunda ortaya ¢ikan fenotip, etkilenen doku tipine bagh olarak degisir.
Insiilin direncine eslik eden hiperinsiilinemi, her organda farkli sonuglar dogurur. Insiilinin hedefi
olan her organ insiiline diren¢li olmayabilir. Bu durumda, 6rnegin karaciger insiiline direng
gosterirken glukoz sentezine ve kana glukoz salimina devam edecegi i¢in hiperglisemi, glukoz
intolerans gozlenecek, bobrekler insiilin direnci gdstermedikleri i¢in asir1 sodyum geri emilimi ve

hipertansiyona neden olacaktir [2].

Son yillarda yapilan doku spesifik insiilin reseptor knock-out ¢aligmalari, bazi organlarda
insiilin sinyali normal akismma devam ederken, digerlerinde edemedigi icin insiilin direnci

sendromlu hastalarda goriilen farkh fenotiplerin aciklanmasma yardimci olmuslardir [1-4].

Karaciger spesifik insiilin reseptor knock-out (LIRKO) fare modelli caligmada, diger
organlar normal insiilin seviyelerine normal cevap olustururken, karaciger insiiline kars1 direng
gostermektedir. LIRKO farelerde achik kan sekeri seviyesi yiiksek seyretmektedir. Insiilinin
karacigerden glukoz salinimini inhibe edememesinden kaynaklanan bu duruma, glukoneogenez
icin gerekli iki ana enzimin, fosfoenolpiruvat karboksikinaz (PEPCK) ve glukoz-6-fosfataz (G6P)
enzimlerinin sentezindeki artig eslik etmektedir. Hepatik insiilin direnci, bir siire sonra perifer
dokularda da insiilin direncine neden olmaktadir. Insiilinin etkisi ile perifer dokularda lipolizisin
baskilanmasi ve karacigerde trigliserid (TG) {iiretimini ve salinimini uyaramamasi soncunda

kanda TG ve FFA seviyesi azalmaktadir (Sekil 1.2 A) [2, 21, 22, 23].

Kas dokusu, oral yolla alinan glukozun %70-80’inin kandan emiliminde rol oynar. Kas
hiicrelerinde goriilen insiilin direnci tip 2 diyabet gelisimindeki erken defektlerden biridir. Kas
hiicrelerine spesifik insiilin reseptor knock-out (MIRKO) fare modelleri ile farelerde kas insiilin
direnci olusturulmustur. Kas dokusunda insiilin direnci goriilmesine ragmen, MIRKO farelerin

kan glukoz seviyeleri ve glukoz tolerans test sonuglar1 normaldir. ilging olarak, MIRKO farelerin



adipositlerinde in vivo 3 katina c¢ikan glukoz alimi, in vitro ortamda kontrol farelerin
adipositlerine gore fark gostermemektedir. Bu durum, MIRKO farelerin kaslarindan salinan
bilinmeyen bir faktoriin, adipositlerin kandan glukoz alimini artirdigini diisiindiirmiistiir. MIRKO
farelerde serum TG ve FFA seviyelerinin yiikseldigi, adipoz dokunun arttig1 ve obezite gelistigi

gozlenmistir (Sekil 1.2 B) [2, 24, 25].

Adipoz dokunun insiilin direncinde olusturacagi fenotipi arastirmak icin kurulan yag
dokusu insiilin reseptor knock-out (FIRKO) fare modelinde ilging olarak insiilin hassasiyetinde,
glukoz ve lipit metabolizmasinda iyilesme gosterilmistir. /n vivo iyilesmelere ragmen, FIRKO
farelerden izole edilen adipositlerde insiilin direnci, glukoz ve lipit metabolizmasinda bozukluklar
gosterilmistir. Normal farelerin adipositleri homojen dagilim gosterirken FIRKO farelerde
adipositler biri kiigiik, digeri biiyiik olmak iizere iki hiicre grubu olarak heterojenik dagilim
gostermistir. Her iki hiicre grubunda insiilin direncine baghh metabolik bozukluklar gézlenmistir.
Fakat her iki hiicre grubunda da, inflamasyonun ve insiilin direnci olusumunun 6nemli aracilar1
IFN-y ve TNF-a salinimi azalmis, aksine insiilin hassasiyetini artiran en 6nemli iki araci leptin ve
adiponektin salinimi artmistir. Kontrol fareleriyle ayn1 miktarda besin almalarina ragmen FIRKO
farelerin beyaz ve kahverengi adipoz dokularinda (swrasiyla WAT ve BAT) %50 azalma ve %25
kilo kayb1 gozlenmistir (Sekil 1.2 C) [2, 26, 27].
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Sekil 1.2. Doku spesifik insiilin reseptor knock-out ¢aligmalar1 sonucunda gozlenen fenotipler. A)
LIRKO farelerde glukoneogenez ve kana glukoz salinimi artar, glikojen sentezi ve kana TG
salinim1 azalir. Hepatik glukoz saliniminin artmasi pankreas B hiicrelerinden insiilin saliimini
artirr ve hiperinsiilinemi olusur. Iniilin adipoz dokuda lipolizisi baskilar ve kana FFA salinimi
azalir. B) MIRKO farelerde kas hiicrelerinde glukoz transportu azalir fakat adipositlerde glukoz
transportu yaklasik tic katina ¢ikar. adipoz doku genisler ve obezite olusur. Bunun sonucunda
adipositlerden TG ve FFA salinimi artar. C) FIRKO farelerde adipositlerde glukoz transportu
azalir fakat insiilin hassasiyetinde iyilesme goriiliir. Insiilin hassasiyetini artiran adipokinlerin,
leptin ve adiponektin saliniminda artig gdzlenir, TG saliniminda azalma olur ve adipoz doku %50

oraninda azalir, yasam siiresi uzar.



10

1.1.1. insiilin Direnci, Obezite ve Tip 2 Diyabet

Insiilin direnci ile iligkili obezite, tip 2 diyabet gibi metabolik sendromun iginde olan
hastaliklar iilkemizde ve diinyada ciddi saglik problemleri arasinda iist swradadir [5]. Doku
spesifik insiilin direnci ¢aligmalari, obezite ve tip 2 diyabetin nedenlerini agiklamaya yetmemistir.
Ayrica, bu caligmalarda kullanilan IR knock-out modellerle olusturulan insiilin reseptoriindeki

genetik hasarlar, insiilin direnci sendromlu bireylerde ¢ok nadir olarak goriiliir [2].

Metabolik hastaliklarin 6nemli etmenlerinden biri obezitedir. Adipoz doku FFA’lar,
gliseroller, leptin ve adiponektin gibi insiilin hassasiyetinde ve besin aliminin kontroliinde 6nemli
olan cesitli adipokinler ve proinflamatuar sitokinler sentezleyip salar. Adipoz kiitlesinin artmasi
ile bircok adipoz kaynakli bilesik sentezi de artar. Bu bilesiklerin ¢ogu insiilin direnci gelisiminde
rol oynar. Ornegin TNF-a, hedef hiicrelerde stres sinyal yollarmi aktive ederek JNK yoluyla
insiilin direncine neden olur. Bunun disinda, obezite ve tip 2 diyabet hastalarinda serum FFA
seviyeleri yiikselir. FFA, her iki hastalikta da goriilen insiilin direnci ile iliskilendirilmistir. Kan

FFA seviyesindeki ani artis sonucu akut insiilin direnci olusur [1, 4, 7].

Obezitenin ve insiilin direncinin tip 2 diyabet ile iliskilendirilebilmesi icin pankreatik 3
hiicrelerinin insiilin saliminda arizalar olmasi gerekir. Obez ve insiilin direngli bireylerin cogunda
hiperglisemi gelismemektedir. Normal kosullarda, pankreatik B hiicreleri insiilinin azalmig
etkisinin istesinden gelebilmek i¢in insiilin salimmi artirirlar ve boylece normal glukoz
toleransini korurlar. Fakat obez bireylerin genelinde gozlenen artan FFA seviyesi, insiilin direnci

gelisimine neden olmakla birlikte 3 hiicrelerinin fonksiyonunu bozar [1, 4, 28, 29].

Serbest yag asitlerinin, FFA’larin adipositlerden kana salinmalarinin altinda yatan en
onemli neden, adipositlerde goriilen insiilin direncidir. Adipositlerin insiiline duyarsizlagsmasi
sonucu, insiilinin etkisi ile baskilanmasi gereken lipolizis aktive olur ve olusan FFA’lar kana

salmir [3].
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1.2. Insiilin Sinyal Iletimi

Metabolik bozukluklarin altinda yatan en onemli etmen olarak goriilen insiilin direncinin
olusmasindaki molekiiler mekanizmalarin nasil islediginin anlagilabilmesi i¢in insiilin sinyalinin

hiicre i¢ine nasil iletildiginin anlasilmasi gerekir.

Insiilin sinyal iletimi, glukoz ve lipit metabolizmasi, protein sentezi, hiicre proliferasyonu
gibi bircok hiicresel olay1 kontrol eden kompleks heterolog sinyal agi ile yiiriir. Insiilin varliginda,
hedef hiicrelerin yiizeyinde sergilenen, reseptor tirozin kinaz protein ailesinin bir alt grubunun
liyesi olan, tetramer yapidaki insiilin/insiilin benzeri biiylime faktorii reseptorii (IR/IGF-1R)
oligomerize olur. Oligomerizasyon sonucu, reseptoriin sitoplazmik tirozin kinaz alt birimi tirozin
bakiyelerinden otofosforile olarak aktive olur. Otofosforile olan tirozin kinaz altbiriminde bircok
substrat protein toplanir. Insiilin reseptor substratlar1 (IRS1, IRS2, IRS3, IRS4, IRS5/DOK4,
IRS6/DOKYS), reseptoriin fosforile olan tirozin bakiyelerinde toplanirlar ve tirozin bakiyelerinden
fosforile olarak hiicre icine insiilin sinyalini iletirler. Bu fosforilasyonlar, asag1 (downstream)
sinyal elemanlarin1 aktive ederek hiicrenin insiilin uyarimina uygun cevap olusturmasini saglar.
Asag sinyal yollar1 bircok kola ayrilir. Bunlardan biri ve insiilinin metabolik uyarilarinin en
onemli ileticisi PI3K-Akt/PKB sinyal yolu, bir digeri hiicre biiylimesi, proliferasyonu ve
farklilasmasindan sorumlu ve PI3K yolu ile birlikte ¢alisan genlerin ekspresyonunu diizenleyen
Ras-MAPK sinyal yoludur. Uciincii sinyal yolu PI3K/aPKC iizerinden lipit metabolizmasini
diizenler (Sekil 1.3). Insiilin direnci, sinyal yollarmin tamamini inaktif eden IRS serin/treonin
fosforilasyonlar1 veya IRS protein miktarinin azalmas1 (downregulation) veya sinyal yollarimi

kismen inaktif eden diger sinyal elemanlarimin inhibisyonu yolu ile olusur [1-4, 8, 30].
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Sekil 1.3. Insiilin sinyal iletimi. PI3K/Akt sinyal iletim kolu glukoz metabolizmasmni, TSC1/2
tizerinden protein sentezini ve BAD iizerinden sagkalimi, PI3K/aPKC kolu lipit metabolizmasini,

Ras/MAPK kolu hiicresel biiyiimeyi ve farklilasmayi diizenler.

1.2.1. IR ve IRS Aktivasyonu

Insiilin sinyal iletiminde 6nemli diigiimlerin birincisi IR ve IRS diigiimiidiir. IR, reseptor
tirozin kinaz alt ailesi tiyesidir. IR, insiilini baglayabilen iki a altiinitesi ve molekiil i¢i tirozin
kinaz aktivitesi barindiran iki B altiinitesinden olusan tetramerik bir proteindir. Insiilin olmadig:
zamanlarda a alt tiniteleri, B alt tinitelerinin i¢inde barindirdiklar: tirozin aktivitesini bloke eder. o
alt iiniteleri arasinda disiilfit bagr vardir. a alt initesi iki farkli izoform olusturan mRNA
splicing’i gecirir. Izoformlarm birinde IR geninin 12 amino asit kodlayan 11. ekzonu eksiktir ve
olusan protein insiilin reseptoriiniin A formudur (IR,). Ikinci izoform, B izoformu, 11. ekzonu
icerir (IRp). Izoformlarm her birinin ligand hassasiyeti farklidir. o alt iinitelerine insiilinin

baglanmasi, B alt linitesinin tirozin kinaz alt iinitesini serbest birakir ve reseptor otofosforilasyona
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gider. Bu aktivasyonu takiben, tirozin kinaz alt iinitesindeki konformasyonel degisim, reseptoriin

daha ¢ok fosforillenmesini saglar [2, 8].

IR, efektor proteinlerine dogrudan baglanmaz. IR’e baglanan, 6rnegin Gab-1, Cbl ve
cesitli Shc substrat proteinleri, insiilinin etkisini effektor proteinlere iletirler. Insiilin reseptoriine
baglanan substrat proteinlerinin bir sinift IRS ailesidir. IRS ailesi proteinleri 6 tanedir (IRS1,
IRS2, IRS3, IRS4, IRS5/DOK4, IRS6/DOKS). IRS proteinlerinin molekiiler agirliklart 60 kDa ile
180 kDa arasinda degismektedir. IRS proteinlerinin doku dagilimlar: ve hiicre i¢i lokalizasyonlar:
farklilik gosterir. IRS1 ve IRS2 genis bir dagilim gosterirken, IRS3 adipositlerle ve beyin ile
smirhdir. IRS4 oncelikli olarak embriyonik dokularda veya hiicre hatlarinda eksprese edilir. IRSS
ve IRS6 cok smirl bir dagilim gosterirler ve insiilin sinyal iletimindeki rolleri sinirhdir. IRS
proteinlerinin hepsi N-terminale yakin kisimlarinda plekstrin homoloji bolgesi (PH) ve
fosfotirozin baglama bdlgesi (PTB) igerirler. IRS proteinlerinin orta bolgesinde ve C-terminalinde,
IR tarafindan fosforile edildikten sonra SH2 alt birimi iceren proteinleri baglayarak aktive
edebilen yaklasik 20 potansiyel tirozin fosforilasyon bolgesi igerirler. IRS proteinine SH2 alt
birimleri aracilig1 ile baglanabilen en iyi ¢alisilmig adaptor proteinler PI3K’nin diizenleyici alt

birimi ve Grb2 proteinleridir [2, 8].

1.2.2. PI3K Aktivasyonu

Insiilin sinyal ag1 aracilarmin nemli elemanlarindan biri smif Ia fosfoinozitol 3-kinaz
(PI3K)’dwr. Aktif PI3K, iki alt birimden olusur. Diizenleyici alt birim 3 gen grubu tarafindan
sentezlenir ve sekiz izoformu mevcuttur. Pik3rl geni, hiicrelerdeki diizenleyici alt birimlerin
biiytik bir kismin1 olusturan p85a, p55a ve p50a izoformlariin sentezinden sorumludur. Pik3r2
geni p85f°nin, Pik3r3 ise pSSPIK’in sentezinden sorumludur. Katalitik alt birimin, {i¢ farkli gen
tarafindan sentezlenen pl10a, pl10B ve pl106 olmak iizere iic farkli izoformu vardir.
Diizenleyici alt birimlerin en ¢ok bulunan ve hiicre tiplerinde en genis dagilimi gostereni p85a’dir.
p85a icinde, baska proteinlerle iliskiye girebilecegi bircok bolge barindirir. Bu bolgeler bir SH3
bolgesi, iki tarafi prolince-zengin bdlge ile gevrili bir ber bolgesi ve katalitik alt birim p110°u

baglayan bolgeyi cevreleyen iki SH2 bolgeleridir. Katalitik alt iinitenin aktivasyonu, diizenleyici
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alt iinitenin, IRS proteinlerinde bulunan pYMXM ve pYXXM amino asit motifleri ile iliskiye

girmesine baghdir.

PI3K, insiilin sinyalini hiicre ic¢i ikincil mesaje1r PIP3’ii olusturarak asagi sinyal
elemanlarina iletir. Olusan PIP;, PH bdolgesi olan proteinleri membranda toplayarak aktive
edebilir. Bir serin/treonin kinaz ailesi olan AGC kinazlar, guanin niikleotit degisim faktorii Rho
ailesi ve TEC ailesi proteinleri PH bolgesi olan protein grubundadirlar. PIPs’e baglanip aktive
olan en 6nemli AGC kinaz ailesi proteini 3-fosfoinozitid bagimli protein kinaz 1 (PDK1)’dir.
PDK1, Akt/PKB’yi ve atipik PKC’yi (aPKC; PKCC ve PKCA) aktive eder. PDK1 Akt’1 308.
pozisyondaki treonin bakiyesinden (T308), aPKC’yi T410’dan fosforile eder [2, 8]. Fakat Akt’in
tam aktivasyonu icin 473. pozisyondaki serin bakiyesinden (S473) ikinci bir fosforilasyona
ihtiyact vardir. Onceleri PDK2 denilen, simdilerde mTORC2 oldugu anlasilan protein Akt’yi
S473’ten fosforilleyerek Akt’in tam aktif olmasini saglar [8, 31, 32].

1.2.3. Akt/PKB Aktivasyonu

Akt/PKB, serin/treonin kinaz aktivitesi ile insiilinin PI3K aracili metabolik etkilerini
hiicre icindeki hedeflere iletir. Akt cesitli kinazlari, transkripsiyon faktorlerini ve sinyal
proteinlerini fosforilleyerek metabolik yollari, protein sentezini ve hiicre hayatta kalimi ve

proliferasyonu ile ilgili mekanizmalar1 diizenler [2, 8].

Akt’m genleri farkl ii¢ izoformu mevcuttur. Aktl/PKB a, Akt2/PKB 3 ve Akt3/PKB y
olarak tanimlanan izoformlarin hepsi N-terminalde PH bolgesi ve C-terminalde katalitik bolge
olmak iizere ortak yapisal 6zelliklere sahiptir. Son zamanlarda yapilan knock-out calismalar, Akt
izoformlarmin hiicrede farkli fonksiyonlar1 diizenledigini gostermistir. Hiicrelerden Aktl’in
silinmesi, biiylimede yavaslama, gerileme ve yasam siiresinde azalma ile sonu¢lanirken metabolik
anormalliklere neden olmamaktadir. Akt2’nin yetersizligi, fare modellerinde insiilin direncine ve
diyabet gelisimine neden olmaktadir. Akt2’nin kinaz bolgesindeki bir mutasyon, insanlarda da
siddetli insiilin direnci ve diyabete neden olmaktadir. Akt3’iin glukoz metabolizmasinda bir

roliine rastlanmamis fakat néronal gelisimde 6nemli oldugu bulunmustur [8].
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Akt’1in tam olarak aktivasyonu i¢in T308 bolgesinin PDKI1 tarafindan fosforile edilmesi,
sonrasinda S473’tin mTORC2 protein kompleksi tarafindan fosforile edilmesi gerekmektedir.
Aktive olan Akt’in bulunan ilk substrati GSK3’tiir. Akt, GSK3’ii fosforile ederek inaktive
olmasmi saglar. GSK3 aktif iken glikojen sentazi fosforilleyerek inhibe eder. Akt tarafindan
fosforillenen GSK3 bu islevini gerceklestiremez. Boylece glikojen sentaz aktive durumda kalir ve

glikojen sentezi artar [2, 8, 33].

