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OZET

IRS1 (insulin reseptdr substrat protein 1), insiilin resptoriiniin ana adaptorii
olup insiilin sinyal iletiminin pozitif ve negatif regiilasyonundan sorumludur.
Insiilin sinyal iletimi siirecinde ligant baglayan insulin reseptdrii (IR) oto-
fosforilasyonla tirozin fosforilasyonuna ugrar, ardindan, IRS1 bu fosfo-tirozinlere
kendi SH2 domaini aracilif1 ile baglanir. insiilin reseptdriine baglanan IRS1 YXXM
motiflerinden IR tarafindan tirozin fosforilasyonuna ugratilir ve YXXM’lerin 4
tanesi C-terminalde yer alir. Bu fosforilasyon noktalar1 PI3K’ 1 p85a regiilator alt
birimi i¢in baglanma noktalaridir. Bu noktalara baglanan PI3Kp85a ayn1 zamanda
PI3Kpl10a’ya da baglanip bunun aktivasyonunu saglar. Aktive olan PI3Kpl110a
PIP2(phosphatidyl inositol di-phosphate)’den PIP3 (phosphatidyl inositol tri-
phosphate) olusturarak PDK1 aktivasyonu yapar. Aktive olan PDK1 AKT’yi S308
tizerinden fosforile ederek aktive eder. Aktive olan AKT, glukoz tastyicilart GLUT1
ve GLUT4 aktivasyonu yaparak glukozun hiicre i¢ine alinmasini diizenler. Her ne
kadar IRSI’in Tirozin fosforilasyonu insiilin sinyal iletimini olumlu etkilese de
IRS1’in Serin/Treonin  fosforilasyonu insiilin sinyal yolagini1 genellikle negatif
etkilemektedir. Bu nedenle, IRS1 iizerinde gozlenen S/T fosforilasyonlarini yapan
enzimlerin tanimlanmasi insiilin sinyal iletimi ve insiilin direnci olusumu
mekanizmalarinin ~ gosterilmesi  acisindan  6nemlidir. IRS1’ in serin/treonin
fosforilasyonlar1 genellikle LPS, osmotik stress, ER stresi, UV ve Iyonize edici
radyasyon gibi stres faktorleri ile artar ve bu insiilin direnci/tip 2 diyabet’ in ana
sebeplerinden biridir. p38 MAPK da bu faktérler ile aktive olmaktadir. Insan IRSI’
inin protein yapisini inceledigimizde GYMPMSe¢16P, DYMPMSe36P, GYMMMSe66P,
DYMNMS736P dizilerini saptadik ve hepsi p38 MAPK fosforilasyon motifidir. Bu
calismamizda p38 MAPK aktivatorii varliginda IRS1” in bu bolgelerden fosforile
oldugunu saptadik. Bu amino asit rezidularinin anlamliligin1 belirlemek i¢in ilgili
amino asitleri fosforile olamayan Alanin ve fosforilasyonu taklit eden negatif yiikli
Glutamik asit formlarina g¢evirdik. Elde ettigimiz sonuglara gore p38 MAPK’ 1n
insiilin  direnci gelisiminde ve hiicre proliferasyonu iizerinde IRS1 aracili
regiilasyonda etkin rol oynadigini belirledik. Ayrica p38 MAPK’ in IRS1° 1 fosforile
ettigi bolgeye bagli olarak hiicrelerin proliferasyonu ve glukoz alinimlari tizerinde
negatif ya da pozitif etki gosterdigini saptadik. Bu veriler 15181nda da p38 MAPK
aracilt IRS1 Ser/Thr fosforilasyonlarinin, insiilin sinyal sinyal iletiminde ve etkileri
tizerinde fosforilasyon bolgesine spesifik etki gosterdigini soyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: IRS1, p38 MAPK, Insiilin Direnci



ABSTRACT

IRS1 (Insulin Receptor Substrate 1) is the main adaptor of Insulin Receptor
(IR) and is responsible for pozitive and negative regulation of insuling signaling.
During insulin signaling ligand-bound IR is phosphorylated at tyrosine residues via
auto-phosphorylation, then, IRS1 binds to these phosphotyrosine through its SH2
domain. IR-bound IRS1 is phosphorylated by IR at YxxM motifs, four of which
were localized at the C-terminal. These phosphorylation sites are binding sites of p85
a regulatory subunit of PI3K YXXM-bound PI3Kp85a also binds to PI3Kp110a and
activates it. Activated PI3Kp110a generates PIP3 from PIP2, and therefore, activates
PDKI. Activated PDK1 activates AKT by phosphorylating it at S308. Activated
AKT regulates glucose-uptake by activating Glucose transporters GLUTI1 and
GLUTA4. Although tyrosine phosphorylation of IRS1 positively stimulates insuling
signaling its phosphorylations at serine/treonin (S/T) residues negatively regulates
insulin signaling. For this reason, identification of enzymes responsible for S/T
phosphorylations on IRS1 is important for elucidation of mechanisms for insulin
signaling. Phosphorylations of IRS1 on S/T residues seem to be increased under
stres conditions such as LPS, osmotic stress, ER-stress, UV and ionizing radiation
and this is one of the main reason for “Insulin Resistance/Type 2 diabetes”. These
inducers also activate p38 MAPK. In this respect, when we analysed the amino acid
sequence of human IRS1, we found GYMPMSe16P, DYMPMSe36P, GY MMM Se66P,
DYMNMS736P motifs which are phosphorylation sides of p38 MAPK. In our study
we showed that these indicated sites were phosphorylated by p38 MAPK is activated
by anisomycin. To further analyse the significance of phosphorylation of these sites,
we converted above residues to unphosphorylated aminoacid Alanine or
phosphorylation mimicking negatively charged Glutamic acid. Our results suggested
that p38 MAPK has an important role of development of insiilin resistance and cell
proliferation through IRS1 Ser/Thr phosphorylations. The effects of p38 MAPK on
glucose uptake and cell proliferation can be positive or negative depends on its
phosphorylation sides of IRS1. Under the light of these findings, we suggested that
IRS1 Ser/Thr phosphorylations by p38 MAPK showed specific effect on insulin
signaling depends on its phosphorylation sites.

Key words: IRS1, p38 MAPK, Insulin Resistance
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GIRIS VE AMAC

Insiilin reseptdr substrat (IRS) proteinleri, yiizey reseptorlerinden gelen
sinyalleri alt yolak elemanlarina ileten adaptor molekiillerdir. Bu proteinler, intrinsik
kinaz aktiviteleri bulunmamasina ragmen diger proteinlerle interaksiyona girebilen
mikrodomeynleri ve fosforilasyon motifleri sayesinde hiicre i¢i sinyal iletim
yolaklarinda olduk¢a 6nem tagimaktadir. IRS proteini ilk olarak instilin reseptor (IR)
substrati ile iliskilendirilmistir. Calismalarda aile elemanlar1 arasinda ilk
tanimlanmas1 ve en yaygin ekspresyon gostermesi nedeniyle IRS1 6n plana
cikmaktadir. IRS1, ligand baglayan insiilin benzeri biiytime faktorii 1 (IGF-1) ve
insiilin reseptoriine baglanir ve karboksi terminalindeki tirozin motifleri tizerinden
fosforile olarak kendisine SH2 domaini i¢eren PI3K, Grb2, SHP-2, Fyn, c-Crk gibi
ikincil mesajcilarin baglanmasina ve bu molekiillerin altindaki yolaklarin agilmasina
aracilik eder. IRSI’in ozellikle IR ve IGFR1’e baglanmasi sonunda YxxM
motiflerinde meydana gelen Tirozin fosforilasyonu sonunda bu dizilere PI3K enzim
kompleksinin regulator alt {initesi olan p85 baglanir. Bu baglanma ile PI3K
enziminin katalitik alt {initesi p110alfa, IRS1’e bagl p85’ ile baglanarak aktif hale
gecip membranda bulunan inositol 4,5-difosfatlar1  inozitol 3,4,5-trifosfatlara
doniistiiriir. Inositol 3,4,5-trifosfatlar PDK1 enzimine baglanarak bunu aktiflestirir.
Aktiflesen PDK1 Akt, mTOR ve S6K enzimlerinin aktivasyonuna neden olur. IRS1
tirozin fosforilasyonu GRB2 baglanmasina da sebep oldugundan bu yolak da Grb2-
Ras-RAF-ERK yolagin1 aktive eder. Bu aktivasyonlar sonucu IRS1, hiicrede hem
metabolik hem de mitojenik etkilerini gosterebilmektedir.

IRS1’ deki Serin fosforilasyonlari, IRS1 proteininin  parcalamasin
saglamasinin yanisira IRS1’in IR-aracili tirozin fosforilasyonunu engelleyerek
insiilin sinyal iletimi {lizerinde genel olarak negatif etki yapmaktadir. Cevresel
etmenlerle aktive olan proteinlerden bir tanesi p38 MAPK dir. p38 farkli genlerden
kodlanan 4 alt gruba sahiptir. Bunlardan en yaygini1 genellikle her yerde ekspresyon
gosteren ve diger aile elemanlariin da gorevlerini kompanse edebilen p38a’ dir.
p38all serbest oksijen radikalleri, UV, cAMP {ireten hormonlar, inflamatuar
sitokinler, LPS, yiiksek glukoz konsantrasyonu ve serbest yag asitleri tarafindan
aktive edilir.Aktive olan p38a, hiicresel bir ¢cok substratin1 SP (serin-prolin) veya TP
(treonin-prolin) dizilerinden fosforile ederek farkli yolaklarin aktivasyonunu veya
inhibisyonunu kontrol eder.



Bu noktada insan IRS1 proteininin aminoasit dizisini inceledigimizde
PI3Kp85’in baglanma bdlgelerinin (YxxM) hemen devaminda bulunan 4 adet
spesifik dizilimin p38 MAPK’1n substrat1 olabilecegini saptadik. Bu diziler insanda
GYMPMS616P, DYMPMS636P, GYMMMS666P, DYMNMS736P sirasina
sahiptirler ve hepsi p38 MAPK fosforilasyon bdlgesidir. Bu baglamda, aktive olan
p38a’nin IRS1’i yukarida belirtilen amino asitlerden fosforile etmesi durumunda
YxxM dizisinin adeta dibinde olan bdyle bir fosforilasyonun getirecegi negatif
yiikten dolay1 insiilin reseptoriiniin YxxM’de Y fosforilasyonu yapamayacagini ve
bu yilizden IRS1 aktivasyonunun inhibe edilecegini diisiinliyoruz. Bizim
hedefledigimiz bolgelerin IRS1 aktivasyon noktasina bu kadar yakin olusu ve bu
bolge modifikasyonlarinin daha once gosterilmemis olmasi Insiilin-aracili IRSI
aktivasyonuna ayrica bir Onem katmaktadir. Bu nedenle, projemizdeki esas
amacimiz, p38-aracili IRS1 fosforilasyonunun (S616, S636, S666, S736 iizerinden)
hiicrenin insulin duyarliginini ve proliferasyonunu nasil etkiledigini agiga
cikarmaktir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Insiilin Direnci

Insiilin direnci, iskelet kas1, yag ve karaciger dokusu gibi insiilinin hedef
dokulariin hiicresel diizeyde insiiline gereken yanitt verememesi ya da az vermesi
durumudur [1].

Insiilin direnci, Tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklarin ve karaciger
hastaliklarinin 6nciilii olarak degerlendirilmektedir. Dolayisiyla insiilin direncinin
erken belirlenmesi bireyin ileride 6zellikle diyabetik olup olmayacaginin en 6nemli
belirteci olacaktir. Yapilan calismalara gore diinyada 2020 yilinda 250 milyon
bireyin Tip 2 Diyabet tanisi alabilecegi belirtilmektedir [2]. Bu nedenle insiilin
direncinin patogenezinin aydinlatilmasi ve yeni hedeflerin tanimlanmasi primer/
sekonder korunma yollarinin saptanmasi agisindan oldukg¢a énemlidir [2, 3].

Insiilin direncinin gelisimindeki etkin mekanizma tam olarak bilinmemekle
beraber beslenme, sistemik yag asidi miktari, adipoz dokudaki inflamasyon,
endoplazmik retikulum ve oksidatif stres gibi cevresel faktorlerle olusan etkilerin
yant sira obezite ve genetik faktorlerin de katkida bulundugu olduk¢a karmasik bir
mekanizmaya sahip oldugu bilinmektedir [1, 4, 5]. (Sekil 2.1.)

-l .-

Sekil 2.1. insiilin direnci gelisiminde etkin olan mekanizmalar



Insiilin direnci molekiiler seviyede incelendiginde ise insiilin sinyal sistemine
negatif etkide bulunan seramid ve diagilgliserol gibi serbest yag asitlerinin,
inflamatuar sitokinlerin, serbest oksijen radikallerinin ve bir ¢ok serin/treonin
kinazlarin etkin rol oynadig1 birbiriyle etkilesime girmis hiicresel sinyal yolaklarinin
s0z konusu oldugu kompleks, patolojik bir sistem karsimiza c¢ikmaktadir [6].
Dolayisiyla insiilin direnci gelisiminde bir ¢ok hiicresel sinyal yolaginin bozuklugu
s6z konusudur. Son yillarda insan ve hayvanlar {izerinde gergeklestirilen ¢alismalar
insiilin direnci gelisiminde en etkin hiicresel mekanizmalardan birinin insiilin
reseptOr substrat proteinlerine bagli olarak gerceklesen insiilin sinyal yolagindaki
bozukluklar oldugunu ortaya koymaktadir [7, 8].

2.2. Insiilin Sinyal Yolag

Insiilin, glukoz homeostasis’ inden sorumlu primer anabolik hormondur.
Viicut glukoz dengesini oldukca kompleks ve siki bir sekilde diizenlenen insiilin
sinyal yolagi aracilifiyla saglamaktadir [9]. Genel olarak, insiilin sinyal iletimi
siirecinde ligant baglayan insulin Reseptorii (IR) oto-fosforilasyonla tirozin
fosforilasyonuna ugrar, ardindan, IRS (insiilin reseptor substrat) proteinleri bu fosfo-
tirozinlere kendi SH2 domaini aracilig1 ile baglanir. insiilin Reseptériine baglanan
IRS IR tarafindan tirozin fosforilasyonuna ugratilir. Bu fosfotirozin noktalarina
PI3K(fosfoinositol 3 kinaz)’nin regiilatdr alt birimi olan p85a baglanir. p85a aym
zamanda PI3K’imn katalitik alt iinitesi pl110a’ya da baglanip bunun aktivasyonunu
saglar. Aktive olan PI3Kpl110a PIP2 (phosphatidil inositol di-fosfat)’ den PIP3
(phosphatidil inositol tri-fosfat) olusturarak PDK1 aktivasyonu yapar. Aktive olan
PDK1 AKT’yi 308. pozisyondaki serin (S308) aminoasiti lizerinden fosforile ederek
aktive eder. Aktive olan AKT, glukoz tasiyicilart GLUT1 (glukoz transporter tip 1)
ve GLUT4 (glukoz transporter tip 4) fosforilasyonu yaparak bunlarin aktivasyonunu
yapip glukozun hiicre i¢ine alinmasini saglar [10-12] (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Linear insiilin sinyal yolagi

2.2.1. Insiilin Sinyal Yolaginin Temel Komponentleri

Insiilin sinyal yolaginin akisi linear olarak anlatiliginda kolay gibi gdziikse de
diger sinyal yolaklartyla etkilesime girerek dagilim gostermesi sonucunda
proliferasyon, farklilagma, epiteliyal mezensimal gecis, hiicre siklusu, apoptosis gibi
bir ¢ok onemli hiicresel aktiviteyi kontrol edebilmesi nedeniyle olduk¢a karmagsik
hale gelmektedir [13, 14]. Bu nedenle sinyal yolaginin dagilim gosterdigi temel
komponentlere odaklanilmasi insiilin sinyal yolaginin normal regiilasyonunun
anlasilmasi agisindan olduk¢a 6nem tasimaktadir.

2.2.1.1. insiilin Reseptorii

Insiilin reseptorii, ligandla aktive olan tirozin kinaz reseptdr ailesinin bir
elemanidir. Insiilin reseptdriiniin temel gorevi hiicrelerin farklilasmadan, biiyiimeden
ve metabolik aktivitelerden sorumlu yolaklarin aktivasyonunu saglamaktir [15, 16].

Insiilin reseptorii iki ekstraseliiler a alt iinitesinden ve iki transmembran p alt
tinitesinden olugmaktadir. Ekstraseliiler alt {initeler ile transmembran alt iiniteler
birbirlerine disiilfit baglar1 ile baglanmaktadir. Ekstraseliiler o alt iiniteleri
reseptoriin ligand baglama kismini olusturuken, transmembran [ alt iiniteleri ise
tirozin spesifik protein kinaz rolii gormektedir [16, 17].



Insiilin reseptdriiniin P alt iinitesinin intraseliiler kismi, juxtamembran bdlgesi
(yaklasik 30 rezidu), kinaz bolgesi (yaklasik 300 rezidu) ve karboksiterminal bolgesi
(yaklasik 70 rezidu) olmak iizere 3 yapisal bolgeye ayrilmustir [18]. Ug bdlgeninin
de tirozin otofosforilasyon bdlgeleri tanimlanmistir. Bu bdlgeler juxtamembran
bolgedeki Y972 ve karboksiterminaldeki Y1158, Y1162, Y1163 poziyonlar1 olup,
insiilin reseptdriiniin oto-fosforilasyonu, otoinhibisyonu ve sinyalin alt basamaklara
iletimini saglayan énemli alanlardir [19, 20]. Insiilinin baglanmasiyla aktive olan
insulin reseptorii bu bolgelerden oto-fosforile olduktan sonra konformasyonel
degisime ugrar ve PTB (fosfotirozin baglama) bolgesi ve/veya SH2 (Src-homoloji 2)
bolgesi olan adaptdr proteinler i¢cin baglanma bolgesi olusturarak sinyal iletiminin
baslamasini saglar [21, 22].

2.2.1.2. insiilin Reseptor Substrat Proteinleri

IRS ilk olarak insiilinle muamele edilmis FAO hiicrelerinden antifostirozin
immiinpresipitasyonu ile elde edilerek 185-kDa tirozil fosforile protein olarak
adlandirilmigtir. Daha sonrasinda ise 60-185 kDa arasinda diger IRS izoformlari
neredeyse tiim dokularda tamimlanmistir. {1k olarak elde edilen 185 kDa’ luk protein,
pirifiye edilip, cDNA kiitiiphanesinden klonlandiktan sonra insiilin muamelesi
sonucu tirozin fosforilasyonuna ugramasi ve insiilin reseptorii ile beraber eksprese
edilmesi nedeniyle insiilin reseptor substrat proteini adini1 almistir [23, 24].

Insiilin Reseptor Substrat Protein Ailesi:

Insiilin reseptdr substrat ailesi alt1 {iyeden olusmaktadir. IRS1, ilk olarak
tanimlanmast ve neredeyse her dokuda ekspresyonunun gézlemlenmesi nedeniyle
ailenin iizerinde en ¢ok ¢alisilan iiyesidir. Ailenin prototipi olarak da belirtilmektedir.
IRS1 geni insanda 2q34-36 bolgesinde lokalizedir ve tek ekzon tarafindan
kodlanmaktadir [25].

IRS2 proteini de IRS1 gibi ¢ogu dokuda ekspresyon gostermektedir. IRS2
geni insanda 13q34 iizerinde lokalizedir ve tek bir ekzon tarafindan kodlanmaktadir.
IRS1° den 100 aminoasit daha uzun bir proteindir [26, 27].

IRS3  proteini sadece ratlarda bulunurken insanda pseudo (yalanci) gen
halinde bulunmaktadir [28]. IRS4 proteininin ekspresyonu ise daha sinirlidir. Insanda
beyin, timus ve genellikle embriyonik dokularda ekspresyon gostermektedir[29].

IRSS5 ve IRS6 ‘ nin amino terminalleri IRS ailesi ile homoloji gosterse de
karboksi terminallerinin  bulunmamas1 nedeniyle giidiikk proteinler adini
almaktadirlar. IRS5 ve IRS6 ailenin uzaktan elemanlar olarak belirtilse de gorevleri
hentiz tam olarak bilinmemektedir [30, 31].

IRS1 ve IRS2 yaygin ekspresyon gostermeleri, insiilin sinyalinde temel rol
oynamalar1 ve diger yolaklar ile interaksiyona gegerek insiilin sinyalini negatif ve
pozitif yonde regiile edilebilmeleri nedeniyle ¢aligmalarin {izerinde yogunlastig: aile
elemanlaridir [32].



Insiilin Reseptor Substrat Proteinlerinin Molekiiler Yapisi:

IRS proteinlerinin molekiil yapisina bakildiginda aile elemanlari, ortak
yapisal bolgeleri igerse de tlim aminoasit dizisi géz Oniine alindiginda IRS1 ve
IRS2° nin aminoasit dizi benzerligi sadece %43’ tiir [23].

IRS1 proteininin amino terminali PH (plekstrin homoloji) ve PTB
(fosfotirozin baglama bolgesi) bolgelerinden olusmaktadir. PH bolgesi, IRS1
proteininde 13.-113. aminoasitleri arasinda lokalize olan, diger aile elemanlar ile de
yiikksek homoloji (%70 benzerlik) gosteren bir alandir [33]. Yiiksek homoloji
gostermesi bu bolgenin fonksiyonel O6nemini de ortaya koyan faktorlerden bir
tanesidir. Bu bolge proteinin pozitif yiiklii baglanma cebini olusturmaktadir [33, 34].
PH, IRS1’in membranla etkilesime ge¢mesinden, sitozoldeki substrat proteinlerin
membrana gogiinden ve IRS’lerin trimerik G proteinlerle interaksiyona girerek
sinyalin dagilimindan sorumlu boélgesidir [35]. Ayrica IRS1’ in nukleusa ge¢isini
saglayan nuklear lokalizasyon sinyalleri de bu bolgede yer almaktadir [36, 37].

PTB bolgesi, 155-309. aminoasitler arasindaki bolgede lokalizedir. IR
(insiilin reseptorii) ve IGFR (insiilin benzeri biiylime faktorii reseptorii)’ lerinin
juxtamembran bolgesindeki NPXY (Asparajin-Prolin-Herhangi bir aminoasit-
Tirozin) motifindeki fosforile Y950 ve Y960’ a baglanan bolgedir [34, 38]. Bu
bolgenin delesyonu IRS1’ in IR tarafindan fosforilasyonunu tamamen baskilamistir
[39]. Dolayisiyla bu bolgelerin fosforilasyonu, IRS1¢ in tirozin fosforilasyonu igin
temel asamayr olusturmaktadir. Ayni zamanda inositolfosfat ve fosfoinositit’lere
baglanarak IRS sinyalizasyonunun devamini saglamaktadir [40].

IRS1¢ in karboksi terminali ise aile elemanlar1 arasinda en az homoloji
gosteren ve buna bagl olarak sinyal iletiminin dagilimini ve ¢esitliligini saglayan
bolgeyi olusturmaktadir [41]. Dolayisiyla aile elemanlarinin ayni yapisal ozellikte
olmasina ragmen farkli sinyal yolaklariyla etkilesime gegebilmesi ve ayni dokuda
farkli rolleri TUstlenmesi bu bodlgede bulunan farkli protein motiflerinden
kaynaklanmaktadir [42, 43]. (Sekil 2.3)
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Sekil 2.3. IRS1 proteininin molekiiler yapisi ve alt birimlerinin gérevleri

IRS1 karboksi terminalinde yaklasik 21-23 adet tirozin fosforilasyon motifi
icermektedir. Bu motifler IRS1’ in etkilesime gecebildigi aktive olmus bir ¢ok
reseptOriin etkisiyle fosforile olmaktadir [44]. IRS1’in tirozin fosforilasyonu sinyalin
pozitif diizenlenmesine sebep olmaktadir. Fosforile olan motifler 6zellikle SH2
baglama bolgesi igeren PI3K’nin regiilatdr alt iinitesi p85a, GRB2, Nck, Fyn ve
protein tirozin fosfatazlar gibi proteinler i¢cin baglama bdlgesi olusturmaktadir [27].
SH2 bolgesi, yaklagik 100 aminoasitten olusan farkli biyolojik etkileri olan sinyalleri
ileten molekiillerde bulunan kii¢iik protein modiiliidiir [45].

IRSI’in en Onemli efektorlerinden bir tanesi PI3K’ dir. PI3K enzim
kompleksinin regulatdr alt {initesi olan p85a., sahip oldugu SH2 bdlgesi araciligiyla
IRS1’ in karboksi bolgesinde lokalize olan Y612MPM, Y632MPM, Y662MMM, ve
Y732MNM pozisyonlarindaki 4 adet YXXM (Tirozin-X-X-Metionin) motifine
baglanmaktadir. Insiiline bagli aktive olan PI3K yolagi, temel metabolik ve
proliferatif yolaklarin aktivasyonundan sorumlu olmasi nedeniyle PI3K’in bu
bolgeler ile interaksiyonu oldukca dnem tasimaktadir [20, 46].

Tirozin fosforilasyonuna ugrayan IRS1’ e baglanan ikinci dnemli protein ise
GRB2° dir. GRB2, IRS1 “ in Y895VNI ve Y911INI motiflerine baglanmaktadir.
Yapilan c¢alismalarda, bu bolgelerde meydana gelen mutasyonlarin GRB2
etkilesimini tamamen durdurdugu gosterilmigtir. GRB2 aktivasyonu RAS ve ERK
(extracellular  signal-regulated kinase) proteinlerinin aktivasyonuna sebep
olmaktadir. Insiilin uyarimia bagl olarak aktif olan bu yolak ise insiilinin mitojenik
etkilerinden sorumlu sinyal dalin1 olusturmaktadir[47, 48].