Akt aktivasyonu, glukoz transportunda da etkilidir. Akt, Rab-GTPaz aktive edici protein
olan AS160’1 fosforilleyerek inaktive eder. Bu fosforilasyon, hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesinden sorumlu olan Rab-GTP’nin aktif formunun korunmas: ile sonuglanir ve
boylece GLUT4’iin membrana translokasyonu i¢in gerekli olan hiicre iskeletinin yeniden

diizenlenmesini aktive etmis olur [2, 8, 34].

Akt, glukoneojenik ve lipojenik enzim genlerinin ekspresyonunu da kontrol eder. Akt,
glukoneojenik yollarda gorev yapan enzim genlerinin transkripsiyonunu uyaran bir transkripsiyon
faktorii FOXO1’1 fosforilleyerek, proteinin niikleusa translokasyonunu Onler. Bdylece,
glukoneogenezde gorev yapan enzimlerin, 6rnegin PEPCK’nin sentezini engellemis olur [2, 8,

35].

Akt sadece metabolik yollar1 degil, hiicre biiyiimesi ve proliferasyonu ile ilgili yollar1 da
diizenler. Hiicre biiyiimesi ve proliferasyonu i¢in gerekli en onemli olay protein sentezinin
kontroliidiir. Akt, bu tez calismasmnin konusu olan TSCI1/TSC2 protein kompleksini fosforile
ederek inhibe eder. TSCI1/2 kompleksi aktive durumda iken, protein sentezi ve ribozom
biyogenezi gibi hiicre biiylimesi ve proliferasyonu ile ilgili sinyal yollarmi kontrol eden mTOR
proteininin aktivasyonunu baskilar. TSC1/2’nin Akt tarafindan fosforillenmesi ile mTOR

tizerindeki baski kalkar ve mTOR aktive olur [8, 15-18, 31, 32, 36].
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1.2.4. aPKC Aktivasyonu

aPKC’ler, adipositlerde ve kas hiicrelerinde glukoz transportunda ve lipit
metabolizmasinda rol oynar. aPKC’nin asir1 ekspresyonu GLUT4 glukoz kanallarinin membrana

translokasyonunu artirmastir [2, 8].

aPKC, bir transkripsiyon faktorii SREBP-1c’nin karacigerde sentezini artirarak lipit
metabolizmasinda da 6nemli rol oynar. Insiilin seviyesinin azalmasma neden olan achk
durumunda, karaciger hiicrelerinde SREBP-1c seviyesi azalir. Besin aliminda insiilin seviyesinin

yiikselmesi ile birlikte, SREBP-1c protein miktar1 da artar [2, 38].

SREBP proteinleri, hiicrelerde iki gen tarafindan kodlanan ii¢ izoform halinde bulunurlar
(SREBP-1a, SREBP-1c ve SREBP-2). SREBP-Ic, karaciger ve yag dokusunda bulunan dominant
izoform, yag asidi sentezi i¢in gerekli yag asidi sentaz (FAS) ve asetil koenzim A karboksilaz

(ACC) gibi genlerin expresyonunu kontrol eder [2, 38, 39].

1.2.5. Ras-MAPK Aktivasyonu

Ras-MAPK sinyal yolu, adaptor protein Grb2’nin ve guanil niikleotit degistirici protein
(GEF) SOS’un insiilin reseptor substrati Gab-1 ve Shc’nin fosfotirozin bakiyelerine baglanmasi
ile aktive olur. Grb2’nin SH2 bdlgesi ile Gab-1 ve Shc’ye baglanmasi SOS’u membranin
sitoplazmik yiiziine ¢eker ve sinyali kiiciik G protein Ras’a iletmesini saglar. Aktive olan Ras,
Raf, MAPKK (veya MEK) ve MAPK’nin sirasal serin/treonin fosforilasyonlarmi ve
aktivasyonlarini uyarir. MAP kinaz olan ERK1 ve ERK2 sitoplazmik substratlarini veya niikleusa
transloke olarak transkripsiyon faktorlerini fosforile ederek aktive ederler [2, 8]. MAPK’larin
birgok substrat1 vardir. Ornegin niikleusa transloke olup Elk-1 transkripsiyon faktoriinii fosforile
ederek proliferasyonla ilgili genlerin transkripsiyonunu diizenlerler [8]. Bundan bagka, ERK,
sitoplazmada p90 ribozomal S6 kinaz’i fosforilleyerek aktive eder. Aktive olan RSK tez
caligmasinin konusu olan TSC1/2 kompleksini fosforile ederek inhibe eder ve mTOR

aktivasyonuna neden olarak protein sentezini diizenler [15, 32, 40].
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1.3. Insiilin Direncine Neden Olan Molekiiler Mekanizmalar

Hiicrelerin insiiline kars1 duyarsizlagsmalar1 bircok genetik ve cevresel nedenlere baghdir.
Besin aliminin artis1 ve azalmis fiziksel aktivite, insiilin direnci gelisiminin ¢evresel nedenlerinin
basimda gelir. Cevresel etmenlerin yaninda, insiilin sinyal yollarinda gorev yapan proteinleri
kodlayan genlerdeki defektler yada genlerin ekspresyonunu uyaran mekanizmalardaki arizalar, bu
arizalardan etkilenen sinyal elemanina ve dokulara gore degisen siddetlerde, kismen yada tam,

akut veya kronik insiilin direncine neden olur [1-9, 15, 18-29].

Insiilin sinyal akis1 cok karmasik bir agdir. Insiilin reseptorii her hiicrede iki izoform
halinde sentezlenir ve bu hiicreler insiilin tarafindan aktive edilebilen IGF-1 reseptorii de
sergilerler. Bu reseptorlerin hepsi en az alt1 adet IRS ailesine ait proteini (IRS1-6) fosforilleme
yetenegine sahiptir. Teorik olarak, PI3K, sekiz adet diizenleyici alt birim ve ii¢ adet katalitik alt
birimden herhangi ikisi ile olusabilir, yani hiicrelerde 24 adet potansiyel PI3K izoformu
mevcuttur. Aktif PI3K’nin asag1 sinyal elemanm1 olan Akt’nin insiilin sinyalinin iletiminde rol
oynayan ii¢ izoformu vardir. Toplamda, diisiiniildiigiinde, en az 1000 degisik kombinasyol ile
insiilin sinyali iletilebilir. Bu sinyal yollarinin ya da sinyal yollarindaki elemanlar arasindaki
kombinasyonlarin birinde meydana gelecek bir ariza, etkileri ¢cok farkli ve kendine ait molekiiler

etkileri olan insiilin direnglerine neden olabilir [2, 3].
1.3.1. Insiilin Sinyal Elemanlarimin Knock-out Edilmesi Calismalari

Insiilin sinyal elemanlarmnin insiilin direncinin olusumundaki rollerini anlamak icin bircok
knock-out ¢alisma yapilmistir (Sekil 1.4). Insiilin reseptoriin tamamen knock-out edilmesi her
dokuda insiilin direnciyle ve 6liimle sonu¢lanmistir [2]. IRS-1’in tiim viicutta knock-out edilmesi,
glukoz entolerans1 ve artan serum TG seviyeleri ve hipertansiyon ile sonug¢lanmistir ve bu
farelerde global biiylime yavaslamasi ve gerilemesi gozlenmistir. IRS-1’in adenoviriis vektor
sistemi ile siRNA iletimi ile karacigerde susturulmasi, glukokinaz sentezinde azalma ve hepatik
glukozun kana verilmesinde bir artis ile sonu¢lanir. TG artisi, kandan TG emiliminin azalmasina,
biiylimedeki problemler, IGF-1’in sinyalini iletememesine baglanmistir [2, 3, 8, 41, 42]. IRS-2

knock-out farelerde, hepatik insiilin direnci ve pankreatik [ hiicrelerinde olusan hiicresel biiyiime
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problemlerine bagh olarak, diyabet gelisir. IRS-2 knock-out fareler dislipidemi ve hipertansiyon
gosterirler. IRS-2’nin siRNA yoluyla karacigerde susturulmasi sonucunda SREBP-1c’de, FAS’ta
ve ayrica hepatik lipit birikiminde artis ile sonuglanir fakat glukoz toleransta bir degisim
gozlenmez. IRS-1 ve IRS-2 nin birlikte knock-out edilmesi ¢caligmalarinda fareler erken-fetal
donemde 6lmektedirler. Karaciger spesifik IRS1 ve IRS2’nin birlikte susturulmasi calismalarinda

fareler glukoz entolerans ve hepatik steatozis gosterirler [2, 3, 8, 41, 42, 43].

Insiilin sinyal yolu elemanlarindan, sinyali Ras-MAPK yoluna aktarmakta gorev yapan
Gab-1’in karaciger spesifik knock-out edilmesi, glukoz toleransin iyilesmesini ve insiilinin IRS1
ve IRS2 yoluyla hassasiyetinin artmasmni saglamistir. Bu iyilesme, asagida diizenlenme
mekanizmalarinda belirtilen IRS’lerin  MAPK yoluyla fosforillenmesi engellendigi igin
goriilmektedir. ERK1’in knock-out edilmesi ¢caligmalarinda fareler, adiposit sayisindaki azalmaya
bagl olarak, adipozitede azalma gosterirler. Bu calisma ERK1’in adipogenez’de rolii oldugunu

desteklemektedir [2, 8, 44, 45].

PI3K’nin diizenleyici alt biriminin ii¢ ve hiicrelerde en ¢ok bulunan izoformlarm
kodlayan Pik3rl geninin farelerde knock-out edilmesi dogumdan birka¢ hafta sonra Sliimle
sonuclanir. Ilging olarak diizenleyici alt birimlerin birinin, 6rnegin p85c’nin knock-out edilmesi,
insiilin hassasiyetini artirmaktadir. Bu durum diger izoformlar i¢cin de gecerlidir. Hatta bu
mutasyonlarin yaninda, bir bagka insiilin sinyal elemaninin, Ornegin insiilin reseptdriiniin
heterozigot olmasi durumunda bile, PI3K’nin diizenleyici alt biriminin bir formunu tasimayan
farelerde diyabet gelismemektedir [2, 8]. Bu durumun nedeninin, ii¢ katalitik alt birim izoformu,
sekiz diizenleyici alt birim izoformuna baglanmak icin rekabet etmeleri, hiicrede mevcut tiim
diizenleyici altbirimler birlikte IRS’lere baglanamadigindan, onlara baglanan Kkatalitik alt
birimleri aktive edememeleri oldugu diisiiniilmektedir [8]. PI3K’nin katalitik alt {initelerinin
delesyonu oliimciil olmaktadir. pl110a+/- ve pl10B+/- cift heterozigot modellerde glukoz

entolerans ve aclikta hafif hiperinsiilinemi goriilmektedir [2].

Aktl’in knock-out edilmesi global biiytime defektleri ile sonuclanir. B hiicrelerinde,
iskelet kasinda ve WAT’da sentezlenen Akt2’nin knock-out edilmesi, glukoz entoleransina ve

hiperinsiilinemiye neden olur. Iskelet kasmin glukoz alimi azalir ve hepatik glukoz salimu artar.
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Ayrica Akt2 platelet hiicrelerde de sentezlendiginden, Akt2 eksikligi, farelerde tromboz
olusumunda ve platelet agregasyonunda defektler goriiliir. Akt3’{in knock-out edilmesi, tiretildigi
beynin boyutunda kiiciilmeye neden olur fakat glukoz metabolizmasinda bir degisiklige sebep
olmaz [2, 8, 46].

Sekil 1.4. Insiilin sinyal yolu elemanlarnin knock-out edilmesi c¢alismalarmin glukoz
metabolizmas1 lizerine etkilerinin sematik gosterimi. Yesil: Pozitif, Turuncu: Hafif negatif,

Kirmizi: Negatif, Beyaz: Etkisi yok, Gri: Etkisi bilinmiyor [2].
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1.3.2. insiilin Sinyal Elemanlarimin Negatif Diizenlenimi

Insiilin direncinin olusmasi, insiilin sinyal molekiillerinin inaktivasyonuna baghdir.
Insiilin sinyal agmin birinci elemani, insiilin reseptoriiniin serin/treonin fosforilasyonlarinin
artmas1 sonucunda tirozin kinaz aktivitesinin azalmasi veya mutasyon sonucu kaybolmasi,
hiicrelerde tam insiilin direncine neden olur. Tip A insiilin direnci, IR’iin tirozin kinaz bolgesinde
bir heterizogot mutasyon sonucu olusur ve insiilin baglandiktan sonra igeri sinyal iletiminde
azalma olur. Rabson-Mendenhall sendromu ve leprekaunizm’de (Donohue sendromu) IR’iin a alt

tinitesinde goriilen mutasyon insiilinin baglanmasini engeller ve insiilin direnci olusur [2, 3, 48].

IR’lin tirozin fosforilasyonlarinin azalmasi1 yada IRS’lerin fosforilasyon bolgelerine
baglanmalarmin sterik olarak engellenmesi insiilin sinyal iletimini baslamadan bitirir [2, 3, 8].
IR’linlin yanmmda IRS substratlar1 da tirozin fosforilasyonlarinin azalmasi, serin/treonin
fosforilasyonlarinin artig1 ve protein yikiminin artmasi yoluyla negatif olarak diizenlenir. Tirozin
fosforilasyonlarim1 azaltan ve dogrudan IR’e etki eden PTP1B’nin asir1 ekspresyonu siddetli
insiilin direncine neden olur. PTPIB knock-out modeller, in vivo insiilin hassasiyetinde artis
gostermislerdir. Stres sinyal yollar1 ile aktive olan SOCS proteinleri IR’iin IRS’lere baglanmasini
sterik olarak bloke eder ve insiilin direncine neden olur. Stresin aktive ettigi serin/treonin kinazlar,
ornegin TNF-a’nin aktive ettigi JNK ve IKK, IRS’larini belirli pozisyonlardan fosforilleyerek IR
ile interaksiyonunu engellerler. IRS’larin1 serin/treonin bakiyelerinden fosforilleyen, ERK, PKC,
S6K gibi bircok kinaz belirlenmistir. Serin/treonin fosforilasyonlarmi yapan stres kinazlar,
obezitenin neden oldugu artan inflamatuar sitokin ve FFA’larin salinimi sonucu aktive
olmalarmin yaninda insiilin uyarimma cevap olarak da aktive olabilirler. Insiilin sinyal iletimi,

normal kosullar altinda cok etkili bir negatif diizenlenim i¢indedir [2, 3, 4, 7, 8, 29, 30, 47].

PI3K’nin pozitif etkisi, fosfatidil fosfatazlarla negatif olarak diizenlenir. Ornegin PTEN
ve SHIP-2 proteinleri, PIP5’li defosforile eder ve PI3K’nin asagi sinyal akisini engeller. PTEN’in
in vivo delesyonu insiilin hassasiyetinin artmasi ile sonuclanmistir. SHIP-2 knock-out fare

modelinde, fareler obezite tesvikli insiilin direncinden korunmuslardir [8].
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Adipoz doku, salgiladigi FFA’lar, inflamatuar sitokinler, gliseroller ve hormonlarla
metabolizmay1 diizenler. Obezite’de, adipoz dokunun salgiladigi metabolik aracilarin bircogunda
artiy goriiliir. Adipoz dokudan salgilanan ve AMPK ve PPAR-a araciligi ile serbest yag asidi
oksidasyonunu uyararak insiilin hassasiyetinin artmasi saglayan adiponektinin seviyesi, adipoz
doku genisledikce azalir. Merkezi sinir sisteminde, hipotalamusta yer alan arkuat niikleus’ta
oreksijenik-anoreksijenik yollari, yani istah1 diizenleyen leptine karsi, obez bireylerde direng

gelisir ve bu bireylerde artan besin alimi goriiliir [3, 4].

Adipoz dokunun artmasi ile TNF-a salinimi artar. Artan TNF-a, serbest yag asidi (FFA)
salmmminin 6nemli bir aracis1 olarak gorev yapar. Adipositlerden salman FFA’lerin plazma
seviyesinin akut artisindan birkac¢ saat sonra insanlarda insiilin direnci geligir. FFA’lerinin bir
antilipolitik ajan acipimox ile muamele sonrasi serum seviyesindeki azalma sonucu, insiilin
aracili glukoz alimi artar ve glukoz toleransi normale doner. TNF-a, hedef hiicrelerde JNK ve
IKK-NF«xB sinyal yollarim1 aktive ederek bir¢ok potansiyel inflamasyon aracisinin salmimini
uyarir. TNF-a reseptor genlerinin susturulmasina dayali calismalarda, TNF-o’nin islevini
yapamamasindan dolayi, [ hiicrelerinden insiilin saliminin, perifer dokularda insiilin

hassasiyetinin arttig1 gosterilmistir [3, 4, 47].

1.4. Endoplazmik Retikulum (ER) Stresi ve UPR Sinyal Yolu

Insiilin sinyal elemanlarini negatif diizenleyen hiicre ici sinyal mekanizmalar1 sayesinde
insiilinin reseptoriine baglanmasimin ve hiicre i¢ine sinyal iletiminin siirekliligi saglanmis olur.
Fakat negatif diizenleyen mekanizmalarin siirekli aktivasyonu sonucu insiilin, sinyalini hiicre

icine iletemez ve insiiline kars1 direng gelisir.