Genel olarak IRS1 tirozin fosforilasyonunun insiilin sinyal akisina olan
etkisine bakildiginda ilk basamak PI3K’ nin, IRS1’in pYXXM motifinde fosforile
olan tirozin (pY) dizisine sahip oldugu SH2 bdélgesi aracilifiyla baglanmasidir. Bu
baglanma ile PI3K enziminin katalitik alt iinitesi pl110a da IRS1’e bagh p85’e
baglanir. Boylece membranin i¢ yiizeyine bu kadar yaklagan pl110, membranda
bulunan inositol 4,5-difosfatlar1 inozitol 3,4,5-trifosfatlara doniistiiriir. Inositol 3,4,5-
trifosfatlar PDK1 enzimine baglanarak bunu aktiflestirir. Aktiflesen PDK1 AKT,
mTOR, S6K ve PKC izoformlarmin aktivasyonuna neden olur. Boylece IRS1
aktivasyonuna bagli olarak aktiflesen AKT ve MAPK yolaklar1 metabolik ve
proliferatif yolaklarin aktivasyonuna sebep olmaktadir [25, 49].

IRS1’in karboksi terminalinde tirozin motiflerinin yamisira  bir ¢ok
Serin/Treonin kinazinin fosforilasyon motifi (SP veya TP) iginde yer alan yaklasik
100 adet Serin veya Treonin amino asiti vardir [50]. Bu boélgeler de tirozin
motiflerinde oldugu gibi IRS proteinlerinin farkli kosullarda farkli sinyal yolaklarim
uyarmasini ve aile elemanlarinin farkli gérevler listlenmesine neden olmaktadir [51].
IRS1 tirozin fosforilasyonlart insiilin sinyal yolagini pozitif yonde etkilemekle
beraber, Ser/Thr alanlarimin fosforilasyonlar1 yolagin hem aktivasyonuna hem de
inhibisyonuna neden olabilmektedir. Bu nedenle hiicresel indiikatoriin kdkeni
yolagin akibeti hakkinda 6nem kazanmaktadir. IRS1’in bu fosforilasyon alanlarinin
insulin sinyali {izerine etkilerini anlamaya yonelik gerceklestirilen bir ¢ok calisma
instilinin fizyolojik ya da patolojik durumdaki etkilerini korunmus ve siki bir sekilde
regiile ettigini ortaya koymustur [35, 52]. Ancak bir ¢ok calismaya ragmen patolojik
ve normal fizyolojik durumda Ser/Thr fosforilasyona sebep olan etmenler,
fosforilasyon bolgeleri ve etkileri tam olarak aydinlatilamamigtir [53]. Bunun nedeni
olarak IRS1 “ in insanda ve farede bir ¢ok Ser/Thr fosforilasyon bolgesine sahip
olmas1 gosterilmektedir. Bir diger etmen olarak ise IRS1 Ser/Thr fosforilasyonlarinin
hem negatif geri bildirim olarak IRS1¢ in alt sinyal elemanlar1 tarafindan hem de
baska sinyal yolaklar1 aracilifiyla gerceklestirilmesidir. Bu sekilde meydana gelen
sinyaller arasindaki etkilesim ayni bolgenin farkli molekiiller tarafindan da fosforile
edilebildigini gostermektedir. Dolayisiyla sinyalin etkisinin de degiskenligi soz
konusu olmaktadir [54].

2.2.1.3. PI3K (Fosfoinositid 3 kinaz)

Tirozin fosforilasyonuna ugrayan IRSI1‘ in uyardigi en Onemli alt sinyal
eleman1 PI3K* dir. PI3K, bircok biyolojik aktiviteyi ikincil lipid mesajcilar iireterek
regiile eden enzim ailesidir [55].



Yapisal ozelliklerine gore sinif I, sinif II ve sinif Il olmak iizere {i¢ alt gruba
ayrilmaktadir. Stif I PI3K” lar, sinif TA ve sinif IB olmak iizere iki alt gruba ayrilir.
Smif [IA Reseptor Tirozin Kinazlar (RTK), smif 1B ise G Protein Coupled
Reseptorler (GPCR) tarafindan aktive edilir. Sinif TA PI3K’ ler p85a, p85P ya da
pS55y olmak iizere farkli regiilator izoformlardan ve p110a, p110B ya da p1106 olmak
tizere farkli katalitik formlardan olusan heterodimerik enzim kompleksidir. Regiilator
alt linite stabil olmamasi ve ¢ok ¢cabuk degrade olmasi nedeniyle hiicrede neredeyse
her zaman katalitik alt {initeye bagli olarak bulunmaktadir. Bu baglanma sadece
katalitik alt iinitenin stabilitesi acisindan degil ayn1 zamanda enzimin fosfotirozin
motiflerine baglanincaya kadar allosterik inhibisyonu agisindan da 6nemlidir [56,
57].

Bu sinif enzimlerin temel gorevi fosfatidil inositol (4,5) bisfosfat (PIP2)’1n 3.
karbonuna fosfat takarak fosfatidil inositol (3,4,5) trifosfat (PIP3)’ 1 olusturmaktadir.
PIP3, proliferasyon yapmayan dinlenme halindeki hiicrelerde saptanamayacak kadar
az iken biiyiime faktorlerinin varliginda proliferasyon sinyali alan hiicrelerde
miktarlar1 artmakta ve metabolizma, bliylime, sagkalim, proliferasyon ve farklilasma
gibi bir ¢ok hiicresel fonksiyondan sorumlu yolaklarin aktivasyonunu saglamaktadir
[58].

PI3K aktivasyonu, diger yolaklarin aktivasyonunda oldugu gibi insulin
sinyalinin devamliliginin saglanmasinda da olduk¢a 6nemlidir. Ligand baglanmasi
ile aktive olan insiilin reseptorii, IRS1’in YxxM motiflerinde bulunan tirozinlerin
fosforilasyonunu saglar. Bdylece bu bolgeler, PI3K’ 1n regiilator alt birimi igin
baglanma noktasi olusturur. Fosfotirozin motiflerine baglanan heterodimerik yapz,
konformasyonel degisim ile aktif hale gecerek PIP2’yi PIP3’e ¢evirir. Meydana
gelen fosforilasyon ile olusan PIP3, sinyali ileten bir sekonder mesajci olarak gorev
yapar. PIP3, yapisinda plekstrin homoloji (PH) bdlgesi tasiyan molekiiller igin
membranda bir baglanma noktasi1 olusturur. Bu sekilde hiicre membranina baglanan
molekiiller fosforillenmek suretiyle aktive edilirler [59].

PIP3 olusumu bir seri serin/treonin kinazin membrana gogiine sebep olur.
Insiilin indiiklii PIP3 sinyali sonucundan aktive olan 3 temel serin/treonin kinaz
bulunmaktadir. Bunlar PDKI1 (3-phosphoinositid-bagimli protein kinase 1), PKB
(Protein Kinaz B) ya da AKT ve PKC{ (Protein Kinaz C {)’ dir. Ug protein de
normal sartlarda sitosoldedir. PIP3 aktivasyonuyla membrana go¢ ederler. PKB ve
PDK1 PIP3’ e PH bolgesi ile PKCC ise C1 domaini ile PIP3’ e baglanir [60].

PDK1, sitoplazmada siirekli olarak aktif ancak sinyal iletemez halde
bulunmaktadir. Siirekli aktivasyonunun nedeni PKB ve PKC ile de homoloji
gosteren A loop bolgesindeki serin amino asitini otofosforile edebilmesidir. PIP3
olusumuyla beraber PDK1 ve iki substrati membrana go¢ eder. PDK1, burada her iki
proteini de A loop bolgelerinden fosforile ederek insiilin sinyalinin akisinin devamini
saglar [61].
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PI3K’in pozitif etkisi PIP3 seviyesinde PTEN (fosfataz ve tensin homolog)
ve SHIP2 (SH2-igeren inositol 5’ fosfataz-2) gibi fosfolipid fosfatazlar tarafindan
negatif olarak regiile edilmektedir. PTEN, PIP3’iin 3’-ucundaki; SHIP2 ise 5’-
ucundaki fosfati uzaklastirip PIP3’i PIP2’ye cevirerek PI3K aktivitesini de inhibe
etmektedir. Ayrica PI3K, intrinsik serin kinaz aktivitesi ile regiilator bolge p85a’ y1
S608 pozisyonundan fosforile ederek de kendi enzimatik aktivitesini azaltmaktadir
[62].

Insiilin sinyalinde PI3K aktivitesi, AKT ve PKC{ aktivasyonuyla glukoz
homeostasisini pozitif yonde regiile ederken, bazi durumlarda insiilin aktivitesini
negatif olarak da regiile edebilmektedir [60, 63]. Buna ornek olarak, p85
ekspresyonundaki artisin 6zellikle obez bireylerde insiilin direnci gelisiminde etkin
bir mekanizma oldugu gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalar, serbest p85 miktarindaki
artigin tirozin fosforile IRS1’e baglanmada heterodimerik kompleks ile yarisa girerek
sinyalin etkinligini azaltti§in1 gostermektedir. Diger bir inhibisyon mekanizmasi ise
monomerik regiilator bolgenin fosforile IRS1’e baglandiktan sonra onu reseptdrden
ayirarak kompakt halde hiicrede PIP3 iiretmeden bekletmesidir [64].

2.2.1.3. AKT/PKB (Protein Kinaz B)

AKT/PKB, PI3K’ 1 alt sinyal proteini olup bir serin/treonin kinazdir. AKT,
insiilinin PI3K bagimli metabolik ve mitojenik aktivitelerini gergeklestirmesi i¢in bir
cok substrati fosforile ederek aktivasyonunu ya da inhibisyonunu saglamaktadir.

Memelilerde farkli genlerden sentezlenen ii¢c AKT izoformu bulunmaktadir.
Bu izoformlar yapisal olarak ayni olmakla beraber gen dizisi agisindan %80 oraninda
benzerlik gostermektedir [65]. Her izoformun amino terminalinde PH bolgesi,
karboksi terminalinde ise katalitik ve regiilator bolgeleri bulunmaktadir. AKT’ nin
PH bolgesi, hiicre membran1 yapisinda bulunan fosfatidilinositol (3,4,5)/PIP3
trifosfat ile interaksiyona girer. Karboksi bolgesi ise li¢ izoformun aktivasyonu i¢in
onemli fosforilasyon bdlgelerini igermektedir [66, 67].

Son zamanlar yapilan siRNA c¢alismalar1 izoformlarin farkli biyolojik
aktivitelerde gorev aldigini ortaya koymaktadir. Bu ¢aligmalarda AKT1 delesyonu,
yasam siiresinin kisalmasina, biiylime ve gelisme geriligine sebep olurken, AKT2
delesyonunun insiilin direnci ve diyabet gelisimine neden oldugu gosterilmistir [68-
70]. AKT3* {in glukoz homeostasisinde gorev almadigi ancak noral gelisiminde
oldukca 6nemli oldugu ortaya konmustur [71]. Bu gorev dagilimi farkliliginin AKT
izoformlariin farkli dokularda ekspresyon gdstermesinden de kaynaklandigi
diistiniilmektedir. AKT3 agirlikli olarak sinir sistemi ve testislerde ekspresyon
gosterirken, AKT1 ve AKT?2 ise yaygin ekspresyon gostermektedir [72].

AKT proteininin aktivasyon mekanizmasina bakildiginda, ii¢ AKT izoformu
da C-terminal A-loop (aktivasyon bolgesi) bolgesinde T308FCGTP motifine sahiptir.
Bu bolge PDKI igin fosforilasyon bolgesidir. Insiilin uyarimma baglh PIP3
aktivasyonu ile membrana transloke olan PDK1, AKT’yi T308 bolgesinden fosforile
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eder. Bu fosforilasyon AKT’nin aktivasyon loop bdlgesinin stabilizasyonunu
saglayarak enzimin aktif konformasyonda kalmasini saglar. T308 fosforilasyonu,
AKT’nin aktivasyonu igin yeterli olsa da, C-terminalde bulunan F-P-Q-F-S-Y
motifindeki Serin (S473) amino asitinden fosforilasyonu AKT’nin tam aktivasyonu
icin sarttir. S473 fosforilasyonu ise mTORC2 tarafindan gerceklestirilmektedir. Bu
motifte meydana gelen nokta mutasyonlart AKT nin aktivitesini tamamen bozar ve
enzimi inhibe eder [73-75]. AKT aktive olduktan sonra RxRxxS/T motifini tasiyan
hedef molekiilleri Serin veya Treonin amino asitlerinden fosforile ederek bunlari
aktive ya da inhibe eder [76].