Negatif diizenlenim mekanizmalarimin siirekliligi hiicre i¢ci stres ve inflamasyon
durumlarinda gozlenir. Hiicre ici stres, dig sinyallerin, Ornegin insiilinin, stirekli uyarimmi
sonucunda obezitede hiicre ici lipit birikimi, hiicre ici enerji akisi ve asir1 besin varligi ve
genisleyen adipoz dokudan salinan inflamatuar sitokinler nedeni ile olusur. Ayrica obezite, bircok
salgr organminda hiicrelerin, 6rnegin pankreas P hiicrelerinin, salgi sistemlerine binen yiikiin

artmasina neden olur. Hiicresel stres cevabmin Onemli elemalarmdan biri ER’dur. Insiilin
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direncine neden olan negatif diizenlenim mekanizmalarin siirekliligini tetikleyen meknaizmalarin

basinda ER stres cevabi gelir [1-13].

Endoplazmik retikulum (ER), salgi ve membran proteinlerinin translasyon sonrasi

katlanma islemlerinin gerceklestigi, lipit ve sterol sentezinin yapildigi ve hiicre ici Ca**’nin
depolandigi, her dkaryotta bulunan, liimeni ekstraseliiler alanla aym kimyasal 6zelliklere sahip,
etrafi membranla c¢evrili hiicre i¢i biiyiikk bir organeldir [10-13]. Artan protein sentez ve salgi
talebi gibi fizyolojik ve mutant proteinlerin tam olarak katlanamamasi gibi patolojik stres
kosullarinda ER’un katlama kapasitesi asilir, yani translasyon sonrasi modifikasyonlarda
proteinlere eslik eden ER saperonlarinin miktar1 ve ER liimen hacmi, hiicrenin talep ettigi is
yiikiinii  karsilayamaz. Bu durumda ER stresi olusur. ER stres cevabi, hiicrenin talebini
karsilamaya yonelik bir sinyal akisim1 baglatir: UPR (Sekil 1.5). ER, lipit metabolizmasina ve
steroid tiretimine ev sahipligi yapan bir organeldir. Lipit metabolizmasindaki bozukluklar da ER
stres cevabmi uyarwr, fakat lipit metabolizmasindaki bozukluklarin nasil UPR’yi uyardigi

konusunda ¢ok az sey bilinmektedir [10-13].

ER’un diizgiin calismasi, katlanamayan polipeptid zincir yiikkii ER katlama kapasitesini
astiginda bozulur. Bu durum, kan koagulasyon faktorii VIII gibi yiiksek molekiiler agirlikli ve
modifikasyonu zor olan veya antitrombin gibi kiiciik ve yapisal olarak basit proteinlerin asiri
ekspresyonu ile gerceklesebilir. Bu proteinlerin ER saperonlar1 ile kompleks olusturduklar1 veya
yiiksek molekiiler agirlikli agregatlar olusturduklar1 gosterilmistir. Mutant ve tam katlanamayan
proteinlerin ekspresyonu, ER saperonlarin ekspresyonuna neden olmaktadir. Bu durum, ER depo
veya konformasyonel hastaliklar1 denilen cesitli hastaliklarin  biyokimyasal temelini
olusturmaktadir. Yakin zamanda yapilan c¢alismalar, B lenfosit hiicrelerinin plazma hiicresine
farklilasmasi esnasinda, viral enfeksiyonlarda ve bitkilerin mikrobik enfeksiyonlarinda ER stresi

cevabi olustugu gosterilmistir [10, 11, 12].

ER iizerindeki talebi karsilamak amaci ile ER kapasitesini artirmak icin, UPR yoluyla
katlanma talebi azaltilir ve ER genisletilerek katlama kapasitesi artirilir. Katlanma talebini
azaltmak amaci ile salg1 proteinlerini kodlayan genlerin ekspresyonu ve translasyon baskilanir ve

yavas katlanan veya katlanamayan proteinlerin yikimi ERAD (ER associated degredation-ER
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iligkili yikim) yolu ile artirilir. Ayrica, hiicrenin disindan gelen ve bir¢ok proteinin sentezini
uyaran biiylime sinyallerinin, Ornegin insiilinin, sinyal iletimi inaktive edilerek hiicre dis

sinyallere kapatilir [9-13].

Translasyon
O inaktivasyonu

/[ ER lumeni
/ i
Katlanmamusg Apopt
g@ﬂ UPR | mmp | 2o

\ Z

Transkripsiyonel
Aktivasyon
(Saperonlar, vs.)

Sekil 1.5. ER stresi ve katlanmamis protein cevabi UPR. Katlanmamis proteinler ERAD’a
gonderilir. ER’a binen yiik katlama kapasitesini asarsa UPR sinyal ag1 aktive edilir. UPR sinyal
ag1 translasyonu durdurur, ER katlama kapasitesini artiran ve stresin azalmasinda gorevli genlerin
transkripsiyonunu uyarir. ER, protein yiikiine cevap veremezse, yani UPR’nin ER stresini

azaltamadig1 durumlarda hiicre apoptoza yonlendirilir.

1.4.1. ER’da Protein Katlanmasi

ER, sitoplazmadan sonra en Onemli protein katlanma bdlgesidir. Sitozoldeki protein
katlanma kurallar1 ER’da da gecerlidir fakat, katlanmas1 i¢cin ER’a aktarilan proteinler N-bagl
glikozilasyon ve disiilfit bag1 olusumu gibi posttranslasyonel modifikasyona ugradiklarindan,
ER’da gerceklesen protein katlanmasi sitozoldekinden daha karmasiktir. ER, sadece dogru
diizgiin katlanmis ve birlesmis proteinlerin ¢ikis yapmasini garanti altina almak icin “kalite

kontrol” denilen bir sistem gelistirmistir. Kalite kontrol sisteminden beklenen, katlanmis ve
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katlanmamis veya yanhis katlanmis proteinleri birbirinden ayirmaktir. Bazi proteinler,
mutasyonlar veya hiicrenin enerji ihtiyaci nedeniyle, saperon dongiisiinii tamamlayamazlar ve
tam olarak katlanamazlar. 30-90 dakikalik bir lag fazindan sonra yanlis katlanmis proteinler
ERAD’a gonderilirler. ERAD substratlar1 olan bu katlanmamis proteinler sitozole ulastiklar1 anda
ubikitin/proteozom yikim yolu ile yikilirlar. Kalite giivencesi saglayan bu yolun etkili islemesi
icin ER’daki katlanma talep yiikiiniin sitozole ve ¢ekirdege devamli olarak bildirilmesi gereklidir.
ER talebi karsilayamayacak durumda ise “ER Stresi” denilen durum olusur ve bir sinyal agi
baslatilir. ER’daki protein katlanma durumu sitozole ve ¢ekirdege UPR sinyal ag1 araciligi ile

bildirilir [12, 13, 50].

1.4.2. UPR Sinyal iletimi

ER, ait oldugu hiicreye gelen protein sentezi talebine gore anlik protein modifikasyon
talep artis1 ile karsilasabilir. Boyle durumlarda olusan ER Stresi ilk etapta, ER’un katlama
kapasitesini artirmaktan ziyade transkripsiyondan bagimsiz olarak, hatali protein katlama
thtimalini azaltmak amaci ile translasyonu UPR aracili kontrol altina alir. Buna ragmen ER
katlama kapasitesi yeterli olmaz ise hiicrede ER saperonlar1 ve katlama makinesi elemanlariin
transkripsiyonunu artiracak UPR sinyalleri ¢ekirdege ulastirilir. Uzayan UPR sinyal iletimi bazi
hiicrelerin fenotipinin degismesi, yani farklilagsmasi ile iliskilidir. Bir hiicre salgi hiicresine
doniisecegi zaman asir1 protein sentezi ve modifikasyonu talebi ER’un UPR yolu ile kapasitesini
artirmasi ve sitoplazmada yayilmasi ile sonuclanir. Bu nedenle UPR hiicresel farklilasmada rol
oynar. ER stresi, hiicrenin adapte olamayacagi kadar biiyiik olursa hiicre olebilir. UPR, ER
stresinin azalmamas1 durumunda hiicreyi apoptoza yonlendirir. UPR sinyal ag1 ilk olarak tip 1
transmembran kinazlar PERK ve IRE-1"in aktivasyonu ve ardindan tip II transmembran proteini

ATEF-6 aktivasyonu ile baslatilir (Sekil 1.6) [10-13, 18, 51].
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Sekil 1.6. UPR sinyal iletimi. Stres olmadiginda GRP78 saperon proteini, ER stresi algilayicilari
ATF-6, PERK ve IRE-1 ER membran proteinlerinin luminal bdlgelerine baglh konumdadir. Artan
protein trafigi, mutant proteinlerin sentezi, viral enfeksiyonlar ve glukoz achigi gibi stres
durumlarinda GRP78 ER stresi algilayic1 proteinlerinden ayrilir, katlanmamis proteinlerin
hidrofobik bolgelerine baglanir ve katlanmayan proteinleri ERAD’a gonderir. GRP78’in
ayrilmasi ile aktive olan PERK elF2a’y1 fosforilleyerek translasyonu durdurur. Bir diger ER
stresi algilayicist olan ATF-6 Golgiye goc¢ eder, orada aktive olur, nukleuse gider ve ERSE-UPRE
iceren genlerin transkripsiyonunu aktive ederek ER’un katlama kapasitesini artirir. IRE-1 TRAF2
yolu ile JNK’1 aktive eder. JNK serin kinaz enzimi biiyime faktorlerinin uyardig: sinyal yollarini
baskilayarak protein sentezi yoniindeki talepleri engeller. IRE-1 endoriboniikleaz bolgesi ile
XBP-1 mRNA’smi1 kesip yeniden diizenler ve aktif transkripsiyon faktorii XBP-1s olusur. XBP-
Is ERSE-UPRE iceren, saperon, ERAD bilesikleri ve ER’un genislemesi ile ilgili genleri aktive

ederek ER’un kapasitesini artirir ve ER stresinin azalmasini saglar [S1].
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1.4.2.1. PERK Aktivasyonu

ER transmembran proteini olan PERK tiim hiicrelerde sentezlenir fakat salgi hiicrelerinde
sentezi artar. Son yillarda yapilan bir ¢calismada PERK’in ER stresi tarafindan aktive edildigi
gosterilmistir. PERK, liiminal bolgesinde protein katlanma dongiisiinde rol oynayan bir saperon
olan GRP78/BiP proteini ile baglanma bolgesi igerir. Katlanmamis yada yanhis katlanmig
proteinlerin liimende birikmesi GRP78’in PERK’ten ayrilmasmma ve PERK’in oligomerize
olmasma neden olur. Oligomerizasyon sonucunda PERK otofosforile olur ve kendini aktive eder.
Aktive olan PERK translasyon baslangic faktorii elF2a’y1 fosforiller. elF2a fosforile durumda
iken GEF gorevi goren elF2B’ye bagh kalir ve boylece translasyon baslangic kompleksi
elF20/GTP/Met-tRNA; olusumu engellenir ve translasyon durdurulur. Boylece ER’a binen is
yikkii azalir. elF2o’nin fosforilasyonu sonucu global olarak translasyonu azaltirken belirli
mRNA’larin translasyonunu uyarmaktadir. ER stresi durumunda elF2a’nin fosforilasyonu, ER
stresi cevabmda rol oynayan ATF-4 transkripsiyon faktoriiniin translasyonunu ve dolayis: ile
aminoasit metabolizmas1 ve transportunda, ERAD’da, ER’un genislemesinde gorev alan genlerin

transkripsiyonunu uyarir [10, 12, 50, 52].

PERK-/- farelerde, artan apoptoz ve azalan biiylime nedeni ile 2-3 haftalik iken siddetli
diyabet gelisir. PERK-/- hiicreler ER stresine cok yatkindirlar ve bu hiicrelerde hiicre dongiisii
kontrol altinda tutulamaz. ER stresi durumunda PERK aktivasyonu sonucu Siklin D1 sentezinin
azalmasi hiicreleri G1°de tutar iken PERK-/- hiicrelerde Siklin D1 sentezi devam eder ve hiicreler

kontrolsiizce ¢cogalirlar [12, 50-53].

1.4.2.2. ATF-6 Aktivasyonu

ATF-6, sitozolik bolgesi bZIP transkripsiyon faktorii olarak gorev yapan tip II ER
transmembran proteinidir. Memelilerde ATF-6a ve ATF-6B/CREB-RP olmak iizere iki homologu
bulunur. ER’da protein katlanmas1 inhibe olduktan sonra ATF-6 Golgi kompleksine go¢ eder.
ATF-6’nin Golgi’ye goc etmesinde, GRP78’in rolii vardir. ATF-6’nm luminal bdlgesinde GLS1
ve GLS2 olarak adlandirilan Golgi lokalizasyon dizisi mevcuttur (Sekil 1.7). GRP78 GLS1’e

baglanir ve ATF-6’y1 ER membraninda tutar. ER lumeninde katlanmamis proteinlerin varligi
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GRP78’in GLS1’den ayrilmasina neden olur ve GLS2 aktive olarak ATF-6’nin Golgi’ye gociinii
uyarwr. Bir serin proteaz olan S1P enzimi, ATF-6’nmn luminal bolgesini keser. Bir diger enzim
metalloproteaz S2P, ATF-6’nin transmembran bolgesini keser. Bu reaksiyon sonucunda ATF-
6’nin sitozolik bZIP bolgesi serbest kalir ve niikleusa giderek transkripsiyonu baglatir. ATF-6,
DNA iizerindeki ATF/CRE bolgelerine, ERSE-I'e (CCAAT-No-CCACG) ve ERSE-II'ye
(ATTGG-N-CCACG) baglanir. ATF-6'nin ERSE-I ve ERSE-II’ye baglanabilmesi i¢in NF-
Y/CBF’ye ihtiyac1 vardir. ATF-6, ER stresinin azalmasinda biiyiik rolii olan UPR’1n 6nemli
elemanlarindan XBP-1’in transkripsiyonunu uyarir. XBP-1 mRNA’sinm aktivasyon i¢in splice
islemine ugramas: gerekmektedir. XBP-1'in splice  edilmis formu (XBP-1s) UPR’nin
transkripsiyonel cevaplarini tetikleyerek ER’un genislemesini ve saperonlarin artmasini saglar ve

uzun siireli ER stresini azaltir [10-13].

ER Luminal Sitozolik/niikleoplazmik
1 1
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Sekil 1.7. ER stresi algilayict proteinlerinin primer yapilarinin sematik gosterimi. IRE-1, PERK
ve ATF-6. Sar1 ince cubuklar sinyal iletimi ve oligomerizasyon igin yeterli bolgeleri
gostermektedir. Mor cubuklar GRP78’le iligkiye girilen bolgeleri gostermektedir. Siyah kutular
sinyal peptidlerini, yesil kutular ise IRE1 ve PERK arasindaki homoloji bolgelerini temsil
etmektedir. bZIP: basic leucine zipper, GLS1 ve GLS2: Golgi lokalizasyon dizisi 1 ve 2, TAD:
Transkripsiyonel aktivasyon bdolgesi, TM: transmembran bolge [Kaynak 12’den modifiye

edilmistir].
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1.4.2.3. IRE-1 Aktivasyonu

IRE-1 enzimi, ER luminal dimerizasyon ve sitozolik kinaz ve endoriboniikleaz bolgeleri
iceren tip I ER transmembran proteindir. ER stresi durumunda GRP78’in dimerizasyon
bolgesinden ayrilmasi ile IRE-1 dimerize olur ve transotofosforilasyona ugrayarak aktivasyon
kazanir. Memelilerde IRE-1’in iki izoformu vardir. IRE-1a biitiin dokularda gozlenirken IRE-13
sadece barsak epitelyum hiicrelerinde goriilmektedir. IRE-1a-/- fareler yagamazken IRE-1pB-/-
fareler saghklidirlar fakat barsak iltihaplarina (kolit) daha yatkindirlar. UPR’nin IRE-1 kolu
evrim siiresince en iyi korunmus ve molekiiler anlamda UPR sinyal agmnin bulunan ilk sinyal

koludur [12, 50].

IRE-1 endoriboniikleaz bolgesinin kesfedilen ilk substratt bZIP transkripsiyon faktorii
olan XBP-1 mRNA’sidir. XBP-1’in 26 niikleotidlik inhibitdr intron bolgesinin IRE-1
endoriboniikleaz tarafindan kesip atilmasindan sonratranslasyonel cerceve kaymasi sonucu olusan
XBP-1s plazma hiicrelerinin farklilasmasinda rol oynar. XBP-1 salgi hiicrelerinde yiiksek
seviyelerde exprese edilmektedir. XBP-1s, hiicrelerin artan protein sentezi ve modifikasyonu
taleplerine cevap verebilmesi icin ER’un genislemesinden sorumlu genlerin transkripsiyonunu
artirarak hiicrelerin farklilagmasinda rol oynamaktadir. XBP-1s ERSE-I, ERSE-II ve UPRE
(TGACGTGC/A) motiflerine baglanarak saperon, ER iligkili yikim ve ER genislemesini saglayan

fosfolipit sentezi ile ilgili genlerin transkripsiyonunu artirir [10, 12, 50, 54].

IRE-1’in kinaz domaininin aktivasyonu ile JNK sinyal yolunun aktivasyonunda rol oynar.
IRE-1"in sitoplazmik domaini bir adaptor protein olan TRAF?2 ile etkileserek asagi sinyal akisimi
aktive eder. TRAF2 ASK1’e baglanir ve ASK1 JNK’1 fosforilleyerk aktive eder. IRE-1’in bu
etkisi ER stresi ile biiyiime faktorleri ve mitojenler arasinda koprii kurulmasini saglar. Aktive
olan JNK insiilin sinyal elemanlar1 IR, IRS1 ve IRS2’yi serin bakiyelerinden fosforilleyerek
insiilinin hiicre icine sinyal iletmesini inhibe eder ve boylece insiilin direnci olusur. Bu yol ile
IRE-1, ER iizerine binecek insiilin uyariml protein sentezi ve modifikasyonu yiikiinii engellemis

olur [9, 10, 12, 50, 54, 55, 56].
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1.5. ER stresi ile iliskili Patolojik Durumlar

ER’un islevini diizgiin olarak yerine getirememesi bir¢cok hastaliga neden olmaktadir.
ER’un islevini diizgiin yapamamasi bircok nedene bagl olabilir. ER’dan beklenen is yiikiiniin
artmasi, viral enfeksiyonlar, inflamatuar sinyal yollarinin aktive edilmesi ve salgi veya membran
proteinleri gibi translasyon sonrasi modifikasyona ugrayan proteinleri kodlayan genlerdeki
mutasyonlardan kaynaklanan hastaliklarda ER’un biinyesindeki bir bozukluktan daha ¢ok, ER
disindaki etmenler rol oynar. ER dis1 etmenlerden baska, ER’un islevini yerine getirmesini
saglayan ev sahibi proteinler ve UPR sinyal yolu proteinlerindeki genetik defektler de ER depo
hastaliklarina neden olabilirler. Bir¢ok genetik gecisli hastalik ER stresi ile iligkilidir [10, 12, 13].