Insiilin sinyal yolag: tarafindan aktive edilen AKT’nin ilk fizyolojik hedefi
GSK3 (glukojen sentez kinaz 3) olarak tanimlanmistir. GSK3, siirekli olarak aktif
olan ve stirekli GS (glukojen sentaz) fosforilasyonu yapan bir enzimdir. GS’nin
GSK3 tarafindan serin fosforilasyonu glukojen sentezini inibe etmektedir. GSK3’nin
AKT tarafindan fosforilasyonu GSK3’iin inhibisyonuna ve dolayisiyle GS
aktivasyonuna sebep olarak glukojen iiretimini artirmaktadir [77].

AKT’nin ikinci hedefi ise GLUT4 proteininin membrana translokasyonunu
saglamasidir. AKT, GLUT4 translokasyonu i¢in, AS160 (Rab-GTPaz aktive edici
protein)’t fosforile ederek inhibe eder. Bu durum, hiicre iskeletinin tekrar
organizasyonundan sorumlu Rab kiigiik GTPaz aktivitesini hizlandirir ve GLUT4’ iin
hiicre membranina translokasyonunu saglar [78]. GLUT, transport protein ailesidir
ve bir nevi tasiyict gorevi gorerek glukozun hiicre i¢ine alinimini saglar. Bir ¢ok
calisma, GLUT4’ilin viicudun glukoz homeostasisinin saglanmasinda olduk¢a 6nemli
oldugunu gostermistir. GLUT4  regiilasyonu, Ozellikle kas ve yag dokusunda
instiline bagli glukoz tasiniminda 6nemli basamaklardan bir tanesini olusturmakta
olup, tip 2 diyabette bu regiilasyonunun bozuldugu gosterilmistir. Ayrica farelerde
GLUT4 ekspresyonunun baskilanmasinin insulin direncine neden oldugu goriiliirken,
ekspresyonunundaki artisin DB/DB fare modellerinde diyabeti tolere edilebilir hale
getirdigi saptanmistir [79, 80].

AKT’ nin diger bir hedefi ise TSC2 (tuberdz sclerosis 2)’ dir. TSC2 proteini,
TSC1 ile formasyona girerek mTOR (mammalian target of rapamycin) aktivitesini
negatif etkilemektedir. AKT, TSC2’yi fosforile edip bunun mTOR ile baglanmasini
engelleyerek mTOR aktivatori RHEB’in mTOR’a baglanmasini saglar. mTOR
aktivitesinin en 1yl bilinen fonksiyonu translasyonunun baglamasini regiile
etmesidir[80]. Dolayisiyla hiicrede proliferasyonu ve biiylimeyi saglamaktadir. Bunu
okaryotik translasyon baglama faktorii olan elF4E ye baglanan ve kompleks
olusumunu inhibe eden 4E-BP1’ yi fosforilleyip eIF4E’ nin serbest kalmasini
saglayarak gerceklestirir. Ikinci 6nemli gorevi ise ribosomal proteinlerin sentezini
arttirmaktadir. Bunu ise S6K1 (ribosomal p70 S6 kinase) aktive ederek gergeklestirir.
mTOR aktivitesinin en 6nemli gérevinden bir tanesi de mTOR’ un regiilator alt {inite
RICTOR’ a baglanarak heniiz bilinmeyen bir mekanizma ile AKT’nin tam
aktivasyonunu saglayan S473 fosforilasyonunu gergeklestirmesidir [81].
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AKT, aym1 zamanda FOX (winged helix ya da forkhead) transkripsiyon
faktorli ailesinin aktivitesini kontrol ederek glukoneojenik ve lipojenik enzimlerin
ekspresyonlarini regiile etmektedir. FOX ailesi 100’{in iizerinde eleman1 bulunan ve
insiilinin 6nemli etkilerinin ortaya ¢ikmasii saglayan protein ailesidir [82]. Bu
anlamda, FOXOI1, karacigerde glukoneogenik genlerin aktivitesinden ve
adipogenezin inhibisyonundan sorumludur [83]. Insiilin yolag: ile aktive olan AKT
FOXO1’1 Ser256 bolgesinden fosforile ederek FOXO1’in etkilerini baskilamaktadir.
Bu fosforilasyon ayni zamanda FOXO1’in 14-3-3 proteinleri ile interaksiyona
gecmesini ve sitoplazmada tutulu kalmasina sebep olmaktadir [84]. FOXA2, a¢lik
lipid metabolizmasinin 6nemli regiilator proteinidir. Ayrica, AKT bir diger FOXO
tiyesi olan FOXOAZ2’yi Treoninl56 lizerinden fosforile ederek bu proteinin nuklear
lokalizayonunu ve transkripsonel aktivitesini baskilamaktadir [85].

2.2.1.4. RAS-MAPK

Insiilinin uyardig1 en énemli yolaklardan bir digeri ise RAS-MAPK yolagidir.
Insiilin ile aktive olan insulin ya da IGF reseptoriine baglanan ve fosforile olan IRS1’
in karboksi bolgesindeki tirozin motiflerine SH2 bolgeleri ile baglanan GRB2 ve
SHC ardindan GAB1’e baglanir, GAB1 de bir GEF (guanil nucleotide exchange
factor) olan SOS ile baglanip bunu aktive eder. Aktive olan SOS ise RAS’a GTP
baglayarak aktif RAS-GTP kompleksini olusturur [86].

Ras ailesi, yapisal ve fonksiyonel olarak korunmus GTP baglayan
proteinlerdir. Ailenin temel elemanlar1 H-ras, K-ras ve N-ras olmak tizere {i¢ farkli
genden kodlanmaktadir. Ailenin biitiin elemanlarinin karboksi bolgesinde korunmusg
CAAX (A’ lar alifatik aminoasit, X’ler ise serin ya da treonin aminoasitleri) motifi
ve degisken bir bolge (hypervariable domain) bulunmaktadir. Bu bolgeler RAS’in
plazma membrani ile etkilesime ge¢mesine ve fonksiyonel spesifite kazanmasina
neden olmaktadir [87].

RAS ailesi iiyeleri GTP veya GDP bagli formlarda bulunmaktadir. SOS gibi
GEF’ler RAS iiyelerinde GTP’nin GDP ile yer degistirmesini saglarken, GAP’lar
ise RAS proteinlerinin diistik intrinsik GTPaz aktivitesini stimiile ederek GTP
hidrolizine sebep olup RAS inaktivasyonlarina yol agarlar. RAS GTPazlarin protein
yapisinda niikleotid baglama bdlgesinin sinirinda switch 1, switch 2 ve P-loop olmak
tizere ili¢ bolge bulunmaktadir. P-loop bdlgesi niikleotid baglama alanim
olustururken, diger iki bolge niikleotidin durumuna gére konformasyon degistiren
mobil bolgeyi olusturur. GTP baghh durumdayken switch bdlgeleri agik
konformasyona gelir ve RAS proteininin alt elemanlar ile interaksiyona girmesini
saglar. RAS’1in tanimlanmis en Onemli efektor molekiilleri Raf kinazlar, PI3K ve
RalGDS (Ral guanine nucleotide dissociation stimulator) dir. Dolayisiyle, RAS-GTP
kompleksi RAF ile baglanarak ER1/2 enzimlerini, PI3Kp100 ile baglanarak da AKT
yolagin aktive edebilir [88-90].
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RAF serin treonin kinaz ailesi A-RAF, B-RAF ve C-RAF olmak tizere 3 RAF
izoformundan olugmaktadir. RAF proteinleri yapisal olarak genel ve korunmus ii¢
bolgeden olusmaktadir. Proteinlerin N-ter (amino terminal)’ inde CRI1 (conserved
region 1) ve CR2, C-Ter’ inde ise kinaz bolgesini olusturan CR3 bolgeleri
bulunmaktadir [91]. RAF proteinlerinin regiilasyonu yapisinda bulundurdugu bir ¢ok
fosforilasyon bolgeleri ile saglanmaktadir. Bu bolgelerden bazilar1 ti¢ formda da
korunmustur. Dolayisiyla bu bdlgelerin fosforilasyon mekanizmasi ortak bir
reglilasyonun oldugunun gostergesiyken, diger bolgelerin fosforilasyonu ise
izoformlar1 birbirinden ayiran farkli regiilasyonlarin varhigini gostermektedir [92].
RAS’m RAF aktivasyon mekanizmasma bakildiginda, GTP bagli RAS’in RAF
proteinin CR1 bolgesinde bulunan RAS baglanma bolgesine ve sisteince zengin
alanmma baglandig1 goriilmektedir. Bu baglanma RAF’in membrana dogru
cekilmesini saglar. Ancak bu durum sadece RAF aktivasyonunun baslangici olarak
degerlendirilebilirken, RAF’in kinaz aktivasyonu i¢in yeterli degildir. Tam
aktivasyon, izoformlara spesifik olarak numaralandirilmis ancak yapisal olarak
benzer bolgede bulunan CR3’de lokalize aktivasyon segmentinin fosforilasyonu ve
CR2’de bulunan negatif yiiklii segmentin fosforilasyonlar: ile gerceklestirilir.
RAF’in kinaz aktivitesi MEK1 ve 2 araciligtyla ERK1 (extracellular signal-
regulated kinase 1) ve ERK2’ yi aktif hale getirmektedir [92-94].

2.2.1.5. ERK1/2

MAPK ailesinin iizerinde en c¢ok calisilmis elemanlarindan bir tanesidir.
ERK1 (p44MAPK), ERK2 (p42MAPK) vyiikksek derecede benzerlik
gostermektedirler. Bu nedenle c¢ogunlukla birbirlerinin  gorevlerini telafi
edebilmektedirler. Aile elemanlar1 bir ¢ok mitojen ve biiylime faktorii tarafindan
aktive edilebilmektedir. ERK proteinleri yapisinda bir gok MAPK’1n akivasyonunu
saglayan T-X-Y (treonin-herhangi bir aminoasit-tirozin) motifine sahiptir. Her iki
ERK proteini tam aktivasyonu icin motifte bulunan T ve Y aminoasitlerinin her
ikisinden de fosforile olmalidir. Proteinlerin tek bir aminoasitten fosforilasyonu
durumda kinaz aktivasyonu s6z konusu degildir [95].

ERK proteinleri proline yonelen protein kinazlardir. Dolayisyle proline
komsu olan serin ve treonin aminoasitlerini fosforile etmektedir. ERK proteinlerinin
fosforile ettigi hedef motif Pro-Leu-Ser/Thr-Pro dizisidir. Ayni1 zamanda diger
MAPK’larin da hedefi olan S-P motiferini de diger komsu aminoasitler olmadan
fosforile edebilmektedir [96].

Hiicrede ERK proteinlerinin olduk¢a fazla sayida substrati bulunmaktadir.
Insiilin ise hiicre biiyiime ve farklilasmasi gibi mitojenik etkilerini bu yolak
tizerinden gostermektedir. Ancak metabolik yolak ve mitojenik yolaklarin
reglilasyonlar1 birbirinden bagimsizdir. Dolayisiyla insiilinin iki yolak {izerinde
selektif etkisi so6z konusudur. Bu yolagin agirlikli olarak mitojenik etkilerden
sorumlu oldugu bilinse de ERK1/2’nin substratlar1 g6z oniine alindiginda metabolik
yolaklardan sorumlu proteinlerin aktivasyonunda ya da inhibisyonunda rol oynadig:
goriilmektedir. Ornegin AKT’ nin hedefi olan FOXO1’i fosforile etmektedir. Ancak
etkileri heniiz tam aydinlatilamamistir [93]. ERK1/2” in diger bir hedefi ise insiilin
indiiklii lipogenezden sorumlu olan SREBP ailesi elemanlarinin regiilasyonunu
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saglamaktir. Insiilin indiiklii aktive olan ERK1/2’nin SREBP2 ve SREBPla’y1
fosforile ettigi saptanmistir. Dolayisla, ERK1/2 lipid metabolizmasinin anahtar
regiilatorii olarak da gorev almaktadir. [93, 97]. ERKI1/2 aym1 zamanda adiposit
farklilagmasinda da rol oynamaktadir. 3T3-L1 preadiposit hiicrelerinde ERKI1
ekpsresyonu azaltildiginda adipogenezde azalma oldugu gorilmiistir. ERK’ {in
adipogenesis de gec evrede PPARy ‘ y1 inhibe ederek farklilasmay: baskiladigi
saptanmistir[98]. Ayrica ERK aktivasyonunun beta hiicre gelisiminde de onem
tagidig1 diistiniilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda ERK sinyalinin beta hiicre biiylimesi
ve proliferasyonu agisindan oldukc¢a 6nemli oldugu goriilmiis ve insiilin bulunmayan
farelerde karaciger spesifik ERK1/2 aktivasyonunun beta hiicre kitlesinde artisa
neden oldugu goriilmiistiir [99].