1.5.1. Viral Enfeksiyonlar

Viriisler, ¢ogalmalari icin zarf proteinlerini ve lipitlerini konak hiicreye sentezlettirirler ve
bu nedenle bircok konak hiicre proteinini, dolayis1 ile ER’u kullanirlar ve UPR’yi kendi
kullanimlari i¢in diizenlerler. Viriislerin UPR’yi nasil ayarladiklar: heniiz tam olarak ag¢ik degildir.
Esas itibari ile UPR sinyal yollarindan PERK’in viral enfeksiyonlara karsi bir savunma
olusturmasi beklenir, ¢iinkii PERK, ¢ift sarmalli RNA bagimli protein kinaz olan ve hiicresel
antiviral savunmada rol oynayan PKR enzimi ile yiiksek homoloji tasir. Gergekten de, PERK -/-
fibroblast hiicrelerinin, viral enfeksiyonlara yatkinliginin ve bu hiicrelerde viriis iiretiminin
normal (wild type) fibroblastlardan daha yiiksek oldugu gosterilmistir. PERK’in viral
replikasyonu engellemesi, elF2a fosforilasyonu sonucunda translasyonun bloke edilmesine
baglhdir. Buna ragmen viruslar enfekte ettikleri hiicrelerde cogalabilmektedirler. Bazi viruslar, bu
mekanizmaya kars1 bir yol gelistirmislerdir. Ornegin tip I HSV’iin kodladig1 bir protein ICP34.5,
elF2a’y1 defosforilleyen hiicresel bir enzim GADD34 ile homologtur. ICP34.5’ten yoksun
HSV’ler hiicrelerde ¢ogalma yeteneklerini yitirmislerdir. Viriisler ER stresi kendi lehlerine de
kullanabilirler. Ornegin bir sitomegalovirus US11, smif I major histokompatibilite kompleksinin
degredasyonunu artirmak icin UPR’yi aktive eder. Artan UPR aktivasyonu, virusun konak
bagisiklik sisteminden kagmasini saglar. Hepatit B virusu, ER stresi tarafindan aktive olabilen bir
promoter gen bolgesi tasir. Goriildiigii gibi bazi viruslar ER stresin negatif etkisinden kacmak i¢in

UPR tarafindan aktive edilebilen mekanizmalari1 kendi lehlerine kullanabilmektedirler [13].
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1.5.2. Genetik Hastaliklar

Genetik hastaliklar, bireylerin genetik materyali, yani genomlarinda meydana gelen
mutasyonlar sonucu ortaya c¢ikar. Genetik hastaliklar multifaktoriyel gen hastaliklari,
mitokondriyel gen hastaliklari, kromozom anomalileri ve tek gen hastaliklar1 olarak dort gruba
ayrilir [57]. Poligenik ve multifaktoriyel kavramlar: birbirinden farkli olmakla birlikte genellikle
ayn1 anlamda kullanilir. Poligenik kavraminda birden fazla genin etken oldugu nitelikler
anlasilirken, multifaktoriyelde ise hem genlerin hem de ¢evresel etkenlerin bir arada rol oynadig:
hastaliklar akla gelmektedir [57]. Bu tip hastaliklar, cevresel faktorlerin ve bircok gendeki
bozukluklarm birlikte etkisiyle olusurlar. Ornegin, meme kanserine yatkinlik saglayan genler
degisik kromozomlarin {iizerinde bulunmaktadir. Bu karmasik yapilar1 nedeniyle bu tip
hastaliklarin analizi tek gen ve kromozomal hastaliklara gore cok daha zordur. ER stresi ile
iligkili obezite, kalp hastaliklari, yiiksek tansiyon, tip 2 diyabet ve kanser bu grubun 6nemli
hastaliklaridir [9, 10, 12, 13, 18].

Kompleks hastaliklar, tek gen hastaliklarina gore daha az kalitim ile aktarilirlar. Ornegin,
diyabetle yakindan ilgili genler sadece %2-5 oraninda aktarilir. Bu oran, ER stresi ile iligkili tek
gen hastali1 olan kistik fibroza gore oldukc¢a diisiiktiir. Yani, tek gen hastaliklarinda bir gendeki
bozukluk hastaligin olugsmasindan sorumlu iken kompleks hastaliklarda genler diginda koti
beslenme, zararli kimyasallara maruz kalma gibi cevresel faktorler de onemlidir [57]. Tek bir
gendeki bozukluk nedeniyle olusan 10.000’den fazla hastalik vardir. Bu tek gen hastaliklari
[unifaktoriyel ya da monogenik de denebilir] bir populasyonda %1 siklikta goriiliir. Tek gen
hastaliklar1 X‘e bagli hastaliklar, otozomal dominant gecisli ve otozomal resesif gegisli
hastaliklar olarak smiflandirilabilir [57]. Kistik fibroz, hemofili, cogu endokrinopatiler, 6rnegin
Tay-Sachs hastalig1 ve cogu norodejeneratif hastaliklar, 6rnegin Huntington hastaligi, ER stresine

ve UPR’a neden olan tek gen hastaliklar1 grubuna girer [13, 57].
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1.5.2.1. insiilin Direnci Sendromu

Insiilin direnci, tip 2 diyabet olusumunun temel nedenlerinden biridir. Periferal insiilin
direncine pankreatik P hiicrelerde, viicudun insiilin ihtiyacin1 kapatmaya calisirken insiilin

salimiminda meydana gelen bozukluklarin eklenmesi ile tip 2 diyabet olusur.

Obezite, tip 2 diyabet gibi insiilin direnci ile iliskili metabolik hastaliklar, cevresel
nedenlerin yaninda genetik nedenler de barmidirirlar. Ornegin leptin genindeki mutasyonlar
obeziteye, leptin reseptoriinde meydana gelen mutasyonlar tip 2 diyabete neden olur. Bu iki
mutasyonu tasiyan bireylerde insiilin direnci olusumu goriiliir. Insiilin sinyal yolu, ER
homeostazsindeki ve hiicresel redoks durumundaki degisimlere karsi ¢ok hassastir. Obezitede
artan FFA’lar ve TNF-a gibi inflatuar sitokinler JNK stres kinazlar1 aktive ederek karaciger ve
yag hiicrelerinde insiilin direncine neden olur. Obezitede inflamatuar sitokin saliniminin artmasi
adipositlerde hiicre ici stres oldugunu isaret eder. Hiicre i¢i stresin onemli merkezlerinden biri
ER’dur. Yapilan bir caligma, obezitede hiicre i¢i stresin kaynaklandigi yerin ER oldugunu
gostermistir. ER stresi, yukarida da agiklandigi gibi, IRE-1 ER membran proteini aracilig ile
TNF-a reseptorlerinin iligkili oldugu faktor 2 (TRAF2)’yi aktive ederek bir stres MAP kinaz
sinyal akisin1 baglatir ve sonugta JNK aktive olur. JNK’nin IRS1’1 serin 307 bakiyesinde fosforile
etmesi, IR tarafindan tirozin bakiyelerinin fosforillenmesini azaltmaktadir. Insiilin sinyal yolunun
hiicre i¢i birinci basamaginda gerceklesen bu inhibisyon hiicreyi insiiline karsi tam olarak

direncgli yapar [1, 4, 6,7, 9, 47, 48].

UPR sinyal eleman1 PERK’in kayb1, pankreatik (3 hiicrelerinin prenatal kaybina yol acar.
Bu bireylerde Wolcott-Rallison Sendromu denilen insiilin bagimli diyabet goriiliir. UPR sinyal
yolunun uygun olarak calisamamasindan kaynaklanan pankreatik B3 hiicrelerinin apoptozu, perifer
dokularin insiiline cevap vermemesi nedeni ile B hiicrelerin, gelen insiilin tiretim ve salinim
talebini karsilayamamasi durumunda UPR’nin hiicreleri apoptoza yonlendirmesinden dolay1 da

goriilebilir. Bu durumda insiilin direnci B hiicre kaybina neden olur [10, 13, 50].
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1.6. Tuberoz Sklerozis Kompleksi (TSC)

Tuberoz sklerozis (TSC), populasyonda 6000-10000 bireyden 1’ini etkileyen, belirli bir
etnik yatkinlig1 olmayan, otozomal dominant gecisli bir tiimor baskilayict gen sendromudur. TSC
bobrek, kalp, beyin, deri ve diger yasamsal organlarda gelisen, hamartoma adi verilen timor
benzeri displastik lezyon yapilariyla karakterizedir [15, 16, 17]. Kortikal tuberler, sub-ependimal
nodiiller, sub-ependimal dev hiicre astrositomalar1 tuberoz sklerozun norolojik hasarlaridir ve
zeka geriligini, epilepsiyi, otizmi igeren en Onemli klinik komplikasyonlarin nedenidirler. Bu
hasarlar etkilenmis bireylerin %50’sinden fazlasinda meydana gelir ve ¢ocuklar arasinda birincil
Olim nedenidirler. Bobrek hasarlar1 da ¢ok yaygindir ve anjiyomiyolipoma olarak hastalarin
%80’inde goriiliir. Malign anjiyomiyolipomalar ve renal hiicre karsinomalar1 az goriilse de bu
lezyonlar ¢ok siddetli olabilir ve cocukluk ¢agimin erken donemlerinde goriiliirler. Okuler, iskelet,

gastrointestinal, hepatik sistemler ve dalak da siklikla hasara ugrar [15, 16].

Tuberoz skleroz, iki tumor baskilayici gende (7SCI ve TSC2) goriilen mutasyonlar
sonucu bu genlerin kodladigr TSCI1/Hamartin ve TSC2/Tuberin proteinlerinin birlikte
olusturduklar1 tiimér baskilayict kompleksin hiicre biiyiime mekanizmasmin aktivitesini
simirlandirma islevini yitirmesi nedeniyle olusur [15, 58]. 7SC2 geni 16p13.3 kromozomal
bolgesinde yer alir [S8]. Bu gen 1993 yilinda klonlanmistir, 41 ekzondan olusmaktadir ve 5.5 kb
biiytikliigiinde mRNA transkripti verir [3]. TSCI1 geni 9934 kromozomal bdlgesinde yer alir [58]
ve 1997 yilinda klonlanan bu gen 21 ekzondan olusur [17]. Genin iiriinii olan 8.6 kb
biiyiikliiglindeki mRNA transkripti kiiciik bir 5° ve 4 kb biiyiikliiglinde bir 3’ translasyona

ugramayan bolgeler igerir [17].

TSC, otozomal dominant gegis gosteren genetik bir hastalik olmasma ragmen TSC
hastalarinin sadece %?20’si bu hastali1 kalitimla almislardir. Hastalrin geri kalan %80 gibi biiyiik
bir bolimiinde 7SCI veya TSC2 genlerinde de novo (sporadik) mutasyonlar goriildiigii rapor
edilmistir [17]. Bu grupta olan TSC hastalari, her bir somatik hiicrelerinde 7SCI veya TSC2 gen
mutasyonu tasimaktadirlar ve hastalarda olusan TSC tiimorlerinde ‘heterozigositenin kaybi”

goriilmiistiir [58].
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Bir aile hikayesi olmayan ve tiimOr baskilayict genlerin kaybi nedeniyle goriilen
tiimorlerin olusumu i¢in Knudson’un ortaya attigi iki vuruslu tiimor baskilayicit gen hipotezine
gore hasta bireyler, her somatik hiicrelerinde, timor baskilayici gen allel ¢iftinin birinde meydana
gelmis olan germline mutasyonu tasirlar. Bu mutasyon, tiimor baskilayicit gene yapilan birinci
vurustur. Ikinci vurus, bireyin yasam siiresi icinde gerceklesen sporadik, yani de novo bir
mutasyonla ikinci allelin kaybina neden olur. Knudson hipotezine gore, tiimor olusumu i¢in
timOr baskilayict genin her iki allelinin kayb1 gerekmektedir: Heterozigositenin kaybi-Loss of

Heterozygosity [59].

TSC2 geni icin, Ui¢ yiizden fazla germ line mutasyon rapor edilmistir. Bunlar anlamsiz,
yanlis anlamli, c¢erceve kaymasi, delesyonlar, insersiyonlar, splice birlesme bolgesi
mutasyonlarii icermektedir. 7SC2’de en sik goriilen mutasyonlar 611. ve 1675. kodonlardaki
yanlis anlamli degisiklikler ve 40. ekzonda 18 bp’lik cerceve i¢i delesyondur. 7SCI geni
mutasyonlarinin neredeyse tamami ise anlamsiz yada cergeve kaymasidir. Genotip-fenotip iliskisi
belirlenmemis olsa da, 7SCI mutasyonlu hastalar, 7SC2 mutasyonlulara gore, hastaliktan daha az

siddette etkilenirler [17].

1.6.1. TSC Protein Kompleksinin Diizenlenmesi

TSCI ve TSC2 genlerinin iiriinleri, swasiyla, TSCl/hamartin ve TSC2/tuberin
proteinleridir. Hamartin ve tuberin bir heterodimer kompleks olustururlar [15, 16, 17, 58]. TSCI,
1164 aminoasitten olusur ve 130 kDa molekiiler agirligindadir. TSC1’in 302.-430. aminoasitleri
arasinda TSC2 baglanma bolgesi vardir. CDKl1/cyclin B1 tarafindan T417, S584 ve T1047,
GSK3p tarafindan T357 ve T390 bakiyelerinden fosforillenir. TSC2, 1807 aminoasit
uzunlugunda ve 200 kDa molekiiler agirligindadir. TSCI ile, 1.-418. aminoasitleri arasindaki
bolgeden baglanarak, kompleks olusturur. C-terminal ucunda, Rheb spesifik GAP domaini vardir.
Akt/PKB tarafindan S939 ve T1462, MK2 tarafindan S1210, RSK1 tarafindan S1798, AMPK
tarafindan T1227 ve S1345, ERK/MAPK tarafindan S664 bakiyelerinden fosforillenir (Sekil 1.8)
[17].
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Sekil 1.8. TSC1/Hamartin ve TSC2/Tuberin tiimor baskilayici proteinlerinin primer yapilarinin

ve fosforilasyon bolgelerinin sematik gosterimi [17].

TSC proteinleri transkripsiyon, noronal farklilasma, hiicre adezyonu ve hiicre biiytimesi
gibi c¢esitli hiicresel islevlerin diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar [17, 58]. TSC proteinlerinin
fonksiyonlarma dair ilk ipuglart Drosophila ile yapilan ¢aligmalardan saglanmistir. 7SCI ve
TSC2 genlerinin Drosophila homologu olan, sirasiyla, dTscl ve dTsc2 mutant hiicreler, artan
hiicre ve organ boyutlar1 gostermislerdir [17]. TSC2 GTPaz aktive edici (GAP) domain igerir ve
TSCI/TSC2 protein kompleksi, biiyiime ve farklilasma gibi hiicrenin hayati kararlarinin
diizenlenmesinde ¢ok dnemli bir yeri olan, asagida ayrintilar: ile anlatilacak mTOR (Rapamisinin
hedefi olan memeli proteini) sinyal yolunun iist elemani Rheb (Ras homolog enriched in brain)’in
zay1f intrinzik GTPaz bolgesinin aktivasyonuna yol acar. GTPaz bolgesi aktive olan Rheb, GTP
bagh aktif formdan GDP bagl inaktif forma doner ve mTOR sinyal yolunu aktive edemez hale
gelir [15, 16, 17, 18, 58]. Boylelikle, hiicre biiyiimesi ve farklilasmasinda negatif diizenleyici
olarak hareket eder.

TSCI1/TSC2 sitozolik [17] protein kompleksi; biiyiime faktorleri, hipoksi ve hiicresel
enerji diizeyi gibi hiicre ici ve hiicre dis1 sinyalleri toplama gorevi olan bir sensor gibi calisir
(Sekil 1.9). TSC1/TSC2 kompleksi hipoksiyi REDD-1 yoluyla, hiicre i¢i enerji degisimlerini

AMPK enzimi araciligi ile algilar ve aktive olur [60]. Bunun sonucunda mTOR sinyal yolunu
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inaktive ederek protein sentezi, ribozom biyogenezi, hiicre biiylimesi, farklilagsmasi ve boliinmesi

ile ilgili genlerin transkripsiyonu engellenmis olur [15, 17, 58, 60].
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Sekil 1.9. TSC1/2’yi kontrol altinda tutan mekanizmalar. Enerji yetersizligi durumunda AMPK
ve hipoksi gibi oksidatif stres kosullarinda REDD-1, TSC2’yi fosforilleyerek aktive eder ve
mTORC1’in baskilanmasi saglanir. Insiilin gibi biiyiime faktorleri varliginda Akt/PKB ve
mitojenler varliginda 90 kDa ribozomal protein S6 kinaz (RSK) ve Erk2 TSC2’yi fosforilleyerek

inaktive eder ve mTORCI1 in aktive olmas1 saglanir.

TSC1/TSC2, mitojenik sinyaller ile aktive olan ERK2 tarafindan tuberin’in S664
bakiyesinden fosforilasyonu sonucunda birbirlerinden ayrilirlar ve. mTOR sinyal yolunu

baskilama gorevlerini yapamazlar [58, 60].

Hiicre dongiisii kontrolii kontrol noktalarinda, faz gecisleri CDK enzimleri ve cyclin’ler
tarafindan kontrol edilir. Bilinen iki CDK inhibitdr protein ailesi mevcuttur: INK4 (p15, p16, p18,
pl9) CDK4 ve CDKG6’y1, CiP/KiP protein ailesi (p21, p27, p57) bircok CDK c¢esidini inhibe eder
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[58]. TSC1/TSC2’nin hiicre dongiisii iizerindeki etkilerinin arastirildig1 ¢alismalarin sonucunda
TSC2/tiiberin’in p27 inhibitdr proteinin stabilitesini etkiledigi gosterilmistir. TSC2/tiiberin, p27
timOr baskilayict proteinine baglanarak, p27’nin proteozomlar tarafindan parcalanmasini
onlemektedir [58]. p27’nin islevini yerine getirebilmesi icin niikleusa go¢ etmesi gerekmektedir.
Yapilan bir ¢calismada, TSC2-/- hiicrelerde p27°nin hiicre dongiisii lizerinde bir kontrolii olmadigi
gosterilmigtir. Bu gosteriyor ki tiiberin, sadece p27’yi degredasyondan korumamakta, ayni

zamanda, saperon gibi davranarak, dogru caligma bolgesine transferinde ona eslik etmektedir [58].

Bir biiyiime faktorii olan insiilin, reseptor tirozin kinaz (RTK) ailesine mensup, hiicre
yiizeyindeki reseptoriine baglanir ve aktive eder. Boylece hiicre icine sinyal akisi baslar. Yapilan
bir genetik caligmada, insiilin sinyal yolunun bir elemani olan Akt/PKB’nin TSC2’yi birkag
aminoasit bakiyesinden fosforile ettigi gosterilmistir (S939, S981, S1130, S1132, T1462). Bu
fosforilasyon bolgelerinden en 6nemlileri S939 ve T1462’dir. Bu bakiyeler fosforile olduklarinda
TSC1/TSC2 imaktive olmaktadir. Bunun sonucunda, Rheb-GTP aktif formundan GDP bagh
konuma gecemedigi icin mTOR aktif hale gelir. mTOR, hedefi olan S6K ve 4E-BP1 proteinlerini
fosforilleyerek aktive eder. S6K, sinyali kendisine ulastiran akis1 baslatan protein olan IRS1 ve
IRS2 proteinlerini fosforilleyerek negatif geri cevap yoluyla, insiilin sinyal akisini diizenler.
TSC1/TSC2’nin inaktive olmasi ile, mTOR sinyal yolu iizerinden, sapka-bagimli mRNA
translasyonu, ribozom biyogenezi, hiicre boyutunun ve metabolizmanin diizenlenmesi islemleri

baslar [15-18, 58, 60].
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1.7. TSC Tarafindan Diizenlenen mTOR Protein Kompleksi

TOR (rapamisinin hedefi olan protein-target of rapamycin), hiicre biiyiimesini,
proliferasyonu ve hiicre farklilasmasmi kontrol eden, buradan dogru ribozom biyogenezini,
protein sentezini, hiicreye besin alimmi ve otofajiyi diizenleyen bir sinyal yolunun merkezinde

yer alir [32, 36, 61, 62, 63].

Memelilerde mTOR (aynt zamanda FKBP12-rapamisin iliskili protein (FRAP),
rapamisinin ve FKBP12’nin hedefi olan protein (RAFT), rapamisinin hedefi (RAPT) olarak da
bilinir) evrim siiresince korunmustur [32, 36, 61-64]. TOR, fosfatidil inozitol kinaz’la akraba
protein kinaz (PIKK) ailesinin bir iiyesidir. TOR’un karboksi-terminal bolgesi lipit kinazlarla
yiiksek homoloji gdstermektedir, fakat TOR bir serin/treonin kinaz olarak aktivite gostermektedir.
TOR, yapisal olarak birka¢ protein-protein etkilesim bolgesi igerir. N-terminalde HEAT tekrar
dizileri, arada FAT domain, FKBP12/FPR1-rapamisin kompleksinin baglandigi FRB domaini,
katalitik domain ve karboksil ucunda FATC domaininden olusur (Sekil 1.10). Yapisinda protein-
protein etkilesim domainleri icermesinden anlasilacagi gibi TOR, c¢oklu protein komplekslerinin

bir pargasidir [36, 62].
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Sekil 1.10. mTOR’un primer yapis: ve icerdigi bolgeler. HEAT tekrar dizileri, FAT bolgesi, FRB:
FKBP12 baglanma bolgesi, Kinaz bolgesi, RD: Diizenleyici bolge, C-terminal FATC bdlgesi [36].

TOR proteini yaklasik olarak 280 kDa molekiiler agirhgindadir. Mayada, yapisal ve
islevsel olarak birbirinden farkli iki TOR kompleksi (TORC1 ve TORC?2) tanimlanmistir.
TORCI; TORI veya TOR2, KOGI1 ve LST8 proteinlerinden, TORC2; TOR2, AVO1, AVO2 ve
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AVO3 proteinlerinin bir araya gelmesiyle olusur [62]. Memelilerde bir ¢esit TOR vardir. mTOR
%42 oraninda TORI1 ile, %45 oraninda TOR2 ile homoloji gostermektedir [36]. mTOR,
mayalarda oldugu gibi, bagka memeli proteinleri ile etkileserek birbirinden farkl yap1 ve islevlere
sahip iki kompleks (mMTORCI1 ve mTORC?2) olusturur. mMTORC1; mTOR, raptor ve mLST8/GL
proteinlerinin, mMTORC2; mTOR, rictor/mAVO3, mLST8/GBL ve mSIN1 proteinlerinin bir araya
gelmesi ile olusur [32, 36, 51, 62, 63]. mTORCI1 rapamisine duyarhdir ve hiicre biiyiimesini,
proliferasyonu ve metabolizmayi, mRNA translasyonunda rol oynayan 4E-BP1 ve ribozomal
protein S6 kinazlarin (S6K1 ve S6K2) mTOR aracili fosforilasyonlar1 yoluyla diizenler.
mTORC2 rapamisin duyarli degildir ve insiilin sinyal yolunun bir elemam olan Akt/PKB

proteininin S473 fosforilasyonundan sorumludur [32, 36, 62, 63, 65, 66, 67].

1.7.1. mTOR Sinyal Yolunun Diizenlenmesi

Hiicrelerin kendilerine 06zgii bir boyuta ulasmalar1 icin hiicre biiylimesi ve hiicre
boliinmesi olaylar1 genelde birlikte yiiriir. Bunun disinda kalan, iki olaym birbirinden bagimsiz
yiiriidiigii belirli durumlar da vardir. Ornegin; biiyiime olmadan boliinme, erken donemde
embriyonik hiicreler biiylimeye baslamadan Once olur. Boliinme olmadan biiylime, immatur
timositler gibi farklilasma Oncesi hiicrelerde ve noron ve kas hiicreleri gibi farklilagmis

hiicrelerde olur [62].

Her organin ve organizmanin, tiim hiicrelerinin boyutlar1 tarafindan belirlenen
karakteristik boyutlar1 vardir. Boylelikle, hiicre biiylimesinin diizenlenmesi, organ boyutlarinin
dogru orantili olmasini saglayan bir viicut plani varligmi garantiler. Hiicre biiylimesinin
diizenlenmesindeki arizalar ya kansere yada organ boyutlarinda patolojik biiylimeye (hipertrofi)

veya kiiciilmeye (atrofi) neden olur [62].

Besin ve biiylime faktorlerinin varhigi gibi cevresel faktorler ve fiziksel faktorler hiicre
biiylimesini tetikler. Fakat normal hiicreler belirlenmis bir boyuta ulastiktan sonra, etrafta ne
kadar cok dis uyaranlar olursa olsun, daha fazla biiyliyemiyorlar. Bu, hiicre biiylimesini yoneten,
hiicre, organ ve organizma boyutlarin1 kontrol altinda tutan bir genetik programin varligini

diistindiirmektedir [62].
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Mayalarda, karbon ve nitrojen gibi besinler biiylimeyi uyarir. Yapilan ¢alismalar TOR
sinyal yolunun karbon ve nitrojen gibi uyaranlara cevap verdigini gostermistir. TOR1 ve
TOR2’nin yoklugunda veya rapamisin muamelesinden sonra hiicreler besinsiz bir ortamda
verdikleri cevapla ayn1 cevabi verirler yada GO fazinda dururlar. TOR sinyal yolu hipoksi ve
hiicre ici enerji durumuna gore de cevap verir. Hipoksi durumunda ya dogrudan REDD yoluyla
yada dolayli olarak AMP/ATP oranim etkileyerek AMPK yoluyla TSC1/TSC2 iizerinden TORC1
sinyal akig1 baglar. Dogrudan TOR {iizerinden mi ya da dolayli olarak TSC1/TSC2 veya Rheb
tizerinden mi bilinmemekle birlikte TORC1 amino asitlere de cevap vermektedir. Yakin zamanda
yapilan bir caligma, endozomal membran trafiginde rol alan, stnif 11T PI3K ailesinden olan Vps34
proteininin mTOR’un aminoasit uyarisina cevap vermesinde de rolii olabilecegini ileri
sirmektedir [68]. Tim bu uyaranlara verilen cevaplar; protein sentezinin ve ribozom
biyogenezinin azalmasi, ubikitin bagimli protein yikiminin ve otofajinin uyarilmasi,
transkripsiyonda duruma 6zgii degisimler ve mRNA geri doniisiimiinde artis olaylarini kapsar [32,

36, 62, 63].

TOR2’de olusan arizalar hiicre boliinmesine bagl aktin hiicre iskeleti polarizasyonunda
hatalara neden olur. Polarize aktin hiicre iskeleti, salg1 yollarin1 ayarlar ve sonu¢ olarak, yeni
sentezlenen protein ve lipidlerin maya hiicresi yiizeyindeki biiylime veya boliinmekte olan
tomurcuklanma bolgesine iletilmesini saglar. TORC2, aktin hiicre iskeleti polarizasyonunu ve
boylece maya tomurcuklanmasmi ve disa dogru biiylimeyi kontrol eder [62]. Bu sinyal yolu
rapamisin bagimsizdir [36, 61-66]. Fakat yine de siirekli rapamisin muamelesi TOR2’yi bloke
edebilir [63]. Bu durumda, Akt/PKB aktive olamayacagindan TORCI1, TSC1/TSC2 tarafindan

baskilanmaya devam edecektir ve sonucta her iki kompleks de ¢alismayacaktir.

Memeli hiicrelerinde, hiicre biiyiimesi, boliinmesi ve farklilasmasi olaylar1 bir¢cok besin ve
biiylime faktoriiniin kombinasyonu ile uyarilir. mTOR, memeli hiicrelerinde her iki uyarana da
cevap verebilir. Biiylime faktor sinyal yollart MAPK ve PI3K iizerinden mTORCI1 e ulasirlar.
MAPK/ERK, RSK’yi aktive ederek, PI3K ise Akt/PKB yoluyla TSC1/TSC2’yi fosforiller ve

caligmasimi bloke eder. Boylece mTORC]1 hiicrenin biiyiimesi i¢cin gerekli kosullarin mevcut
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oldugu mesajmi alarak aktive olur ve protein sentezi, ribozom biyogenezi gibi hiicre biiyiimesine

yonelik cevaplar1 baslatir [32, 51, 62].

1.7.2. mTOR Sinyal Yolu

Memelilerde, mTOR bircok hiicresel olay1 diizenlemektedir. Bunlar arasinda mRNA
translasyonu, ribozom biyogenezi, otofaji ve besin cevabr mekanizmalar1 vardir [32, 36, 62, 63,
65-68]. Simdiye kadar, CLIP-170, eEF2 kinaz, glikojen sentaz, HIF-1a, 4E-BP1, PKC9, PKCt,
lipin, PP2A, S6K1 ve S6K2, p21 ve p27 CDK inhibitorleri, Rb ve STAT3 gibi proteinler
mTOR’un hedefi olarak belirlenmistir. Bunlardan en iyi arastirilanlar1 S6K1 ve 4E-BP1
proteinleridir (Sekil 1.11) [36, 51].

S6K1, cok 6nemli bir ribozomal protein S6 (rpS6 veya S6™'%) kinazdir. S6K ve
fosforilledigi rpS6, mTOR sinyal yolunun aktivite belirte¢leri olarak kullamilirlar [32, 36].
Yapilan caligmalarda, S6K’den yoksun Drosophila’larin viicut boyu ve hiicre boyutu olarak
kontrollerden daha kii¢iik olduklari, TOR’dan yoksun Drosophila’larin da ayni sonucu verdigi ve
S6K’nin asir1 ekspresyonunun durumu normale c¢evirdigi gosterilmistir [69, 70]. Bu calisma
gosteriyor ki, S6K TOR sinyal yolunun bir pargasidir ve TOR, S6K iizerinden hiicre boyutunun
kontroliinden sorumludur. S6K1’nin hiicre boyutunu nasil kontrol ettigi yeterince agik degildir.
S’TOP (tract of pyrimidines-pirimidin demeti) bolgesi iceren, hiicrede yiiksek miktarda bulunan
mRNA translasyon kontrolii yoluyla etki ettigi diisiiniiliiyordu fakat yeni ¢aligmalar bu Oneriyi
desteklememektedir [32, 36]. S6K1’i olmayan embriyonik kok hiicrelerde mitojen sinyal
varhiginda veya aminoasit aghigmda TOP mRNA’lar translasyona ugramaktadir. Ayrica,
S6K1’den yoksun bu hiicrelerde rpS6 fosforile olmamaktadir. S6K1 ve rpS6’in TOP mRNA
translasyonunun kontroliinde gerekli olmadig1 gosterilse de, TOP mRNA translasyonunda bir¢cok
kontrol mekanizmasmin rol alabilecegi diisiiniilerek, bu iki proteinin gorev yapmadiklari
sOylenemez [36]. S6K1’in, rpS6 disinda, substrati olarak tanimlanan proteinler; eEF2 kinaz ve

elF4B dir [32].
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Sekil 1.11. mTORCI sinyal yolu. Enerji yetersizligi gibi stres durumlarinda veya uyaran
olmadig1 durumlarda mTORC1 TSC1/2 protein kompleksi tarafindan baskilanir ve protein
sentezi onlenir. Insiilin gibi biiyiime faktorleri veya bir mitojen varhginda Akt TSC2’yi

fosforilleyerek mTORCI {iizerindeki baskinin kalkmasini saglar ve protein sentezi baglatilir [51].

4E-BP1, ilk olarak adipositlerde, insiilin cevabinda fosforilasyon artisina giden protein
olarak tanimlanmistir. Uyarilmamis hiicrelerde proteinin gorevi translasyonu baskilamaktir. Bu
gorevin inhibisyonu, mTOR’un sapka bagimli mRNA translasyonu iizerindeki etkisine katki
saglar. 4E-BP1, fosforile durumda degil iken, elF-4E’ye baglanir ve elF-4G ile etkilesimine engel
olarak sapka-bagimli mRNA translasyonunu bloke eder. 4E-BP1’in mTORCI1 tarafindan
fosforilasyonu ile eIF-4E, bagl bulundugu 4E-BP’ye olan afinitesini kaybeder ve elF-4G’ye
baglanir ve sapka bagimli mRNA translasyonu baslar [32, 36, 51].
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TOR kinaz motifi, vezikiil trafiginde ¢ok Oonemli olan PI3K ailesi proteinleri ile yakin
homoloji gostermektedir. Heniiz mTOR i¢in lipit substratlar tanimlanmis degil, fakat, yapilan
calismalarda TOR’un ve bazi regiilator proteinlerinin endozomal membranlarda ve hiicre ici
vezikiillerin yiizeyinde lokalize olduklarmin gosterilmesi, mMTOR’un membran trafiginde gorev
alabilecegini disiindiirmiistiir. TOR’un Rheb ile aktivasyonu, Rheb’i Golgi yada endozomal
vezikiillere hedefleyen ©6zel farnesilasyon motifine baghdir. Ayrica TSC1 ve TSC2, deterjan
muamelesine direngli lipit raftlarinda veya kaveola’larda lokalize olurlar. En yeni bulgular,
vezikill trafiginde Onemli, smif III PI3K proteini hVps34’iin mTOR’un besin cevabinin
diizenlenmesinde gorev aldigin1 gostermektedir. Bu bulgular, TOR aktivasyonu i¢in gerekli

birka¢ basamagin membran yiizeyinde gerceklestigini gosterir [36, 63, 66, 68].

ATP’nin yiiksek Km degeri nedeni ile mTOR’un hiicre ici ATP miktarina gore enerji
ihtiyacina cevap verebilecegini diisiindiirmiistiir. ATP’nin konsantrasyon degisim araligir ¢ok
kiigiiktiir. Bircok durumda ATP konsantrasyonlarmin mTOR’un Km degerinden [~1 mM] daha
yilksek oldugunun anlasilmasi, ATP’deki kiiciik degisimlerin mTOR’un kinaz aktivitesini
etkileyecegi ihtimalini gecersiz kilmistir. Buna karsin, metabolik ihtiyacin artmasi ile AMP
konsantrasyonunda anlamli bir artis olur. Bu, AMP’yi ATP’den daha iyi bir enerji sensorii yapar.
Artan AMP, glikojenoliz ve glukoz alimi gibi enerji tireten yollar1 aktive ederken, protein sentezi
gibi ¢ok enerji harcanan yollarin baskilanmasia neden olur. AMP, bu etkilerinin cogunu AMPK
aracth@r ile yiriitir. AMPK aktivasyonu 4E-BP1 fosforilasyonunda azalmaya, S6K1
aktivasyonunun inhibisyonuna neden olur. Rapamisine diren¢gh S6K, AMPK aktivasyonu
sonucunda inhibe olmamaktadir. Bu sonu¢, AMPK’nin etkisini mTOR yoluyla ilettigini
gostermektedir. Yakin zamanda yapilan ¢aligmalar AMPK’nin mTOR’u TSC1/TSC2 yoluyla
baskiladigini gostermektedir [36].