2.3.  IRSI Proteinin, Insiilin Etkisinde Biyolojik Fonksiyonu

Insiilin, hiicrede biiyiime, farklilasma, metabolizmanin gelisimi, protein ve
DNA sentezi, gen ekspresyonunun regiilasyonu gibi bir ¢ok etkiyi
indiikleyebilmektedir[10]. Bu nedenle gen baskilama g¢aligmalart insiilin uyarimli
IRS proteinlerinin fizyolojik rolleri iizerine etkilerini ortaya koymakta yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yonde yapilan caligmalar, IRS1 -/- farelerin pre-postnatal
donemde gelisme geriliginin oldugunu ve iskelet kasinda insiilin sinyalinde
bozulmaya ek olarak orta derece sistemik insiilin direnci gelistirdigini ortaya
koymustur[100].

Organ spesifik ¢aligmalarda ise IRS1¢ in 6zellikle iskelet kasi ve karaciger
gelisiminde Onemliyken beyin, ince bagirsak ve dalak gelisimine katkida
bulunmadig1 ortaya c¢ikarilmistir. Ayrica, bobrek ve kalp gelisiminde de cinsiyete
bagli polimorfizimler gostermekle beraber 6nem tasidigi saptanmaistir.

Tokluk plazma glukoz seviyesinin diizenlenmesi, insiilinin en O6nemli
gorevlerinden bir tanesidir. Bu da yukaridaki boliimlerde belirtildigi gibi insiilin
duyarli dokularda GLUT4‘ {in membrana translokasyonu ve glukozun hiicre i¢ine
alm ile gerceklesmektedir. IRS1-/- farelerin insiilin ve IGF-1 indiikli glukoz
alinimlariin oldukca diistiigii goriilmiistiir. Bu asamada glukoz aliniminin tamamen
durmamasinin nedeni olarak da IRS2 proteinin tirozin fosforilasyonunun arttirilmasi
gosterilmektedir. Ancak bu durum insiilin direnci gelisimini engellememektedir. Bu
hayvanlarda insiilin direnci olmasina ragmen, aglik kan sekerlerinin normal oldugu,
glukoz intoleransinin ise hiperinsiilinemi ile azaltildigr belirtilmistir [101]. Ayrica
hiperinsiilineminin beta hiicrelerinin hiperplazisine neden oldugu goriilmiistiir. Bu
hayvanlarda beta hiicre kitlesinin artisinin yaninda glukoza yanit olarak insiilin
miktarinda ve sekresyonunda da defektlerin oldugu belirlenmistir. Bunun nedeni
olarak ise intraseliller Ca*? depolarindan otokrin olarak aktive edilen Ca®
salimimindaki bozukluk gosterilmistir [102]. Hiperinsiilemik-6glisemik klampler,
iskelet kasi, karaciger ve adipoz doku gibi baslica insiilin duyarli dokulardaki
IRS1’in in vivo sartlarda insiilin direnci gelisimindeki anahtar etkisini ortaya
cikarmistir. Buna bagli olarak IRS1-/- modellerde insiilin’e bagli glukoz
transportunda ve kas glukojen sentezinde defektlerin oldugu saptanmistir. Bu durum
molekiiler olarak incelendiginde iskelet kasinda tirozin fosforile proteinlerle iliskili
olarak insiilin indiiklii PI3K aktivasyonunda azalma oldugunu saptamislardir. Bu
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durum siirekli eksprese edilen IRS2 proteini ve insiilin indiiklii aktivasyonu ile bile
telafi edilememistir [103].

Tilim bu verilere ek olarak IRS1-/- farelerde hipertrigliseridemi, hipertansiyon
ve endotel-bagl vaskiiler gevsemede bozulma gibi X sendromunun endikasyonlari
gorilmistlir. Ayrica, IRS1 -/- farelerde agir osteopeni de saptanmistir. Bu farelerde
instilin ve IGFI indiiklii proliferasyon ve farklilagmanin defekte ugramasi nedeniyle
osteoklastogenesisde de bozulma saptanmistir. Dolayisiyla, IRS1’in insiilin ve IGF I’
in anabolik etkisine bagli olarak kemik gelisiminde ve devamliliginda 6nemli oldugu
sOylenebilir [104, 105].

2.4. IRSI1 Proteinin Insiilin Sinyalini Regiilasyonu

Hiicresel sinyal yolaklarinda kontrol mekanizmalari olduk¢a Onem
tagimaktadir. Dolayistyle insiilin sinyalinin kendi kendini kontrol edecek sekilde
otoregiilasyon sistemi bulunmaktadir. Hiicresel kontrol sistemlerinin, otoregiilasyonu
“homolog desensitizasyon” adi verilen ve sinyalin alt elemanlar tarafindan yukarida
bulunan proteinlerin aktivasyonunu inhibe etmesi seklinde gerceklesebildigi gibi,
“heterolog desensitizasyon” yani baska yolak elemanlarinin insiilin sinyalindeki ana
sinyal elemanlarinin aktivitesini inhibe etmesi seklinde de gerceklesebilir [106].
(Sekil 2.4)

kazanmasi
* IRS1 degradasyonu

* IR ile interaksiyon kesilmesi
* PI3K ile interaksiyon kesilmesi
* IRSY’ in inhibitor ozellik

Sekil 2.4. IRS1 Ser/Thr fosforilasyonunun protein yapisi ve yolak iizerindeki etkileri
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Insiilin sinyal yolagmin regiilasyonu temel olarak geri bildirim mekanizmas1
seklinde IRS proteinleri tarafindan regiile edilmektedir. IRS proteinleri iizerinden
insiilin sinyali regiilasyonu, proteozom aracili degradasyon, fosfataz aracili
defosforilasyon ve IRSI1’in Ser/Thr fosforilasyonu mekanizmalar1 araciligiyla
gerceklestirilmektedir. IRS1 Ser/Thr fosforilasyonu genellikle IRS1’in tirozin
fosforilasyonunun azalmasina, IRS1’in PI3K baglayamamasma ve hatta IRS1’in
degradasyonuna neden olarak insiilin sinyal yolagmi baskilamaktadir. Insiilin
sinyalinin kontrolii fizyolojik olarak geri bildirim “negatif feedback™ seklinde kendi
sinyal akisini kapatmaya yonelik gergeklesse de proinflamatuar sitokinler, oksidatif
stres ve yag asitleri IRS1’in Ser/Thr fosforilasyonunu indiikleyerek insiilin sinyal
iletimine ciddi zararlar verebilmektedir [54, 106].

Son yillarda bir ¢ok calisma “IRS1 kinazlar” {izerine yogunlagmistir. IRS1
kinazlar genel olarak iki gruba ayrilabilmektedir. Birinci grup, insiilin ve IGF1
sinyalinin mediyatorlerini igermektedir. Bu grupta bulunan kinazlar uzun siireli
insiilin uyarimlarinda IRS1°1 negatif etkilemektedir. Diger grup ise insiilin yolagi
disindaki yolaklara ait insiilin ya da IGF1 etkisini inhibe eden kinazlar1 icermektedir.
Boyle bir gruplamanin yaninda insiilin sinyalinin diger sinyal yolaklariyla siki
etkilesimde olmasi, bazi IRS kinazlarin hem insiilin tarafindan hem de insiilin
direncini indiikleyen kinazlar tarafindan da aktive olmasina neden olmaktadir. Bu
nedenle IRS1’in fosforilasyonuna neden olan hiicresel ortamin, uyaranin,
fosforilasyon bolgesinin ve etkilerinin belirlenmesi insiilin direnci gelisiminin
patogenezinin ortaya ¢ikarilmasi agisindan olduk¢a 6nem tagimaktadir [7, 54, 107].

2.4.1. Insiilinle indiiklenen IRS1 Ser/Thr Fosforilasyonu

Bu grup IRS kinazlarini, insiilinle stimiile olan sinyalin alt elemanlar
olusturur. Insiilin stimiile IRS kinazlarin etkilerinin, PI3K inhibitorleri tarafindan
ortadan kaldirildig1 goriilmiistiir. Bu sayede PI3K yolaginin alt elemanlarinin IRS1
protein fonksiyonunun negatif regiilatorleri oldugu ortaya ¢ikarilmistir [108].

PKCC, IRS proteinin indiikledigi alt yolak elemanlarindan bir tanesidir.
PKCC,, insiilin uyarimmna bagli olarak adipositlerde ve iskelet kasinda glukoz
alimimint uyarmaktadir [109]. PKCC, insiilinin fizyolojik etkilerini gergeklestiren
arracilardan olmasinin yaninda fizyolojik “negatif geri bildirim” mekanizmasini
IRS1 iizerinde Ser/Thr fosforilasyonu yaparak gergeklestirmektedir [108]. Fao ve
NIH3T3 hiicre hatlarinda PKCC’nin, uzun siireli insiilin muamelesinde ve
ekspresyonunun artisinda insiilin sinyalini baskilandig1r belirlenmistir. PKCC
ekspresyonunun artisinda endojen IRS1’in PKC( ile insiiline bagli bir durum olarak
kompleks olusturdugu ve sinyalin durmasina neden oldugu saptanmistir [110]. Uzun
stireli insiilin muamelesi durumunda ise IRS1 1 S323 pozisyonunda fosforile ederek
IRST’in IR’dan ayrilmasint sagladigi bulunmustir. Bu verilere ek olarak S323A
degisimini eksprese eden hiicrelerde IRS1’in tirozin fosforilasyonunu azaldigr ve
AKT S473 fosforilasyonunun da defekte ugrattigi saptanmustir [111]. Bu bolgenin
yaninda IRS1’in S503, S574 ve S616 bolgelerinin de PKC( tarafindan fosforile
edildigi ve bu bolge fosforilassyonlarinin IRS1’in PI3K ile olan etkilesimini kestigi
gosterilmistir3 [112].
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Insiilin uyarimina bagh olarak IRS1 Ser/Thr fosforilasyonu gergeklestiren
diger IRS kinazlar mTOR ve S6K dir. mTORCI1 ve S6K, IRS1’i sirasiyla S312,
S616, S636 ve S307, S527, S270, S1101 bolgerinden fosforilasyona
ugratmaktadirlar. Bu fosforilasyonlarin IRS1 tirozin fosforilasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir. S6K’in insiilin sinyalinin reglilasyonundaki fizyolojik énemi S6K -/-
modeler ile gosterilmistir. HFD ( yiiksek yagl diyet) le beslenen S6K-/- farelerin
insiilin reseptorlerini tam otofosforile ve aktive edemedikleri saptansa da hayvanlarin
insiilin direnci gelistirmedigi belirlenmistir. Bunun nedeninin ise IR’in alt sinyal
elemanlarinin, insiilin sinyal akisimni hizlandirarak durumu telafi etmesi olarak
aciklanmistir. [113]. Bu farelerin adipoz dokularinda S307, S636 ve karaciger
dokularinda S1101 boélgelerinin fosforilasyonunda azalma oldugu goriilmiistiir. Buna
karsin, HFD’ la beslenen yabanil tip farelerin insiilin direnci gelistirdigi ve IR ile
birlikte alt elemanlarinin da aktivasyonlarinda azalma oldugu saptanmistir. Ayni
zamanda bu hayvanlarda IRS1 S636 ve S307 pozisyonlarindaki fosforilasyonlarda da
artis goriilmustiir [114].

AKT’nin IRS kinaz olarak etkisi hem pozitif hem negatif yondedir. Membran
lokalize AKT’yi ektopik eksprese eden CHO-T hiicrelerinde 1 saatten daha uzun
streli insiilin muamelerinde IRS1 tirozin fosforilasyonunu kalict kildigr ve
sabitledigi ancak 2 dk. insiilin muamelesinde bdyle bir etkinin goriilmedigi ortaya
cikartlmistir [115]. Ancak, IRS1’in S270/S307/S330/S636A mutasyonlarindan
olusan vektoriin ekspresyonu bu pozitif etkiyi elemine etmistir. Bagka bir calismada
ise IRS1’in AKT bagimli S629 fosforilasyonunun IRS1 tirozin fosforilasyonuna ve
p85°e baglanmasina yardim ettigi saptanmistir. Bu bolge ratlarda bulunmamaktadir
[116]. Ayrica bu bolgenin fosforilasyonunun mTORC1 ve ERK1/2’ nin hedefi olan
S636 fosforilasyonunu da azalttigi belirlenmistir. Ancak tip 2 diyabet, obez ve
normal bireylerin kas dokular1 {izerinde gergeklestirilen MS (kiitle spektrometre)
analizlerinde bu bolgenin fosforilasyonu arasinda belirgin  bir degisim
saptanmamustir. S629 fosforilasyonun insiilin sinyali {izerindeki pozitif etkisine
karsin S527°nin AKT tarafindan fosforilasyonunun sinyal iizerinde negatif etki
yarattig1 saptanmistir. S527 fosforilasyonunun HEK293 hiicrelerinde IRS1’in tirozin
fosforilasyonunu azalttig1 ve IRS1 - PI3K etkilesimini engelligi ortaya ¢ikarilmistir.
Ayrica bu fosforilasyonun saglikli bireylerin kas dokusunda hiperinsiilinemik clamp
stiresince de artig gosterdigi saptanmustir [117, 118].

Kismi olarak IRS’ten bagimsiz, insiilin uyarimli ERK1/2 aktivasyonu bu
kinazlar1 metabolik hastaliklarda, kronik IRS Ser/Thr fosforilasyonu agisindan 1yi bir
aday haline getirmektedir. Yapilan c¢alismalarda insiilin indiikli ERK1/2
aktivasyonunun artmasinin yiiksek yagli diyetle beslenen bireylerin adipositlerinde
hiicreleri insiiline daha duyarli hale getirdigi goriilmiistiir. Bunun nedeninin ise ERK
aktivasyonunun adipositlerin biiylimesine katkida bulunmasi oldugu belirtilmistir. Bu
durumu destekleyici nitelikte HFD ile beslenen ERK1-/- farelerde beyaz yag dokusu
kitlesinde azalma ve insiiline olan duyarlilikda daha da artis oldugu saptanmistir. Bu
verilerden yola ¢ikarak ERK1/2” nin lipolizisi indiikledigi ve insiilin direncine neden
olabildigi sdylenebilmektedir [119].
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IRS benzeri adaptor protein ya da SHP2’yi kodlayan Gabl ve Ptpnll
delesyona ugratilmis farelerin karacigerinde insiilin uyarimli ERK1/2 aktivitesinde
belirgin bir diisiis olurken IRS1 tirozin fosforilasyonunda ve insiilin duyarliliginda
artis oldugu gozlemlenmistir. Bu durum ERK1/2 aktivitesinin azalmasindan ¢ok
Ptpnll delesyonu kaynakli olabilecegi disiiniilsede bu farelerin karaciger
dokularinda, hiicre kiiltiiriindeki negatif etkilerinden farkli olarak IRS1 S307
fosforilasyonunda artis oldugu saptanmistir. Gabl-/- farelerde ise S616
fosforilasyonunda azalma oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Ayni zamanda S616
fosforilasyonunda azalma Grb2 heterozigot farelerde de goriilmiistiir. Bu nedenle bu
alanin ERK1/2 fosforilasyon alan1 olabilecegi diisliniilmektedir[120, 121]. ERK1/2-
aracilt IRS1 S616 fosforilasyonunun vaskiiler endotel hiicrelerinde anjiotensin II-
aracili nitrik oksit sentetaz aktivasyonunu da bozdugu ortaya cikarilmistir. Grb2-/-,
C2C12 kas hiicrelerinde ise S616 ve S636 fosforilasyonlarinda azalma oldugu
saptanmigtir. ERK bagimli IRS1 fosforilasyonunun patolojik etkileri {izerine
gerceklestirilen tiim bu in vitro ve in vivo ¢alismalara ek olarak Tip 2 diyabetli
bireylerin kas hiicrelerinde S636 fosforilasyonunda artis oldugu goriilmiistiir. Bu
bolgenin fosforilasyon seviyesinin, ERKI1/2 aktivitesinin kimyasal olarak
baskilandiginda ise azaldig1 gozlemlenmistir [122, 123].

GSK3, insulin bagl bir kinaz olmasa da insiilin ile diizenlenen bir kinazdir.
AKT tarafindan GSK3 inhibisyonu ve GSK3’iin IRS1 regiilasyonu {izerindeki etkisi,
hiicrenin insiilinle uyarimli durumundan c¢ok bazal seviyedeki durumu agisindan
daha Onemlidir. Yapilan calismalar, GSK3’lin bazal durumdaki IR aracili IRS1
tirozin fosforilasyonunu azalttigini gostermektedir. IRS1 geni {izerinde yapilan SDM
(site directed mutagenesis) c¢aligmalarinda, GSK3’iin fosforilasyon motifi olan
SXXXS aminoasit dizisindeki S337 ve S341 aminoasitelerinin alanin formlarini
eksprese eden hiicrelerde bazal ve insiilin uyarimli durumlarda IRS1 tirozin
fosforilasyonunda artis oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda, insiilin uyarimli AKT
aktivasyonunda da benzer sonuglar elde edilmistir. Dolayisiyla GSK3 proteini ve
aktivasyonundaki artis insiilin direnci ve diyabet gelisiminde IRS1 regiilasyonu
agisindan olduk¢a 6nem tagimaktadir [ 124, 125].

2.4.2. Hiicresel Stres ve Insiilin Direnci Uyaranlar1 Tarafindan Indiiklenen

IRS1 Ser/Thr Fosforilasyonu

Fizyolojik kosullar altinda insiilin sinyal yolaginda, insiilin etkisinin
reglilasyonunun saglandig1 bir ¢ok hiicresel kontrol bdlgesi olmasimnin yaninda
insiilin direncinde IRS sinyali homeostatik degildir. Bunun nedeni insiilin direnci
durumunda hiperinsiilineminin siirekli devam etmesi ve insiilinden bagimsiz geri
bildirim yolaklarinin da devreye girmesidir. Bu siire¢ ilerledik¢e lipid ve
inflamatuarla iliskili yolaklar da IRS sinyaliyle etkilesime girmeye baslamaktadir.
Boylece, IRS1 Ser/Thr fosforilasyonu-aracili insiilin sinyal yolagi regiilasyonunda,
bir ¢cok enzim IRS1’i aym veya farkli bolgelerden fosforile ederek patolojik
durumun gelisimine sebep olmaktadir [52, 54, 124].

mTOR ve S6K, insiilin bagimli ve normal fizyolojik kosullar altinda insiilin
sinyalini geri bildirim mekanizmas1 araciligiyla kontrol etmekteydi. Ancak insiilin
direnci gibi patolojik durumlar altinda insiilinden bagimsiz olarak da aktive
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olabilmektedirler. Bu yolak aminoasit ve glukoz gibi besinlere kars1 olduk¢a hassas
bir yolaktir. Nitekim besin aliminin artis1 durumunda instilin duyarliliginda belirgin
derecede azalma meydana gelmektedir [126]. Yapilan ¢aligmalarda, hiicrelerin
yiiksek glukoz ve 16sin ile muamelesi sonucunda bu yolagin aktive oldugu ve IRS1’i
S307 ve S1101 pozisyonlarindan fosforile ettigi saptanmistir. Benzer sekilde mTOR
inhibitorleri olan TSC1/TSC2 ekspresyonu baskilanmis fare embriyonik fibroblast
hiicrelerinde, artan mTOR aktivasyonuna paralel olarak insiilin direnci gelistigi de
gozlemlenmistir. Bu hiicrelerde IRS1’in  S307, S312, S616 ve S636
fosforilasyonlarinda artis saptanmistir. mTOR ve S6K yolagi aminoasit ve glukoz
gibi besinler i¢in bir sensér durumundadir. Dolayisiyle, besinlerin asir1 tiilketimine
bagli olarak aktif hale gelmekte ve IRS1 Ser/Thr fosforilasyonunu gerceklestirerek
insiilin direncine sebep olmaktadir [127]. Bu ag¢idan bakildiginda mTOR inhibisyonu
tedavi i¢in bir hedef gibi goziikse de uzun siireli mTOR inhibitdrii Rapamycin
kullaniminin insiilin direncini artirdigi goriilmiistiir. Bunun nedeninin ise yliksek
enerjili diyete bagli olarak kas ve adaciklarda stresle aktive olan enzimlerin
miktarindaki artig oldugu diistiniilmektedir. Dolayistyla bu yolagin hem aktivasyonu
hem de inhibisyonu farkli yolaklar {izerinden insiilin direncine sebep olmaktadir
[128].

Insiilin direnci gelisiminde en 6nemli etkenlerden bir tanesi inflamasyondur.
Inflamasyon yolaklarmin aktivitesine neden olan TNFa, IL-1 ve IL-6 gibi
proinflamatuar sitokinler insiilin duyarliliginin azalmasina neden olmaktadir. Ciinkii
bu sitokinler tarafindan aktive edilen ERK, JNK ve IKK enzimlerinin IRS1 Ser/Thr
fosforilasyonu yaparak insiilin sinyal yolagini baskilamaktadir. TNFa insiilin sinyali
tizerindeki negatif etkisini, JNK aktivasyonu araciligryla IRS1 S307 fosforilasyonu
ile gerceklestirmektedir. Bu bolgenin fosforile edilemeyen alanin aminoasiti ile
degistirilmesi durumunda TNFo’nin negatif etkisi ortadan kalkmaktadir. Benzer
sekilde JNK aktivitesinin hayvanlarda inhibitér peptidler ya da hiicre kiiltiiri
ortaminda dominant negatif JNK ekspresyon ile engellendigi durumlarda insiilin
sinyalinin normale donmesi saglamaktadir [52].

TNFo indiiklii insiilin direnci gelisimine katkida bulunan diger bir protein ise
IKKbeta dir. IKKbeta, NFkB aktivasyonunu saglayan bir enzim kompleksinin
tiyesidir. IKKbeta -/- farelerin HFD ile gelisen insiilin direncine karsi direngli
oldugu belirlenmistir. IKK inhibitorii olan salisilatlarin kullaniminin, TNFa aracili
baskilanan IRS1 tirozin fosforilasyonunu ortadan kaldirdig1 da saptanmistir [2]. Tip
2 diyabetli hastalarin dolagiminda, iskelet kasinda ve adipoz dokusunda TNFa
konsantrasyonu yiiksektir. Ayrica saglikli bireylere TNFo inflizyonu durumunda
insiilin direncinin gelistigi gosterilmistir. Kaslarda TNFa aktivasyonu, yukarida
belirtilen yolaklarin yani sira S6K, ERK1/2 gibi bir ¢ok kinazin aktivasyonuna da
sebep olmaktadir. Yapilan caligmalarda boyle bir durumda S307 fosforilasyonunda
artis saptanamazken, IRS1 tirozin fosforilasyonunun azaldigir goriilmiistiir. Bunun
nedeninin ise TNFa inflize edilmis bireylerde artan IRS1 S636 fosforilasyonu oldugu
diisiiniilmektedir [129]. IL6 ve IL1’nin ise TNFa’ ya benzer sekilde IKK, JNK, ERK
aktivasyonu araciligiyla 6zellikle IRS1 S312 ve S616 fosforilasyonlarini arttirarak
insiilin direncine neden oldugu saptanmistir [130].
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Insiilin direnci gelisimine katkida bulunan cevresel faktdrlerden bir tanesi de
viicutta artig gosteren lipid tiirevleridir. Genellikle diyetlerde bulunan doymamis
uzun zincirli yag asitlerinin JNK aktivasyonuna etkisinin olmadig1 gozlenirken,
palmitat gibi doymus yag asitlerinin JNK aktivasyonuna ve IRS1 S312
fosforilasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Ayrica seramid’lerin de hem besin
yolagi iizerinden hem de JNK, IKK, NFkB ve TNFa aracili IRS1 S312
fosforilasyonunu artirarak insiilin direncine neden oldugu saptanmistir[8, 52].

DAG (diagilgliserol) de insiilin sinyali iizerinde antagonistik etki yapmakta
ve bunu Ozellikle “atipik PKC” enzimleri {izerinden ger¢eklestirmektedir. Bir ¢ok
PKC tiirevinin IRS1’1 6zellikle S307, S312, S323, S341, S574, S616 bolgelerinden
fosforile ederek insiilin sinyalini baskiladig1 saptanmistir [131].

Oksidatif stres ve endoplazmik retikulum (ER) stresi de insiilin direnci
gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. ROS (reaktif oksijen tiirevleri) larin JNK ve
IKK gibi  kinazlar1 aktive edip fosfatazlar1 inhibe ederek IRS1 Ser/Thr
fosforilasyonuna neden oldugu bilinmektedir. ER stresi 6zellikle obezite, lipid
birikimi ve inflamatuar sitokinler tarafindan uyarilmakta ve insiilin direnci
gelisimine katki yapmaktadir. Artan ER stresi  Ozellikle JNK-aracili S312
fosforilasyonu ile insiilin direnci gelisimine sebep olabilmektedir [132, 133].