Biiyiime faktorleri, PI3K veya MAPK/ERK iizerinden hiicre biiyiimesi ve bunula ilgili
olan protein sentezi, ribozom biyogenezi gibi sinyallerini mTOR yoluyla iletirler. Bu sinyal
akisinda PI3K’ye kadar olan ilk basamaklar, insiilin ve diger lipt kinaz aktive edici hormon ve
biiytime faktorleri i¢cin farklhidir fakat sonraki basamaklar ortaktir. Forbol esterler gibi mitojenik
sinyallerin akist MAPK iizerinden RSK yoluyla mTOR’a iletilir [32, 36, 63, 65, 67, 71].
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Insiilin, hedef hiicre yiizeyinde bulunan ve reseptdr tirozin kinaz ailesine ait tetramerik bir
transmembran proteini olan insiilin/insiilin benzeri biiylime faktorii 1 reseptoriine (IR/IGF-1R)
baglanir ve konformasyonel degisiklige neden olarak sitoplazmik tirozin kinaz bdlgesinin
aktivasyonu ile otofosforilasyonuna neden olur. Reseptoriin tirozin bakiyelerinin fosforilasyonu
IRS1’in reseptorle iligki kurmasini ve tirozin bakiyelerinin fosforilasyonunu saglar. PI3K’nin
regulator altbirimi p85, IR ile ile iligki i¢indeki IRS1’e baglanarak katalitik altbirim p110°u aktive
eder ve PI2P (fosfoinositid 3,4 fosfat)’yi fosforiller ve PI3P olusur. PI3P, PDK’y1 aktive eder ve
PDK, Akt/PKB’yi fosforiller. Aktive olan Akt, TSCI1/TSC2 kompleksinde TSC2’yi
fosforilleyerek kompleksi inaktive eder. TSC kompleksi aktif oldugu zaman, icerdigi GAP
bolgesi ile, hedefi olan Rheb’in GTP bagh aktif formdan, GDP baglh inaktif forma ge¢cmesini
saglar. TSC kompleksi, insiilin veya diger biiylime faktorleri araciligi ile aktif olan Akt ile
fosforile olup inaktif tutuldugunda Rheb-GTP aktif proteini, mMTORC1 kompleksini aktive ederek
S6K1 ve 4E-BP1 gibi asag: sinyal elemanlarinin fosforilasyonunu uyarir [15-18, 32, 36, 58, 60-
63, 66, 67].

mTORCTI’in oksijen cevabr da TSCI1/TSC2 kompleksini gerektirir. Fakat bu cevap,
biiytime faktorlerinden yada enerji cevabmdan farkli yukar: sinyal elemanlar: ile iletilir. Hipoksi
drumunun tesvik ettigi faktor (HIF)-bagimli REDD1 ve REDD2 ekspresyonu sonucu TSC
kompleksi aktive edilir ve mTORCI1 sinyal yolu baskilanir.

mTORC2, yukarida deginildigi gibi, mTOR, rictor/mAVO3, mLST8/GBL ve mSIN4
proteinlerinin olusturdugu, mTORC1’den farkli olarak, rapamisine diren¢li bir komplekstir.
mTORCTI’in herhangi bir bileseninin knockdown edilmesi S6K1 fosforilasyonunu azaltirken,
mTORC?2 bileseni olan rictor’un knockdown edilmesi S6K1 fosforilasyonunu etkilememektedir.
mTORC2’nin herhangi bir komponentinin yoklugu hiicre morfolojisinde ve adezyonunda
degismelere yol acar. Raptor’un yoklugu hiicre morfolojisini ¢cok az etkilemektedir. mTORC?2,
hiicre morfolojisini, PKCa ve Rho proteinleri aracili bilinmeyen bir mekanizma ile aktin hiicre

iskeleti polimerizasyonunu diizenleyerek etkiler [32, 71].
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mTORCI’in yukar: sinyal elemani olan, TSC1/TSC2 kompleksini baskilayarak, dolayli
olarak mTORCI1 1 uyaran Akt’nin mTORC?2 tarafindan fosforillendigi gosterilmistir. Akt’nin tam
aktivasyonu i¢cin once PDKI tarafindan aktivasyon bolgesindeki T308 bakiyesinden, sonra bir
baska kinaz olan ve PDK2 olarak diisiiniilen protein tarafindan karboksi terminal hidrofobik
bolgesindeki S473 bakiyesinden fosforillenmesi gerekir. Rictor’un yoklugu, memeli ve
Drosophila hiicrelerinde, Akt fosforilasyonunda azalmaya neden olmustur. Immiinopresipite
edilen mTOR ile yapilan kinaz assay calismalari, mTORC2’nin Akt S473 bakiyesinden fosforile

ettigine dair dogrudan bir biyokimyasal kanit olusturmustur [32, 71].

1.8. TSC Eksikligi, Insiilin Direnci ve ER Stresi: Konu ile Ilgili

Calismalar

Tuberoz sklerozis kompleks 2 (TSC2), memelilerde, Akt’in fosforilasyon tanima dizisine
kars1 iiretilen bir antikor yardimiyla, substratlarinin tarandigi bir ¢alismada insiilin sinyal yolunda
yerini almistir. Akt TSC2’yi bir¢ok bakiyesinde fosforiller. TSC2 S939 ve T1462 fosforilasyon
bolgeleri TSC1/2 kompleksinin aktivasyonunun bloke edilmesinde énemlidirler. Insiilin uyarimu,

TSC1/2 kompleksini Akt yoluyla bloke eder [72].

TSC2, C-terminalinde barimndirdigt GAP bolgesi ile, mTOR’un aktivasyonunu kontrol
eden kiiciik G proteini Rheb’in aktivasyonunu kontrol altinda tutar. Akt yoluyla TSC2’nin
fosforilasyonu, Rheb iizerindeki GAP aktivitesini engellediginden, insiilin uyarimi sonrasi
Rheb’in aktif, GTP bagh formunda artis olur ve mTORCI’1 aktive eder. Aktive olan mTORC1
asag1 sinyal elemanlarini, S6K1/2 ve 4E-BP1°i fosforillerek aktive eder. Boylece insiilin, mTOR

yoluyla translasyonel kontrolii ve hiicre biiylimesini yonlendirir [73].

TSC yetersizligi, post reseptor sinyal yollarinin IRS seviyesinde diizenlenmesini igeren
cok siddetli insiilin ve IGF direncine neden olmaktadir. TSC1 veya TSC2 eksik hiicreler, artan
mTOR ve S6KI1 aktivasyonu gosterirler. TSC1/2 eksik hiicreler, rapamisin muamelesi ile
mTOR’un inhibisyonu sonrasinda S6K1 ve 4E-BP1 fosforilasyonlarinda azalma gostermenin
yanmda IRS1 ve IRS’nin serin fosforilasyonlarinda azalma, tirozin fosforilasyonlarinda artma

gostermekte ve Akt’nin insiiline duyarliligi artmaktadir. Kisa donemde (1 saat), insan IRS
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Ser307°nin fosforilasyonu S6K1 ve/veya S6K2 tarafindan yapilmaktadir. IRS1 ve IRS2 Ser307,
PTB bolgesinde yer alir. IRS1 ve IRS2’nin her ikisi, aktive IR tizerindeki fosfoY960 bakiyesine
bu bolgeden baglanir. Ser307 fosforillenince, bu baglanma, dolayisi ile IRS’lerin aktivasyonu
engellenmekte ve insiilin direnci olugmaktadir. Serin fosforilasyonlarinin yaninda, TSC eksik

hiicrelerde IRS mRNA ve protein seviyelerinde azalma gozlenmistir [18].

Tuberoz sklerozis eksikligi mTOR sinyal yolunu aktive ederek S6K yoluyla insiilin
direncine ve ribozomal biyogeneze, 4E-BP1 yoluyla artan protein sentezine neden olur [15, 16].
Hiicrelerde kontrolsiiz protein sentezi ve besin varligindaki algilamada hatalardan kaynaklanan
enerji yetersizligi ER’un iglevinin bozulmasi ile yani ER stresi ile sonuclanir. Yakin zamandaki
caligmalar, metabolik talebin artmasinin ER stresi yoluyla insiilin direncine neden oldugunu
gostermistir [9]. ER stres yoluyla insiilin direncinin temel mekanizmasinin IRE-1’in aktive ettigi
JNK’nin IRS1 ve IRS2’yi Ser307 bakilelerinden fosforillemesi, sonucta, aktif IR tarafindan

tirozin bakiyelerinin fosforilasyonunun engellenmesi oldugu gosterilmistir [9].

Bu iliskiden yola ¢ikarak, TSC yetersizliginden kaynaklanan kontrolsiiz mTORC1 sinyal
aktivasyonu ER stresine neden olabilecegi diisiiniilmiis ve olusan ER stresin TSC eksik

hiicrelerde goriilen insiilin direncinin olusumunda rol alabilecegi ortaya atilmistir [18].

Tez calismasimin yapildig: laboratuardaki ekip tarafindan yapilan ¢alismada, TSC1-/- ve
TSC2-/- MEF hiicre hatlar1 kullanilmigtir. Kullanilan hiicre hatlarinda ER stresi olusup
olusmadigmin anlagilmasi i¢in ER stresi belirteci olarak PERK Thr 980 fosforilasyonuna
bakilmis. Bu hiicrelerde PERK Thr980 fosforilasyonu kontrol hiicrelere gore anlamli bir artig
gostermistir. Ayrica her iikii hiicre hattinda XBP-1s mRNA seviyesi kontrol hiicrelere gore daha
fazla olarak gozlenmistir (Sekil 1.12). Bu, ER stresinin uyardigt UPR’nin IRE-1 kolunun da
TSC1/2 eksik hiicrelerde aktif oldugunu gostermektedir [18].
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Sekil 1.12. TSC1-/- ve TSC2-/- MEF hiicrelerinde ER stresi belirteci p-PERK seviyeleri TSC
allellerinden herhangi birinin yoklugu ER stresi ile sonuclandigini gosterir. XBP-1s’nin, ER stresi
goriilen hiicrelerde artmasi bu hiicrelerde UPR’nin IRE-1 kolunun da aktif oldugu anlamina

gelmektedir. Bu hiicrelerde goriilen ER stresi rapamisin uygulamasi ile azalmaktadir [18].

Bu calismada, TSC eksikliginde UPR sinyal yolu elemanlarimin fosforilasyonu in vivo
diizeyinde de incelenmistir. TSC2+/- (heterozigot) farelerde olusan hemanjiyomlardan ve bobrek
kistik adenomlardan alinan doku o6rneklerinin her ikisinde p-S6 seviyesinde artis oldugu
gosterilmistir. S6 fosforilasyon seviyesindeki artis, mMTORCI sinyal yolunun bu dokularda aktif
oldugunu gostermektedir. ER stresi belirteci olarak UPR sinyal elemanlar1 PERK, IRE-1a ve
elF2o’nin fosforile formlar1 hemanjiyomlarda, tiimoriin etrafin1 saran dokulara gore daha fazla
immiinoreaksiyon gostermistir. Kistik adenomlarda GRP78’in gostredigi, adenomun etrafini
saran normal dokuya gore artmis immiinoreaksiyon bu dokularda in vivo ER stresi goriildiigiinii

kanitlamaktadir (Sekil 1.13) [18].
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Sekil 1.13. TSC2+/- farelerde hemanjiyom (sag) ve bobrek adenomlar: (sol) gelismektedir.
Hemanjiyom ve bobrek kistik adenomlarindan alinan doku 6rneklerinde mTORCI1 sinyal yolunun
aktif oldugu p-S6 ile gosterilmistir. Hemanjiyomlarda ER stresi varligi p-IRE-1a, p-PERK ve p-
elF2a ER stresi belirteclerinin, kistik adenomda ER stresi varligi, ER liiminal saperonu GRP78

ER stresi belirtecinin immiinofloresan boyamalar1 ile gosterilmistir [18].

TSC eksik hiicrelerde ER stresin varligiin gosterilmesinin ardindan, bu hiicrelerdeki
insiilin direncinin ER stresinden kaynaklanip kaynaklanmadigi sorusuna yanmit aranmistir. ER
stresi, IRE-1 tarafindan aktive edilen JNK enziminin IRS1 ve IRS2’yi S307 pozisyonunda
fosforile etmesi ile insiilin direncine neden olur. Bu calismada TSC2-/- hiicrelerde JNK
aktivasyonunun kontrol hiicrelere gore daha fazla oldugu goriilmiis. Onceki yillarda yapilan bir
caligmada PBA kimyasal saperonunun ER stresi azalttig1 gosterilmisti. Bu caligmada hiicrelerin
PBA ile yada mTORCI1 sinyal yolunu inhibe eden rapamisin ile muamelesinden sonra JNK
aktivasyonunda azalma gozlenmis. TSC eksik hiicrelerde gozlenen insiilin duyarsizligmin bu
hiicrelerde uyarilan ER stresi ile iliskisinin arastirilmasi i¢in hiicreler PBA ile muamele edilmis
ve TSC eksik hiicrelerde insiilin sinyal yolu elemanlarinin fosforilasyon seviyeleri incelenmistir.

TSCI1-/- ve TSC2-/- MEF hiicrelerde insiilin uyarimli IRS1, IRS2 ve Akt Ser 473
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fosforilasyonlarinda anlamh artig oldugu gosterilmistir (Sekil 1.14). Buradan anlasiliyor ki, TSC

eksik hiicrelerde goriilen insiilin duyarsizligi, olusan ER stresi ile dogrudan iliskilidir [18].
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Sekil 1.14. TSCI1-/- ve TSC2-/- MEF hiicrelerinde insiilin direnci gelisiminde UPR’nin rolii. A)
TSC2-/- hiicrelerin TSC2 ekspresyon vektorii veya kontrol vektorii ile enfeksiyonu sonrasinda
rapamisin ve PBA uygulamalarina bagli JNK aktivasyonu. B ve C) TSCl-/- ve TSC2-/-
MEF’lerde PBA muamelesi sonrasinda insiilin uyarimli IRS1 ve IRS2 tirozin fosforilasyonlari,
Akt Serd73 fosforilasyonu artmaktadir. D) TSC2-/- MEF’lerde PBA uygulamasi sonrasi artan
IRS1 ve Akt fosforilasyonlarinin TSC2 eksprese eden MEF hiicreleri ile karsilastiriimasi [18].

Onceki yillarda yapilan bir calismada XBP-1’nin ER stresini azalttig1 ve XBP-1 eksprese
eden dokularda insiilin hassasiyetinin arttig1 gosterilmistir. Yiiksek yag diyeti (HFD) ile beslenen
XBP-14/- ve XBP-14/+ farelerin karaciger dokular1 incelendiginde ER stresi belirteci PERK

fosforilasyonunun, JNK aktivasyonunun ve IRS-1’in Ser307 fosforilasyonunun XBP+/- farelerde
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kontrol farelerine gore arttig1, insiilin sinyal elemanlar1 IR, IR1 ve IR2’nin insiilin uyarimli tirozin
fosforilasyonlarinin XBP-14/- farelerde, kontrol farelerine gore azaldigi gosterilmistir (Sekil
1.15). in vivo kosullarda XBP-1s ER stresinin azalmasini, dolayisi ile insiilin hassasiyetinin

artmasini saglayabilmektedir [9, 13].
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Sekil 1.15. XBP-1+/- farelerde ER stresi ve insiilin sinyal iletimi. 16 hafta HFD ile beslenmis
XBP-14/- ve XBP-1+/+ farelerin karaciger dokularinda A) ER stresi belirteci PERK
fosforilasyon seviyeleri, B) JNK aktivitesi, C) IRS-1 Ser307 fosforilasyon seviyeleri, portal
ven’den enjekte edilen insiilin (I U/kg) uyarimli D, E, F) IR, IRS-1 ve IRS-2 tirozin
fosforilasyonlari. XBP-14/- farelerde goriilen ER stresine JNK aktivasyonu ve IRS Ser307
fosforilasyonunda artis ve insiilin uyarimli IR, IRS1 ve IRS2 tirozin fosforilasyonlarinda azalma

eslik etmektedir [9].
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Bu verilere dayanarak, TSC eksikliginde XBP-1s’nin insiilin hassasiyetini diizeltebilecegi
hipotezi ortaya atildi. TSC eksikliginde goriilen insiilin direncinin ER stresine bagli oldugunu
gosteren c¢alismada, TSC2-/- MEF hiicrelerde XBP-1s’nin asir1 ekspresyonunun insiilin
hassasiyetini, IRS1 tirozin fosforilasyonunu ve Akt Ser473 fosforilasyonunu artirarak iyilestirdigi
gosterilmistir [18]. Hipotezi dogrulamak amaci ile TSC2-/- MEF hiicreleri, XBP-1s adenoviriis
vektor sistemi ile enfekte edildi ve sonrasinda hiicreler insiilin ile uyarilarak IRS1’in insiilin
uyarimh tirozin fosforilasyon degisimini tekrar gostermek ve diger insiilin sinyal yolu elemanlar:
IR ve IRS2’nin tirozin fosforilasyon diizeylerini incelemek amacglanmigtir. XBP-1s’nin mTOR
sinyal yolunun S6K kolunu inaktive edip etmedigi sorusuna cevap bulmak amaci ile mTOR

sinyal yolunun bir eleman1 olan ribozomal S6 proteininin serin 235/236 fosforilasyonuna bakildi.
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2.MATERYAL ve YONTEM

2.1.Materyal

2.1.1. Kullamlan Biyokimyasal Maddeler

DMEM, Fetal Bovin Serum, Penisilin/Streptomisin (Gibco, Grandlsland, NY), 10X
Trypsin-EDTA, Tris-HCIL, EDTA, EGTA, APS, TEMED, PMSF, NaCl, NaVO,, NasP,0;, NaF,
NP-40, Glisin, SDS, Tween-20, Gliserol, BSA, B-mercaptoethanol, BPB, Insiilin (Sigma, St.
Louis, MO), Acrylamide bis (Bio-Rad), Aprotinin, Leupeptin, Okadaic acid, Protein-A sepharose,
anti-Tuberin/TSC2 antibody (# 3612, rabbit, Cell Signaling Technology, Beverly, MA), anti-
XBP-1s antibody, anti-IRB (sc-711, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), anti-IRS1 ve
anti-IRS2 antikorlar1 (Upstate Biotechnology, Charlottesville, VA), anti-fosfoTirozin antikoru
(sc-7020, Mouse monoclonal, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) anti-fosfoS6 antikoru
(# 22115, lot:8, rabbit, Cell Signaling Technology, Beverly, MA), anti-mouse IgG-HRP (sc-2055,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA), BM Chemiluminesence blotlama substrati (POD) (Roche Diagnostics Inc.,

Indianapolis, IN)
2.1.2. Kullamilan Kimyasal Soliisyonlar

DMEM besiyeri: 500 ml DMEM (+4,5 g/L D-Glucose + L-Glutamine — Sodium Pyruvate) +
%10 FBS + %1 P/S

Hiicre Lizis Tamponu (CLB): 25 ml/L. 1 M Tris-HCI (pH 7.4), 0.368 g/L (2 mM) NaVOy, 100
ml/L 100 mM NaF (son konsantrasyon 10 mM), 4.468 g/L (10 mM) NasP,0O7, 0.380 g/L (1 mM)
EGTA, 0.372 g/L (1 mM) EDTA, 10 ml/L NP-40 (%1), 5 pg/ml leupeptin, 5 pg/ml aprotinin, 10
nM okadaic acid, 1 mM PMSF
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5X Laemlie Tamponu: 30 ml 1 M Tris (pH 6.8), 50 ml Gliserol, 20 ml -merkaptoetanol, 10 g
SDS, 1 ml (0.05 g) BPB (%1)

3X Ayirma Tamponu: 750 ml 1.5 M Tris (pH 8.8), 30 ml %10’luk SDS, 1 L’ye dH,O ile

tamamlanir.