Tiim bu veriler géz oOniline alindiginda, IRS1 Ser/Thr fosforilasyonunun,
disaridan gelen uyarilara ve uyaranlara bagli olarak regiile edildigi sdylenebilir.
IRS1’ in bu regiilasyonu bir ¢ok metabolik yolagin ortak noktasini olugturmaktadir.
Dolayisiyla IRS1 {izerinde fosforilasyona ugrayan bolgelerin, uyaranlarinin ve
etkilerinin belirlenmesi insiilin direncinin patogenezinin agiklanmasi agisindan
olduk¢a 6nemlidir.
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IRS1’ in insiilinle indiiklenen ve/veya hiicresel stresle indiiklenen kinazlar tarafindan
gerceklestirilen Ser/Thr Fosforilasyon bolgeleri ve etkileri (Kirmizi: Negatif etkiyi, Yesil:




2.5. p38 MAPK

p38 MAPK vyolagi, stresle aktive olan ve inflamasyondan, profibrotik
cevaptan, glukoz alimindan, farklilasmadan ve proliferasyondan sorumlu yolaklar
regiile etmektedir [134-136].

p38 MAPK ailesi LPS (lipopolisakkarit) muamelesi sonucunda tirozin
fosforilasyonuna ugrayan 38 kDa’ luk protein olarak tanimlanmustir. [137]. p38
MAPK’lar dort farkli genden kodlanmakta ve farkli dokularda ekspresyon
gostermektedirler. Ailenin yaygin ekspresyon gosteren elemani p38a’ dir [136].

Inflamatuar sitokinler, ¢evresel stres, bilyiime faktorleri, cAMP fiireten
hormonlar, yiiksek glukoz konsantrasyonu, serbest yag asitleri tarafindan aktive
edilen enzimler “dual specificity kinaz” olan MKK3 ve MKK6 enzimlerini aktive
ederler. Aktiflesen MKK3 ve MKK6 p38 MAPK’1 aktivasyon segmentindeki
Thr180-Gly-Tyr182 motifinde bulunan Thr ve Tyr aminoasitlerinin ikisini birden
fosforile ederek aktivasyonunu saglarlar [138, 139].

p38 MAPK pek cok transkripsiyon faktorii ve enzimi fosforile ederek aktive
veya inhibe eder [136, 140]. Insiilin, insiilin sinyali aracihfiyla karacigerde
glukoneogenesisi inhibe ederken glikojen sentezi aktivasyonunu saglamaktadir. Buna
ek olarak lipolizin artmasi glukoneogenesinin substrati olan serbest yag asitlerinin
plazmada artisina neden olur. Tip 2 diyabetli ve insiilin direnci bulunan bireylerde
hepatik glukoneogenesisin arttig1, hepatik glukojen sentezinin ise inhibe oldugu
bilinmektedir [141]. Yapilan calismalarda FFA (serbest yag asidi)’ nin ve
glukagonun karacigerde p38 MAPK aktivasyonuna sebep oldugu ortaya ¢ikarilmistir
[142, 143]. Tip 2 diyabetli hastalarda p38 MAPK’in kontrol edilemeyen hepatik
glukoneogenezisde oOnemli rol oynadig belirtilmektedir. p38 MAPK, hepatik
glukoneogenesisi bir ¢cok mekanizma araciligi ile kontrol etmektedir. Bunlardan
birincisi PGClalfa (peroxisome proliferator-activated receptor-o. co-activator)
araciligiyla glukoneogenesisden sorumlu genlerin transkripsiyonunu saglamaktadir.
Ikincisi CREB (c-AMP response binding element) protein araciligiyla PGC1 alfa
genlerinin ekpresyonunu indiikler. Ugiinciisii ise C/EBP (CAAT/enhancer-binding
protein)  proteinin fosforilasyonunu saglayarak PEPCK (phosphoenolpyruvate
carboxykinase) transkripsiyonunu aktive eder. Ayrica p38MAPK’1n aglik durumunda
glukoz {iiretme kapasitesi olan temel organ bobreklerde de PEPCK geninin
transkripsiyonu araciligiyla glukoneogenesisi diizenledigi bilinmektedir [143-146].

p38 MAPK’1n iskelet kaslar1 ve adipoz dokudaki rolii ile ilgili veriler geliskili
olsa da glukoz alimi ve kullaniminda 6nemli rol oynadig: belirlenmistir. p38 MAPK”’
mn insiilin ve egzersiz uyarimli GLUT4 aracili glukoz aliminda pozitif rol oynadigi
diisiiniilmektedir. p38MAPK’in iskelet kaslarinda egzersize bagli aktivasyonu
sonucundan MEF2 transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu saglayarak GLUT4
ekspresyonunu  uyardigit da saptanmistir  [147]. p38 MAPK’in lipid
metabolizmasindaki roliine bakildiginda ise hepatik lipogenezisin inhibisyonunda
onemli rol oynadigr goriilmektedir. p38 MAPK baskilanmasi sonucunda plazma
trigliserit seviyesinin ve hepatik lipid igeriginin hizla arttigi gortilmistiir. p38
MAPK’1n hepatik lipogenezdeki inhibitdr roliiniin hepatik glukoz iiretimindeki
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uyarict etkisi ile dengede oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii, p38 MAPK lipogenezi
inhibe ederek, glukoneogenezis igin substrat molekiillerin  kullanilimini
engellemektedir [148].

p38 MAPK’in insiilin direncindeki molekiiler rolii tam olarak
aydinlatilamamis olsa da yapilan ¢alismalarda bazal p38 MAPK ekspresyonunun Tip
2 diyabetli ve insiilin direngli bireylerin karaciger ve adipoz dokularinda arttig1
saptanmistir. Iskelet kaslarindaki p38 MAPK artisnin TNF aracili p38 MAPK
aktivasyonundan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. Insiilin direnci ve Tip 2
diyabet gelisiminde etkisi olan sistemik inflamasyonun, FFA’nin ve birgok ¢evresel
ajanin p38MAPK’ 1 aktive ettigi bilinmektedir. Bunun yaninda p38 MAPK’1 aktive
eden TNF gibi faktorlerin de IRS1 Ser/Thr fosforilasyonu aracili insiilin direncini
indiikledigi bilinmektedir.

2.6. Hipotez

Bu noktadan yola c¢ikarak, IRS1 proteininin aminoasit dizisini
inceledigimizde PI3Kp85’in baglanma bodlgelerinin (YxxM) hemen devaminda
bulunan 4 adet spesifik dizilimin p38a’nin substrati olabilecegini saptadik. Bu diziler
insanda GYMPMSe16P, DYMPMS636P, GYMMMSes66P, DYMNMS736P sirasina
sahiptirler ve hepsi p38 MAPK fosforilasyon bolgesidir. Bu baglamda, aktive olan
p38a nin IRS1’1 yukarida belirtilen amino asitlerden fosforile etmesi durumunda
YxxM dizisinin adeta dibinde olan bdyle bir fosforilasyonun getirecegi negatif
yiikten dolay1 insiilin reseptoriiniin YxxM’de Y fosforilasyonu yapamayacagini ve
bu yiizden IRS1 aktivasyonunun inhibe edilecegini diisiindiik. Bizim hedefledigimiz
bolgelerin IRS1 aktivasyon noktasina bu kadar yakin olusu ve bu bolge
modifikasyonlarmimn p38 MAPK ile daha once iliskilendirilmemis olmas: insiilin-
aracili IRS1 aktivasyonuna ayrica bir onem katmaktadir. Bu nedenle, projemizdeki
esas amacimiz, p38-aracili IRS1 fosforilasyonunun (S616, S636, S666, S736
tizerinden) hiicrenin insulin duyarliginini ve proliferasyonunu nasil etkiledigini aciga
cikarmaktir.
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MATERYAL VE YONTEMLER

3.1.  Hiicre Kiiltiirii

Calismamizda SV-40 transforme insan embriyonik bobrek hiicreleri (293T)
kullandik. Hiicrelerin tamami L-glutamin, esansiyel olmayan amino asitler, sodyum
piriivat, %10 Fetal Bovin serum (FBS-Biochrom cat. no: SO115) ve PSA (Penisilin
/Streptomisin/Amfoterisin) (BI- 03 033 113) eklenmis DMEM (Dulbecco’s modified
eagle medium-Biochrom FGO0415) icinde monolayer kiiltiirler olarak %5 CO7’lik
atmosfer, %95 nem ve 37°C’lik inkiibatorde (Shellab) cogaltildu.

3.2. pcDNA3 Flag Tagged insan IRS1 (insulin Reseptér Substrat 1) Memeli
Ekspresyon Vektoriiniin Filtre Kagidindan Sokiilmesi

Kullanilan Soliisyonlar

Tris- EDTA (TE): 10 mM Tris-ClI (Vivantis pro612) (pH 7.5)
1 mM EDTA (Sigma)

Uygulama

pcDNA3 Flag tagged insan IRSI1 ekspresyon vektorii Kaliforniya
Universitesi Jonsson Comprehensive Kanser Merkezi dgretim iiyesi Prof. Dr. Alan
Lichtenstein tarafindan temin edildi. Ekspresyon vektorii whattman kagidina
emdirilerek gonderilmistir. Plasmid emdirilen bolge 56°C derecede TE tamponu
icerisinde vortekslenerek ¢ozildii.

3.3. pcDNA3 Flag-tagged insan IRS1 Ekspresyon Vektoriiniin Cogaltilmasi
icin E.coli DH5a Susuna Transformasyonu
Vektoriin ¢ogaltilmast i¢in E.coli DHS5a susu kullanildi. Transformasyon
isleminin gerceklestirilebilmesi amaciyla oncelikle DHSa susu, plazmid vektori
alabilecek kompetan hale getirildi ve ardindan transformasyon islemine geg¢ildi.

3.3.1. CaCl: Yontemiyle Kompetan DHSa Hazirlanmasi
Kullanilan Soliisyonlar

1. LB (Luria-Bertani) Siv1 Besiyeri: %2’ lik olacak sekilde 4 g LB (Merck
1.10285.0500) toz 200 ml distile su igerisinde ¢oziilerek otoklav edildi.

2. 50 mM CaClz (Sigma C1016) /10 mM Tris (pH:7.4)

3. %100 gliserol (Sigma G2025)
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Uygulama

1.

Ll

AN o

ge

10.

Bir koloni ya da dondurulmus DH5a E.coli susundan 20 ul alindi ve 10
ml LB s1v1 besiyerine konuldu.

37°C calkalamal1 etiivde gece boyu inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonucunda 1-2 ml alinarak 200 ml LB besiyerine kondu ve 4
saat inkiibe edildi.

Bakteri yogunlugu O.Degoo =0,2-0,5 araliginda olmalidir.

200 ml besiyeri 10 dk buzda bekletildi.

50 ml’ lik falkonlara boliindii ve 2000 rpm’de 4°C’ te 5 dk santrifiij
edildi.

Stipernatan atildi. Pelet {lizerine 6nceden sogutulmus 50 mM CaClz /10
mM Tris (pH: 7.4)’ den 100 ml ilave edildi.

15 dk buzda bekletildi. 2000 rpm’de 4 °C’ de 5 dk santrifiij edildi.
Stipernatant atildi. Pelet iizerine 9 ml 50 mM CaClz /10 mM Tris (pH:
74) ve 1 ml %100 gliserol karisimindan konarak homojenizasyon
saglandi.

250 pl miktarlarinda 1,5 ml’lik ependorf tiiplere boliindii ve —80 °C’ de
saklandi.

3.3.2. Agar Hazirlanmasi

2 gr LB Broth ve 1 gr Bakteriyolojik agar (Oxoid L11) tizerine 100 ml distile
H>O ilave edilerek otoklavlandi. Agar donmadan hemen Once (yaklasik 40 °C’ de)
100ml agara 100ul ampisilin (50mg/ml) eklendi ve petri kaplarima dagitilarak
sogumasi beklendi.

3.3.3. E. Coli DHS5a Susuna Plazmid Transformasyonu

1.

2
3.
4

DHS5a kompetan E.colilerden 75 pl ve plazmidden 7 pl alimarak
ependorfa kondu.

. 30 dk buzda bekletildi.

1 dk 42 °C’ de su banyosunda bekletilerek tekrar buza alindi.

. Tipe 1 ml LB besiyeri kondu ve 1 saat 37°C’ de 150 rpm’de

calkalayicida (Sartorius) inkiibasyona birakildi.

Petriye ekim yapilacaksa 4 °C” de 5000 rpm’ de 10 dk ya da 2500 rpm’ de
15 dk santrifiij edildi. Siipernatanin 900 pl’si atildi. Geri kalan 100ul ile
pelet slispanse edildi.

“L” seklindeki pastor pipeti ile 50mg/ml ampisilinli (Sigma A9393) LB
agara yayarak ekildi ve gece boyu 37 °C’ de inkiibe edildi.

Ertesi giin olusan koloni alinarak 200 ml ampisilinli sivi LB igerisine
alinarak gece boyu 37°C’ de 150 rpm’ de inkiibasyon yapild.

2500 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatan atildi ve pelet -20°C’ de
saklandi.

Daha sonra peletten plazmid izolasyonu gergeklestirildi.
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34.

Bakteriden Plazmid izolasyonu
Kullanilan Soliisyonlar

Soliisyonlar

50 mM D-Glukoz (Sigma 16301) (MA: 180) Hazirlanisi: 0,9 gr glukoz 100
ml distile H>O’da ¢o6ziildii.