2X Paketleme Tamponu: 250 ml 1 M Tris (pH 6.8), 20 ml %10’luk SDS, 1 L’ye dH,O ile

tamamlanir.

SX Yiiriitme Tamponu: 30.3 g Tris, 142.5 g Glisin, 5 g SDS (%20’lik SDS’ten 25 ml), 2.92 g
EDTA, 1 L’ye dH,O ile tamamlanir.

5X Transfer Tamponu: 86.4 g Glisin, 15.4 g Tris, 1 g SDS (%20’lik SDS’ten 5 mL), 1 L’ye

dH,O0 ile tamamlanir.

1X Membran Arindirma Tamponu: 45 ml 1X TBS (pH 7.5), 5 mL %20’lik SDS, 252,5 uL B-

merkaptoetanol

1X TBS: 1.2 g Tris, 8.75 g NaCl, 0.3 g EDTA, pH 7.5’e ayarlanarak 1 L’ye dH,O ile tamamlanir.

5X TBS-T: 6 g Tris, 43.9 g NaCl, 1.5 g EDTA, 5 ml Tween-20, pH 7.4’e ayarlanarak 1 L’ye

dH,O0 ile tamamlanir.

2.1.3. Kullanilan Cihazlar ve Diger Malzemeler

2-1000u1 Mikropipetorler ve uglari, 25-200u1 Multi pipetorler (Gilson), Buzdolab: (+4°C , -20°C
ve -80°C dondurucu), Sivi azot tanki, Manyetik karistirici, Shaker, Vorteks (VWR), Pipet
tabancasi, ELISA plaklari, 15 ml ve 50 ml Santrifiij tiipleri, Petri kaplari, Beher, Buz kaplari,
Cam pipet, Laminar Flow Cihazi-Hood, CO, inkiibator, Santrifuj cihazi (Eppendorf), Hassas
Tart1, Router, pH metre, Spektrofotometre, Invert Mikroskop, Western Blotlama aparatlari, Gii¢
saglayici, Western Blot Film Kaseti (Bio-Rad), Film Developer (Kodak)
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2.2.Yontem

Uygulanan protokoller, konu ile ilgili yapilan caligmalarda belirtilen protokollerden

modifiye edilmistir [9, 18].

Hiicreleri
pasajlama
Kontrol AV
enfeksiyonu IR,
IRS1, —
erm— § § Achga IRS2 > Insiilin
ucreleri - @ alma uyarimi
bolme R ~ 6 saat
5 dakika
TSC2,
XBP-1s AV XBP-1s,
enfeksiyonu 56
Protein
ekstraksiyonu
IR, TSC2,
IRS1, XBP-1s,
IRS 6

IP |=——>| WB |=—> | SONUC

Sekil 2.1. Tez caligmasinda belirlenen deney diizeninin ve uygulanan yontemlerin sematik

gosterimi.

2.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Deneylerde kullanilan TSC2-/- ve TSC2+4/+ fare embriyonik fibroblast (MEF) hiicre
hatlar1 David J. Kwiatkowski (Boston, MA, USA) tarafindan saglanmistir.
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2.2.1.1. Alt Kiiltiirleme

Pek cok hayvan hiicre hatt1 plastik ya da cam ylizeye yapisarak, tek bir hiicre tabakasi
olusturacak sekilde biiyiir. Yiizey hiicrelerle tam olarak kaplandiginda (confluent culture) biiyiime
Once yavaglar, sonra durur. Hiicrelerin biiylimeye devam etmesi i¢cin diizenli araliklarla alt
kiiltiirleme (subculturing) yapilmasi gerekir. Alt kiiltiirleme, hiicre-hiicre ve hiicre-substrat
arasindaki baglarin tripsin, dispaz ya da kollagenaz gibi proteolitik enzimlerle kirilmasimi
gerektirir. Birbirlerinden ve tutunduklar1 yiizeyden ayrilmig hiicreler sayilir, istenilen diliisyon
yapilarak taze besi yeri iceren yeni kiiltiir kabina (flask, petri kab1 vs.) alinir. Yeni kiiltiir kabinda
hiicreler 6nce substrata tutunur, sonra biiylimeye ve boliinmeye baslar. Baslangictaki inokulasyon
miktarina, kiiltiir kosullarina ve hiicre hattina bagli olan inkiibasyon zamaninin sonunda kiiltiir,

yeniden konfluent hale gelir ve alt kiiltiirleme (pasaj) tekrarlanir.

Calismada konfluent haldeki kiiltiirler i¢in rutin olarak yapilan alt kiiltiirlemede izlenen

protokol su sekildedir:

1) Kiiltiirdeki besi yeri uzaklastirilir,

2) Hiicreler 1X tripsin-EDTA ile muamele edilir ve 37°C, % 5 CO; inkiibatoriinde hiicreler
yiizeyden ayrilana kadar, 5-6 dakika inkiibe edilir,

3) Taze besi yeri kullanilarak enzimatik reaksiyon durdurulur ve hiicre siispansiyonu falkon

tiiplere alinir (harvesting; toplama),

4) 1000 rpm’de, 4.5 dakika santrifiij edilir,

5) Siipernatant uzaklastirilir,

6) Pellet, TSC2-/- ve WT MEF hiicre hatlarinin biiytime egrileri dikkate almarak belirlenen
diliisyon oranlarinda, besiyerinde ¢oziiliir,

7) 162 mm” flasklara 19 ml besiyeri koyulduktan sonra her hiicre tipinden 1 ml almip kendi
flasklarina ilave edilir.

8) Hiicreler % 5 CO,, % 95 hava icerigine sahip, nemli CO, inkiibatoriinde, 37°C’de biiyiitiiliir,

9) Pasajlama (alt kiiltiirleme) hiicreler %75 konfluensiye ulastiginda tekrarlanir.
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Rutin pasajlama deney plani olusturulana kadar ve deney devam ederken, hiicrelerin
devamliligini saglamak i¢cin uygulanir. Deney planlandiktan sonra, diizenege uygun olarak
hiicreler grup tekrar sayis1 kadar 10 cm’lik hiicre petri kaplarina pasajlanir. Ayrica hiicre hattinin

devamu i¢in, rutin pasajlama protokoliiniin 7., 8. ve 9. basamaklar1 tekrarlanir.

2.2.1.2. XBP-1s ve Kontrol Adenovirus Enfeksiyonu

1) Hiicreler deney diizenegine uygun olarak pasajlandi ve %5 CO, inkiibatore kaldirild1.

2) Hiicreler pasajlandiktan 24 saat sonra mevcut besiyeri uzaklastirilarak XBP-1s (veya kontrol)
adenoviruslar ile enfekte edildi (40-80 pg/10 ml).

3) Her 15 dakikada bir yukar1 asagi, saga sola egerek adenoviruslarin tiim petri yiizeyine
dagilmas1 saglanarak hiicreler bir saat boyunca 1 ml besiyeri i¢inde %5 CO2 inkiibatorde
bekletildi,

4) Besiyerleri 10 ml’ye tamamlandi ve %5 CO2 inkiibatorde 16 saat inkiibasyona alindi.

2.2.1.3. insiilin Uyarim

Insiilin sinyal iletimi deneyleri icin hiicreler asagidaki muamelelere maruz birakilmistir.

1) Besiyeri petrilerden uzaklagtirildi.

2) Hiicreler iki defa serumsuz besiyeri ile yikandi

3) Hiicrelere serumsuz DMEM besyeri ilave edildi.

4) Hiicreler %5 CO; inkiibatorde 6 saat boyunca serumsuz besiyerinde birakildi.

5) Aclik sonrasi, hiicreler 100 nM insiilin (veya kontrol olarak, PBS) ile 5 dakika boyunca inkiibe
edildi.

6) Inkubasyondan sonra, hiicrelerden besiyeri aninda uzaklastirildi, hiicreler likit nitrojende

donduruldu, -80° C dondurucuya kaldirild1 [9, 18].
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2.2.2. Protein Ekstraksiyonu, iImmiinopresipitasyon, Western Blotlama

Insiilin hassasiyetinin belirlenmesi icin, insiilin sinyal yolu elemanlar1 IR, IRSI1 ve
IRS2’nin insiilin uyarimi sonrasimda tirozin fosforilasyonlarma bakilir. Proteinlerin tirozin
fosforilasyonlarinin tayini i¢in gelistirilmis anti-pY antikoru proteinlere degil, sadece pY amino
asitlerine spesifiktir. Bu nedenle, pY tayini yapilacak protein, hiicrenin total proteinlerinden

immiinopresipitasyon teknigi kullanilarak ayristirilmalidir [9, 18].
2.2.2.1. Protein Ekstraksiyonu ve Miktar Tayini:

1) Hiicreler -80°C’den alindi ve aninda buzun iizerine yerlestirildi ve erimeleri beklendi,

2) Hiicrelerin iizerine +4°C’den alinan hiicre lizis tamponu (CLB) ilave edildi (200-250 pl),

3) Hiicre lizatlar1 mikropipetle alinarak, daha dnceden hazirlanmis 1.5 ml mikrotiiplere aktarildi,
4) Ornekler soguk odada (+4°C) 15-20 dakika boyunca 25 rpm’de dondiiriildii,

5) Ornekler soguk santrifiijde (+4°C) 20 dakika boyunca 14000 rpm’de santrifiij edildi,

6) Siipernatantlar yeni 1.5 ml tiiplere aktarilds,

7) Bio-Rad protein miktar tayini ¢oOzeltileri kullanilarak, Bradford Metodu ile protein
konsantrasyonlar: dl¢iildii.

8) Her ornekten esit miktarda toplam protein ¢ozeltisi (100-250 pg) almarak yeni 1.5 ml tiiplere
aktarildi ve soguk (+4°C) CLB ile esit hacme tamamlandi,

9) Orneklerin iizerine son konsantrasyonu 1X olacak sekilde 5X Laemlie tamponu ilave edildi,
10) Tiipler 5 dakika boyunca 100°C’ta kaynatildi,

11) Ornekler 20 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildi,

12) Ornekler oda sicakhgima geldikten sonra 14000 rpm’de santrifiij edildi.

2.2.2.2. Immiinopresipitasyon:
1) Protein Ekstraksiyonu protokoliiniin 1.-7. maddeleri aynen uygulandi,

2) Bos 1.5 ml tiiplere, deney diizenegine gore, S’er pl anti-IRB, anti-IRS1 ve anti-IRS2 antikorlar1

ilave edildi,
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3) Her ornekten esit miktarda toplam protein ¢ozeltisi (125-200 pg) alinarak antikor ilave edilmis
1.5 ml tiiplere aktarildi ve soguk (+4°C) CLB ile 1 ml’e tamamlandh.

4) Orneklere 75 pl protein A sefaroz ilave edildi.

5) Ornekler soguk odada (+4°C) gece boyunca 25 rpm’de dondiiriildii,

6) Ornekler sonraki sabah her seferinde 1 ml soguk (+4°C) CLB ile olmak iizere ii¢c defa 30
saniye boyunca +4°C’de 1000 rpm’de santrifiij edilip siipernatant uzaklastirilarak yikandi.

7) Son yikamadan sonra siipernatant uzaklastirildi ve drneklere 2X Laemlie tamponu ilave edildsi,
8) Tiipler 5 dakika boyunca 100°C’ta kaynatildi,

9) Ornekler 20 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildi,

10) Ornekler oda sicakhgima geldikten sonra 14000 rpm’de santrifiij edildi.

2.2.2.3. Western Blotlama: SDS-PAGE

Ayirma Jeli:

IR icin %8’lik jel (15 ml): 4 ml %33’lik Akrilamid bis, 5 ml 3X Ayirma tamponu, 6 ml
ddH,O0, 150 ul %10’luk APS, 15 pl TEMED (% 1 son konsantrasyon).

IRS1, IRS2 ve TSC2 igin %6 lik jel (15 ml): 3 ml % 33’liikk Akrilamid bis, 5 ml 3X
Ayirma tamponu, 7 ml ddH,0O, 150 pl %10’luk APS, 15 ul TEMED (%, 1 son konsantrasyon).

XBP-1s ve S6 icin %12’lik jel (15 ml): 6 ml %33’liikk Akrilamid bis, 5 ml 3X Ayirma
tamponu, 4 ml ddH,0, 150 ul %10’luk APS, 15 ul TEMED (% 1 son konsantrasyon).

Paketleme Jeli:
Paketleme jeli her protein i¢in ayni konsantrasyonda, %4’liikk hazirlanir. 30 ml i¢in; 4 ml

%33’liik Akrilamid bis, 15 ml 2X Paketleme tamponu, 11 ml ddH,0O, 300 ul %10’luk APS, 30 pl
TEMED (%, 1 son konsantrasyon).
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1) SDS-PAGE aparatlar1 kurulup once resolving jeli dokiildii ve hemen iizerine 500 pl
izopropanol ilave edildi,

2) Ayirma jeli kuruduktan sonra izopropanol uzaklastirildi,

3) Paketleme jeli dokiildii ve taraklar yerlestirildi,

4) Jel kasedi tanka yerlestirildi ve tank 1X running tamponu ile dolduruldu,

5) Taraklarla olusturulan kuyucuklara esit miktarlarda protein yiiklendi (TSC2 ve XBP-1s i¢in
35-50 pg, S6 i¢in 10 pg, IR, IRS1 ve IRS2 i¢in 75-150 pg),

6) Tank gii¢ saglayicisina baglandi ve yiiriitme baslatildi (3-4 saat).

2.2.2.4. Western Blotlama: Membrana Transfer ve Sonu¢ Goriintiileme

1) Transfer islemi icin gerekli siingerler, 3 MM Whatman kagitlar1 ve PVDF membranlar ve buz
kaplar1 hazirlandi,

2) Siingerler ve 3 MM kagitlar soguk (+4°C) 1X Transfer tamponu ile iyice 1slatilds,

3) Membranlar metanol ile aktive edildikten sonra ii¢ defa distile su ile yikanip metanol
uzaklastirildi ve soguk (+4°C) 1X Transfer tampununda islatild,

4) Yiriitme durdurulduktan sonra jeller, iizerlerine PVDF membranlar, arada hava kabarcigi
kalmayacak sekilde yerlestirilerek transfer kasetlerine alindi,

5) Transfer kasetleri transfer tanklarina alindi,

6) Tanklara buz kaplar1 ve manyetik ¢ubuklar yerlestirildi ve soguk (+4°C) 1X Transfer tamponu
ile dolduruldu,

7) Transfer tanklar1 gii¢ saglayicisina baglandi ve soguk odada (+4°C) transfer islemi baslatildi
(100 V-2 saat)

8) Transfer iglemi bittikten sonra PVDF membranlar kasetlerden alinip 1X TBS i¢inde, oda
sicakhiginda, 5 dakika boyunca karistirilarak yikandi,

9) Spesifik olmayan bolgeleri bloke etmek i¢in, membranlar TBS’ten alinip 1X Bloklama
tamponuna (10X Bloklama tamponu stok soliisyonu, 1X TBS i¢inde seyreltildi: 1 ml 10X BT + 9
ml 1X TBS) aktarildi,

10) Membranlar, bloklama tamponunda oda sicakliginda 1 saat (veya soguk odada (+4°C) gece
boyu) karistirilarak yikandi,
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11) Membranlar 1X BT’ den alind1 ve 1X TBS-T i¢inde 1/700-1/1000 oranminda seyreltilmis
primer antikor ile (tot-IR icin anti-IRP, tot-IRS1 icin anti-IRS1, tot-IRS2 i¢in anti-IRS2, TSC2
icin anti-Tuberin/TSC2, XBP-1s i¢in anti-XBP-1s, tot-S6 i¢in anti-S6 antikorlari, IR-pY, IRS1-
pY ve IRS2-pY icin anti-pY antikoru, fosfoS6 i¢in anti-S6°****® antikoru) soguk odada (+4°C)
gece boyu (veya oda sicakliginda 1 saat) karistirilarak inkiibe edildi,

12) Inkiibasyondan sonra membranlar bir kere 1X TBS-T nin icinde calkaland,

13) Membranlar 1X TBS-T’ye alindi ve oda sicakliginda ii¢ defa 20’ser dakika boyunca
karistirilarak yikand,

14) Yikama isleminden sonra membranlar 1X TBS-T i¢inde 1/4000-1/8000 oraninda seyreltilmis
sekonder antikor ile (pY i¢in anti-mouse [gG-HRP, tot-IR, tot-IRS1, tot-IRS2, tot-S6, fosfoS6,
TSC2, XBP-1Is icin anti-rabbit IgG-HRP antikorlar1) oda sicakliginda 1 saat boyunca
karistirilarak inkiibe edildi.

15) Inkiibasyondan sonra membranlar bir kere 1X TBS-T nin icinde ¢alkaland,

16) Membranlar 1X TBS-T’ye alindi ve oda sicakliginda ii¢ defa 20’ser dakika boyunca
karistirilarak yikand,

17) Membranlar BM Chemiluminesence blotlama kitindeki kemiliiminesan soliisyonu ile inkiibe
edildi (TSC2 membran 30-45 saniye, IRS1, IRS2, XBP-1s membranlar 20-30 saniye, IR ve S6
membranlar 10-20 saniye),

18) Membranlar Bio-Rad film kasedine yerlestirildi ve soguk odada Kodak Film Goriintiileme

makinesi ile sonuglar goriintiilendi.

2.2.2.5. Membran Arindirma

1) Membranlar 5-10 dk boyunca 1X TBS (pH 7.5) ile yikanda,

2) Ayni zamanda membran arindirma tamponu 50°C su banyosunda 1sinana kadar bekletildi,

3) Tampon 1sindiktan sonra membranlar tampon kabina yerlestirildi ve 50°C su banyosunda 20
dk inkiibe edildi,

4) Membran armdirma tamponu uzaklastirildi (veya ikinci kullanim i¢in saklandi) ve membranlar
su ile iki defa calkalandi,

5) Membranlar 1X TBS-T (pH 7.4) icinde oda sicakliginda dort defa 15’er dk 25 rpm’de yikand,

6) Protokol 2.2.2.4’1in 9. maddesinden itibaren isleme devam edildi.
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3.BULGULAR

3.1. TSC2-/- MEF Hiicrelerinin ve XBP-1s Overekspresyonunun

Kontrolii

TSC2** TSC2"

kontrol kontrol XBP-1s

(- : B: TSC2

PR | 5: XBP-1s

Sekil 3.1. TSC2 ve XBP-1s blotlar1 . Kullanilan hiicreler, TSC2-/- MEF hiicreleridir ve bu
hiicrelerin XBP-1s adenovirusu ile enfeksiyonunun ardindan XBP-1s’in expresyonunda artis

olmustur.

Deneyde kullanilan TSC2-/- MEF ve TSC2+/+ MEF hiicre hatlarinin dogrulugunun
kontrolii i¢cin TSC2 protein blotting yapildi ve TSC2-/- hiicrelerde TSC2 proteininin olmadigi
gosterildi (Sekil 3.1).

Deneylerde kullanilan hiicrelerin kontrol (lacZ) veya XBP-1s adenovirus ile enfeksiyonu
sonrasinda hiicrelerdeki XBP-1s protein expresyonuna bakilarak XBP-1s ile enfekte edilen
hiicrelerde kontrole gore yiiksek protein miktar1 gosterildi (Sekil 3.1).



61

3.2. TSC2-/- MEF Hiicrelerinde ER Stresinin Kontrolii

rsoz2 -

e lanr =NEPPF-1

Ins : - “+

-+ -+ - —
—— e N T T 5. rERK

Sekil 3.2. TSC2-/- MEF hiicrelerinde, XBP-1s enfeksiyonu sonrasi, ER stresi belirteci olarak
PERK fosforilasyonu [18].

Kullanilan TSC2-/- MEF hiicrelerin ER stresi gelistirdiklerinin ve UPR sinyal yolunun
aktive oldugunun gosterilmesi amaci ile hiicrelerin XBP-1s AV ile enfeksiyonunun ardindan
UPR sinyal yolunun ilk basamagi olan PERK’in fosforilasyon degisimleri, tez calismasinin

yiirtitiildiigii laboratuarda yapilan bir caligmada yayinlanmistir (Sekil 3.2) [18].

TSC2-/- hiicrelerin, insiilin uyarimma bagl olmaksizin ER stresi gelistirdigi, XBP-1s’in

asir1 ekspresyonunun ardindan ER stresinin azaldigi gosterilmistir.

3.3. IRS1 Tirozin Fosforilasyonu

TSC2** TSC2™”
kontrol kontrol XBP-1s
ins: - + - + - +
IP: IRS1
— ’ B: pY

Pr— g — Y W L)
| B: IRST

a " .

Sekil 3.3. TSC2-/- MEF hiicrelerde IRS1 tirozin fosforilasyonu. XBP-1s asir1 ekspresyonunun
ardindan hiicrelerde insiilin uyarimli (100 nM) IRS1 fosforilasyonu iyilesmistir (jele yiiklenen: 30
pg/well).
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XBP-1s enfeksiyonu sonrasinda insiilin hassasiyetinde degisim olup olmadigin1 anlamak
amaci ile insiilin sinyal yolunda, reseptorden sonraki ilk hiicre i¢i sinyal ileticiler arasinda 6nemli
olan proteinlerden biri IRS1 proteininin Tirozin aminoasitlerinin fosforilasyon seviyelerindeki
degisimin gosterilmesi i¢in hiicreler 6 saat acliga alindi ve sonra 5 dk 100 nM insiilin ile uyarild.
Bu islemlerin ardindan yapilan protein izolasyonu, immiinopresipitasyon ve fosfoTirozin (pY)
blotu uygulamalar: ile XBP-1s ile enfekte edilen TSC2-/- hiicrelerde kontrol grubuna gore pY
oraninda anlamli bir artis oldugu gosterildi (p<0.005) (Sekil 3.3).

Bu bulgu, tez calismasinin yiiriitiildiigii laboratuarda yapilan ve yaymnlanan bulgu ile

tutarlilik gostermistir (Sekil 3.4) [18].

Trsc2 -

Vector sXBPF-1
Ins : - -+ -+ - + -+
IF:IRSI1
B :pY
A A .| P RS 1

B IRS 1

Sekil 3.4. TSC2-/- MEF hiicrelerinde insiilin uyarimi sonras1 IRS1 pY degisimleri [18].
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3.4. IR Tirozin Fosforilasyonu

TSC2** TSC2™”
kontrol kontrol XBP-1s
ins: -+ -+ -+
IP: IR
-—— - & | B: pY
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Sekil 3.5. TSC2-/- MEF hiicrelerinde IR tirozin fosforilasyonu. Hiicrelerin XBP-1s adenovirus

ins:

enfeksiyonunun ardindan insiilin uyarimli (100 nM) IR aktivasyonunda hafif olarak iyilesme
goriilmiistiir (jele yiiklenen: 45 ug/well).

XBP-1s enfeksiyonu sonrasinda insiilin hassasiyetinde degisim olup olmadigini anlamak
amact ile insiilin sinyal yolundaki ilk basamak olan, reseptdr tirozin kinaz ailesine mensup insiilin
reseptor’iniin - (IRB) Tirozin aminoasitlerindeki fosforilasyon seviyelerindeki degisimin
gosterilmesi i¢in hiicrelerin 6 saat agliga alindi ve sonra 5 dk insiilin ile uyarildi. Bu islemlerin
ardindan yapilan protein izolasyonu, immiinopresipitasyon ve fosfoTirozin (pY) blotu
uygulamalari ile XBP-1s ile enfekte edilen TSC2-/- hiicrelerde kontrol grubuna gore pY oraninda,
IRS1-pY’da goézlendigi kadar olmamakla birlikte, bir artis oldugu goriildii. (Sekil 3.5). Elde
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edilen sonucun dogrulugundan emin olmak amaci ile, lglii tekrarlardan olusan gruplar

kullanilarak deney tekrar edildi ve yapilan tekrarin sonucunda ayni degisim gosterildi (Sekil 3.5).

3.5. IRS2 Tirozin Fosforilasyonu

TSC2** TSC2"

kontrol kontrol XBP-1s

Sekil 3.6. TSC2-/- MEF hiicrelerinde IRS2 tirozin fosforilasyonu. XBP-1s’nin asir1 eksprese
oldugu hiicrelerde insiilin uyariminin ardindan IRS2 pY seviyelerinde bir degisim gézlenmemistir

(jele yiiklenen: 45 pg/well).

XBP-1s enfeksiyonu sonrasinda insiilin hassasiyetinde degisim olup olmadigin1 anlamak
amact ile insiilin sinyal yolunda reseptorden sonraki ilk hiicre i¢i sinyal iletici proteinlerden biri
olan IRS2 proteininin Tirozin aminoasitlerindeki fosforilasyon seviyelerindeki degisimin
gosterilmesi icin hiicreler 6 saat aclhiga alindi ve sonra 5 dk insiilin ile uyarildi. Bu islemlerin
ardindan yapilan protein izolasyonu, immiinopresipitasyon ve fosfoTirozin (pY) blotu
uygulamalari ile XBP-1s ile enfekte edilen TSC2-/- hiicrelerde kontrol grubuna gére pY oraninda
bir artis olmadig1 gosterildi (Sekil 3.6). Hiicrelerdeki toplam IRS2 protein miktari total IRS2
antikoru olmadigi i¢in bakilamadi ve bu nedenle IRS2-pY miktari ile karsilastirma yapilamadi.



3.6. p70 S6 Fosforilasyonu
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B: p'SGSer235/236

B: S6

Sekil 3.7. TSC2-/- MEF hiicrelerinde ribozomal protein S6°***** fosforilasyonu (10 pg/well).

XBP-1s ile enfekte edilen hiicrelerde mTOR sinyal yolu aktivasyonunun Onemli bir

belirteci olan p70 S6 proteinin Ser235/236 fosforilasyon degisimlerine bakildi ve kontrol ile

TSC2-/- hiicreler arasinda S6 protein fosforilasyon seviyelerinde bir degisim godzlenmedi.

Hiicrelerdeki p-S6 protein miktar1 ile toplam S6 protein miktar1 karsilastirildi ve degisim

olmayismin hiicrelerdeki S6 protein miktarmdaki farklhiliklardan dolayr olmadig: gosterildi (Sekil

3.7).
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4. TARTISMA ve SONUC

Insiilin sinyal iletimi, besin varligmi biiyiime ve gelismeye entegre eder ve hiicresel
diizeyde glukoz ve lipit metabolizmasi, protein sentezi, hiicre biiylimesi ve proliferasyonu ve
sagkalimi olaylarini diizenler [1, 8]. TSC-mTOR sinyal yolu, besin ve enerji algilama, hiicresel
biiyime ve farklilasma, metabolizma, sagkalim ve proliferasyon sinyal yollarmin birlesme
noktasinda yer alir. Besin ve enerji varlig1 protein sentezi i¢in kritik 6neme sahip oldugundan,
mTOR sinyal yolunun dogru calismamasi durumunda organizmada bir¢ok patolojik durum

goriiliir [16, 17, 18].

Endoplazmik retikulum, protein sentezi ve lipit metabolizmasinin gergeklestigi hiicre ici
membran agindan olusan bir organeldir. ER fonksiyonlari, besin ve enerji durumu ile protein
sentezi arasinda bir koprii olarak gorev yapar. ER’un dogru isleyisi hiicresel sentetik yollarin
saglikli bir bicimde devam etmesi ag¢isindan onemlidir. UPR, hiicrenin sentetik taleplerini ER’un
kapasitesine gore dengeler. Kisa vadeli protein sentezi artisina cevap olarak ER’un kapasitesini
artirmaktan ve hiicreyi ER stresinden kurtarmaktan sorumludur. ER’un hiicrenin talebine karsilik
veremedigi durumlarda UPR apoptotik sinyal yollarin1 baslatir [9, 10, 12, 13, 18]. mTOR sinyal
yolu ve ER stresi’nin baslattigi UPR, insiilinin metabolik etkilerinin, besin varligmin, hiicre

biiylimesinin ve hiicre sagkalimimin kontroliiniin merkezinde yer alir.

Tez caligmasinda elde edilen bulgular, TSC2-/- MEF hiicrelerinde insiilin uyarimina
ragmen IR, IRS1 ve IRS2’nin tirozin fosforilasyonlarmin azaldigmi, XBP-1s’nin asir1
ekspresyonunun insiilin sinyal elemanlar1 IR ve IRS1 tirozin fosforilasyonlarini, IR nin daha az

olmak iizere, artirabildigini, fakat IRS2 tirozin fosforilasyonlarini artirmadigini géstermektedir.

Tez caligmasinin yiiriitiildigli laboratuarda yapilan c¢alismalarda TSC2-/- MEF
hiicrelerinde ER stresi gelistigi, XBP-1s asir1 ekspresyonu sonucuda ER stresinin azaldigi
gosterilmigtir. ER  stresinin uyardigit UPR sinyal yolu, IRE-1 enziminin TRAF2 proteini
tizerinden JNK1 aktivasyonuna neden olur ve JNKI stres kinaz enzimi IRS1 ve IRS2’yi Ser307
bakiyesinden fosforilleyerek insiilin uyarimli tirozin fosforilasyonlarini engeller [7, 9, 58]. XBP-

Is asir1 ekspresyonu sonrasinda ER stresinin azalmasma ragmen IR ve IRS2’nin tirozin
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fosforilasyonlarinda yeteri kadar artis olmayisindan dolayi, XBP-1s adenovirus enfeksiyon
sistemi kullanilan TSC2-/- MEF hiicrelerinde JNK1 kinaz aktivasyonunun arastirilmasi gerekir.
JNKI1 kinaz aktivasyon deneyinin sonucunda enzim aktivasyonunda azalma olmasi durumunda
insiilin sinyal yolunun negatif diizenleniminde JNKI1 diginda protein kinazlarm veya tirozin

fosfatazlarin varligi diisiiniilebilir.

mTOR sinyal yolunda mTORCI1 in hedefi olan protein S6K’nin bulunan ilk substrati1 p70
ribozomal S6 proteini, S6K aktivasyonu sonrasinda fosforillenir ve protein sentezinin, hiicre
biiylimesinin ve farklilagsmasinin tetikleyicisi olarak gorev yapar. Bu olaylar sonucunda ER’a agir1

yiik binmesinden dolay1 ER stres olusur [16, 18].

XBP-1s enfeksiyonu sonrasinda insiilin hassasiyetinde IR ve IRS1 tirozin fosforilasyon
seviyelerinde goriilen artis, TSC2 eksikliginden dolay1r artan mTORC]1 aktivasyonu sonucunda
olusan ER stresin azalmasi sonucunda goriiliir. ER stresin azalmasinin mTOR sinyal yolunun
inaktivasyonuna bagli olup olmadig1 heniiz gosterilmemistir. Bu sorunun cevabini bulmak i¢in,
XBP-1s ile enfekte edilen TSC2-/- MEF hiicrelerinde p70 S6 Ser235/236 fosforilasyon
seviyelerine bakildi ve bir degisim olmadigi bulundu. p70 S6 fosforilasyon seviyeleri,
hiicrelerdeki toplam p70 S6 protein seviyeleri ile karsilastirildi ve degisim olmayisinin protein

seviyelerindeki farkliliktan kaynaklanmadig: gosterildi.

Bu sonuctan anlasiliyor ki, insiilin hassasiyetinin artmasini saglayan ve ER stresteki
diizelmenin nedeni olan XBP-1s asir1 ekspresyonunun bu etkisini mTORCI tarafindan aktive
edilen S6K enzimi tarafindan fosforillenen S6’y1 inaktive etmeden gostermektedir. Bu sonug

S6K’nin aktivitesini korudugunu diisiindiirmektedir.

S6K’nin  IRS1 ve IRS2’yi ser307°den fosforilledigi bilinmektedir. S6K’nin
substratlarndan biri olan p70 S6’in Ser235/236 fosforilasyon seviyelerinin TSC2-/- MEF
hiicrelerde XBP-1s asir1 ekspresyonunun ardindan degismemesi S6K’nin aktivitesini korudugunu
gostermektedir. ER stresinin azalmasma ragmen, insiilin hassasiyetinde yeteri kadar artis
olmayisi, TSC2-/- MEF hiicrelerinde goriilen insiilin direnci gelisiminde S6K’nin de bir rolii

olabilecegini diisiindiirmektedir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. TSC eksikligi, ER stresi ve insiilin direnci. TSC eksikliginde mTOR’un kalici

aktivasyonu ve gelisen ER stresi sonucunda insiilin hassasiyeti azalir.

Bugiine kadar yapilan ¢caligmalar dikkate alindiginda, TSC2-/- MEF hiicrelerde ER stresi
ve insiilin direnci gelisiminde hangi sinyal yollarinin rol oynadigini anlayabilmek i¢in ER stresi
sonucunda uyarilan UPR sinyal yolu tarafindan aktive edilen JNK aktivasyonunun, mTORC1

sinyal yolu tarafindan aktive edilen S6K fosforilasyonunun incelenmesi gerekmektedir.

Hiicre i¢i bagisiklik sisteminin bir pargasi olarak calisan ER stresinin uyardigr UPR ile
TSC2 eksikliginde meydana gelen kalic1 aktivasyonu sonucunda kronik ER stresine neden olan
mTORCI sinyal yolu arasinda negatif bir iligki oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan deneylerde, ER
stresinin azalmasini saglayan transkripsiyon faktorii XBP-1s’nin asir1 ekspresyonu sonucunda S6
fosforilasyonlarinda kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda bir degisim godzlenmemesi, bu

iliskinin S6’nin baskilanmasi1 {lizerinden kurulmadigi goriilmiistiir. ER stresi ve mTORCI1
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arasinda olmasi muhtemel negatif iligkinin daha ayrintili olarak arastirilmasi gerekmektedir.
Ornegin, TSC2-/- hiicrelerde XBP-1s asir1 ekspresyonunu takiben, mTORC1’in hedefi olan ve
protein sentezinin baslamasinda 6nemli rol oynayan 4E-BP’nin fosforilasyon seviyelerindeki
degisim incelenebilir. Deney sonucunda 4E-BP fosforilasyonlarinda kontrol hiicrelere gore bir
azalma gozlenmesi, mTORCI1 ile ER stresi arasindaki bagin 4E-BP tarafindan kurulmus

oldugunu diisiindiirebilir.

ER stresi ile mTORCI sinyal yolu arasindaki negatif iligski sadece dogrudan insiilin sinyal
yolu iizerinden kurulu olabilir. ER stresi insiilin direncine neden olarak insiilin sinyal iletiminin
Akt’a ulagsmasmi engellemektedir. Aktive olamayan Akt TSC2’yi fosforilleyip mTORCI1
tizerindeki baskiyr kaldiramaz. Boylelikle mTORCI1 aktivasyonu nedeni ile ER’a binen asir1
protein yiikil azaltilir. Fakat TSC2-/- hiicrelerde Akt’in aktive olmasi ile olmamast mTORC1 in
aktivasyonunu degistirmeyeceginden ER stresinin uyardigt UPR ya da XBP-1s’nin asir1
ekspresyonu veya ER stresini azaltan kimyasal saperonlarin varligir insiilin hassasiyetini
artirmasina ragmen mTORC1 in aktivasyonunda bir degisiklige neden olmaz. Yine de, ER stresi
ile mTORCI sinyal yolu arasindaki iligkinin anlagilmast i¢cin, TSC2-/- hiicrelerde XBP-1s’nin
asir1 ekspresyonunun ardindan, insiilin uyarimli PDK1’in fosforilledigi Akt Ser308 fosforilasyon
seviyeleri bakilabilir [30, 31, 37, 71, 72]. Deney sonucunda Akt Ser308 fosforilasyonu kontrol
hiicrelerine gore artis gosterirse ER stresi ile mTORC]1 arasindaki iliskinin sadece insiilin sinyal

yolu aracilig ile kuruldugu diisiiniilebilir.

Sonu¢ olarak, TSC2-/- MEF hiicrelerde XBP-1s’nin asir1 ekspresyonu ER stresini
azaltmaktadir ve en azmdan IRSI tirozin fosforilasyonunu, hafif derecede IR tirozin
fosforilasyonunu artrrarak insiilin  hassasiyetini iyilestirmektedir. Fakat IRS2 tirozin
fosforilasyonda artis saglamamaktadir. XBP-1s, bu etkilerini S6K serin kinazi inaktive etmeden
yapmaktadir. Insiilin hassasiyetinin tam olarak iyilesmemesi, basta mTORC1’in hedefi olan
S6K’nin kalic1 aktivasyonu olmak iizere, UPR’dan bagimsiz fakat mTOR bagimli olarak etkisini
gosteren Ser/Thr kinazlara veya fosfotirozin fosfatazlara bagl olabilir. TSC eksikliginde, ER
stresinden bagimsiz olarak insiilin direncine neden olan mekanizmalarin anlasilabilmesi i¢in ileri

caligmalara ihtiyac vardir.
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