10N NaOH (Sigma 06203) (MA: 40) Hazirlanisi: 40 gr NaOH 80 ml distile
H>O ¢oziildiikten sonra hacim 100 ml’ ye tamamlandi.

Soliisyon I Hazirlanisi:

1. 50 mM D-Glukoz : 0,9 gr D-Glukoz
2. 25 mM TrisHCI (pH:8.0) : 2,5 ml (1M tris stoktan)
3. 10mM EDTA : 10 ml (100mM EDTA stoktan)

Karisim 100 ml’ye tamamlandi.

Soliisyon II Hazirlamsi: (Kullanimdan hemen 6nce hazirlanir)

1. 0,2 N NaOH : 2 ml (10 N NaOH stoktan)

2. %1 SDS : 10 ml (%10° luk SDS stoktan) (SDS-Merck
8.22050.1000)
Karisim 100 ml’ ye tamamlandi.

Soliisyon III Hazirlansi:

1. 5M potasyum asetat (Codex 358907): 49,075g 100 ml’ de ¢oziilerek 60
ml’ si kullanildi.

2. 11,5 ml glasial asetik asit (Sigma 27222)

3. 28,5 ml steril H2O.

Uygulama

1. 100 pg/ml Ampisilin igeren 100 ml besiyerinde gece boyu iiretilen
transforme bakteriler cogaldiktan sonra 50 ml’ lik falkonlara boliindii.

2. 5000 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi.

3. Siipernatan atild1 ve pelet kaldirildi. Pelet {izerine 5 ml Soliisyon I’ den
ilave edilerek vortekslendi ve 5 dk buzda bekletildi.

4. Uzerine 10 ml Soliisyon II’den ilave edildi. Tiip alt iist edilerek buzda 5
dk bekletildi.

S. Buzda bekletilen tiiplere 7,5 ml Soliisyon III’den ilave edildi ve

karistirilarak 10 dk buzda bekletildi.

Tiipler, 5000-8000 rpm’ de 10 dk santrifiij edildi.

Ust faz yeni tiipe almir, final konsantrasyonu 0,5mg/ml olacak sekilde

RNAz ilave edildi. 37°C’ de 30 dk su banyosunda inkiibasyona birakildi.

8. Siire sonunda esit hacimde fiizerine fenol/kloroform/izoamilalkol
(25:24:1) ilave edildi ve 8000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

9. Siipernatant yeni tiiplere aktarildi. Uzerine 2 hacim saf etanol eklendi. -
80°C’de 1 saat ya da gece boyu bekletildi.

10. Tipler 8000 rpm’ de 1 saat santriflij edildikten sonra siipernatant atildi,
pelet kurutuldu ve 1 ml TE’ de ¢oziildii.

S
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3.5. 293T Hiicrelerine Kalsiyum Fosfat Yontemiyle Plazmid Transfeksiyonu

Kullanilan Soliisyonlar
1. 2XHEPES - pH: 7,05

500 ml hazirlamak igin;

280mM NaCl (Merck 1.06404.1000) 8g (susuz)
10mM KCI1 (Sigma H3375) 0,37g

1,5 mM Na2HPO4 .H20 (Merck 1.06345.1000)  0,3g

12 mM D-Glukoz (Sigma 16301) lg

50 mM Hepes (Sigma H3375) S¢g

2. 2M Ca2Cl (Sigma C1016): 5,88 gr 20 ml distile suda ¢6ziiliir. Deney
asamasinda 0,25 M oraninda kullanilir.

3. 0,1X TE pH:8.0
4. %10 gliserol igeren DMEM

5. Phosphate Buffer Saline (PBS) Soliisyonu: 8 g NaCl (Sigma), 0,2 g KCI
(Sigma), 1,44 g NaH2PO4 (Sigma), ve 0,24 g KH2PO4 (Sigma) tartilarak,
800 ml distile su i¢inde ¢oziildii. NaOH ile pH 7.4’ e ayarland1 ve toplam
hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi. Soliisyon steril kabinde 0,22 pm
vakumlu filtreden gecirildi.

Uygulama

293T hiicreleri transfeksiyondan bir giin 6nce 100 mm’ lik petrilere
pasajland1 ve ertesi gilin yaklasik %70-80 konfluent olan hiicrelere transfeksiyon
yapildi. Transfeksiyonda 30 pg vektor DNA’s1 Sodyum asetat/Etanol c¢oktiirme
yontemi ile sterilize edildi ve ¢oken pelet 1 ml 2xHEPES pH:7.05 i¢inde ¢oziildii.
Bunun iizerine 0.25 Molar 1 mL CaCl; soliisyonu damlalar halinde ilave edildi ve
iyice karistirilan 6rnek laminar kabin i¢inde 30 dk bekletildi. Bu siire sonunda olusan
ve net olarak goriilen kalsiyum fosfat-DNA kompleksi pipetaj ile daha kiigiik
parcalara boliindii ve 6rnek 10 ml besiyerinde bulunan hiicrelerin iizerine 20 cm
mesafeden damlalar halinde birakildi. Gece boyu inkiibasyondan sonra besiyeri
uzaklastirild1 ve hiicreler %10 gliserol igeren DMEM ile 1 dk soklandi. Soklamanin
ardindan soklama soliisyonu ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler 1XPBS ile iki kere
yikandi ve normal biiylime ortami (PSA ve %10 serum iceren DMEM) hiicrelere
verildi.

3.6. Transfekte Olan 293T Hiicrelerinin Sec¢ilmesi

pcDNA3 vektoriiniin secilim belirteci olarak yapisinda neomisin/G418 geni
mevcuttur. Bu nedenle vektor ile transfekte olan 293T hiicrelerinin segilimi igin
neomisin/G418 (Calbiochem 345810) (0,4g/mL) iceren DMEM besiyeri kullanildi.
Transfeksiyon isleminden iki giin sonra 293T hiicreleri tripsinize edilerek kaldirildi
ve 96 kuyucuklu neomycinli DMEM igeren kiiltiir kaplarina ekildi. Yaklasik 1 ay
stiresince yapilan secilimde neomycinli ortamda ¢ogalabilen koloniler secildi.
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3.7.  Hiicrelere Anisomisin (p38 MAPK aktivatorii), SB203580 (p38 MAPK
inhibitorii) ve Insiilin Tle Muamelesi
1. Hiicreler %70-80 konfluent olana kadar %10 FBS iceren DMEM besi
ortami icerisinde %5 CO>’ li etlivde kiiltiire edildi.

2. Hiicrelerin bulundugu besi ortami uzaklastirildi.

3. ki defa 1xPBS ile yikand.

4. Hiicrelere serum igermeyen besiyeri verildi.

5. Hiicreler gece boyu veya 16 saat siiresince serumsuz ortamda bekletildi.

6. Siire sonunda ilgili gruplara 100 ng/pul konsantrasyonunda insiilin, 10
pg/ml konsantrasyonunda anisomisin ve/veya 2 pM Kkonstrasyonda
SB203580 iceren DMEM eklendi. Insiilin muamelesi icin 5 dk.,
Anisomisin ve SB203580 muameleleri i¢in 1 saat beklendi.

7. Muamele sonunda hiicreler tekrar 1xPBS ile iki defa yikanda.

8. Hiicre kaziyicis1 (Greiner cell scraper 541 080) yardimiyla hiicreler Liziz

tamponu igerisinde kaldirildi ve lizatlar1 hazirlandi.

3.8. Hiicre Lizat1 Hazirlanmasi
Kullanilan Solusyonlar

Triton-X Lizis Tamponu

100mM Sodyum Floriir (NaF-Sigma S7920), 50mM HEPES (Sigma H3375),
150mM Sodyum Kloriir (NaCl- Merck1.06404.1000), %10 Gliserol (Sigma
G2025), %1,2 Triton-X100 (Merck 1.08603.1000), ImM Magnezyum Kloriir
(MgCl2-Sigma M8266), ImM EGTA (Amresco 0732), ImM Sodyum-o-
vanadat (Sigma S6508) ve 1x proteaz inhibitor kokteyli (Roche-cat. no: 11
836 145 001). Solusyon pH: 7,4 (pH metre:Hanna Instruments pH 211)‘ e
ayarlandi.

Uygulama

Besi ortami uzaklastirilarak, hiicreler 10 mL soguk 1xPBS ile yikandiktan
sonra 1 mL Triton-X Lizis tamponu hiicrelerin {izerine konarak hiicreler kazind1 ve
steril 1,5 mL’lik ependorf tiipiine alindilar. Buz i¢inde 10 dk tutulan 6rnekler 1 dk.
vortekslendikten sonra 10.000 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatant lizat olarak
steril bir ependorf tiipe transfer edildi. Ornekler kullanilana kadar -80°C’de (Thermo
scientific 994) saklanmustir.

3.9. Protein Miktar Tayini

Toplanan hiicre lizatlarinin protein miktar1 Bradford (BioRad 500-0006)
reaktifi kullanilarak BSA standartina kars1 gerceklestirildi. Stok BSA (10mg/mL)
Soliisyonundan 1pg/ul olacak sekilde Soliisyon hazirlanir. Standart egrinin ¢izilmesi
i¢in bu soliisyondan iclii tekrarlar olacak sekilde 96 kuyucuklu kaplara 1, 3, 5, 7, 9,
11, 13 ve 15 pg olacak sekilde ayri ayr1 konuldu. Yine -80°C’deki hiicre lizatlari
buzda eritilerek ayn1 96 kuyucuklu kaba fiiger tekrar olacak sekilde 1’er pl ilave
edildi. BSA standardi ile ornekler spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda
okundu. Uglii tekrarlarin ortalama verisi alinarak olusturulan standart egrinin
formiiliine gore 6rneklerin protein konsantrasyonlari belirlendi.
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3.10. immiinopresipitasyon Yéntemi

IRS1 ve p38 MAPK’ 1n fiziki olarak birbirine baglandigini géstermek i¢in
her iki protein hem ekspresyon yapilmamis hem de 48 saat boyunca ekspresyonu
yaptlmis 293T hiicrelerinden hazirlanan 2 mg hiicre lizati kullanilarak
immunopresipitasyona tabii tutuldu.

Uygulama

1. 2mg protein lizatlar1 {istiine 950 pl’ ye tamamlayacak sekilde Triton X
liziz tamponu eklendi.

2. Karigimin istiine 50 pl Agaroz G/A bead (sc-2003) eklendi ve 1 ml’ ye

tamamlandi. Bu asamada beadlerin homojenizasyonu olduk¢a 6nemlidir.

Bu nedenle pipetaj yapilmalidir.

Karigim nutator yardimiyla 4°C’de 30 dk calkalandi.

Siire sonunda tiip 10.000 rpm’de 4°C’de 1 dk santrifiij edildi.

Sitipernatant yeni ependorflara dokiilerek aktarildi, bead igeren pellet

atildi. 20 pl Anti-IRS1 (Santa Cruz Sc-7200) eklendi. Nutatorde, 4°C’de 4

saat inkilibasyona birakildi.

6. Inkiibasyon sonunda iizerine 100ul agaroz A/G bead eklenir ve gece boyu
4 °C galkalandi.

7. Ertesi giin 6rnekler 10000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Siipernatan atilir

ve pelet lizerine 1 ml Triton-X Liziz Tamponu eklenerek alt iist edilir ve

bu yikama islemi iki kez daha tekrarlandi.

A/G beadler iizerinde tampon kalmayacak sekilde siipernatant atildi.

Pelet iizerine 100 pl PB-merkaptoetanol iceren SDS yiikleme tampon

konuldu ve tiipler kaynar suda 5 dk. bekletilerek vortekslendi.

10. Son olarak, érnekler 10000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

11. A/G beadlerden kurtulan ve siipernatantta mevcut olan proteinlerin 50
ul’si western blot yontemiyle analiz edildi.

Nk W
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3.11. Western Blot Yontemi
Kullanilan Soliisyonlar:

Resolving (Ayristirma) Tamponu: 1,5M TrisBase pH: 8.8. 1 It.” si i¢in
181,64 gr TrisBase tartild1 ve distile H2O’da ¢oziildii.

Stacking (Yiikleme) Tamponu: 0,5M TrisBase pH:6,8. 1 1t’ si i¢in 60,5 gr
TrisBase tartild1 ve distile H>O’da ¢oziildii.

Running Buffer (10X): 15 gr. TrisBase, 94 gr. Glisin (Vivantis PR0608), 50
ml %10 SDS karisimi 11t” ye distile H2O ile tamamlandi. Soliisyon pH ayar1
gerektirmemektedir.

1xPBST: 1 It 1xPBS soliisyonuna Iml Tween20 (Merck 8.22184.1000) ilave
edildi.
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SDS Yiikleme Tamponu: 1ml gliserol, 3ml %10 SDS (Merck
8.22050.1000), 1,25 ml (1M) Tris-HCI pH:6,7, 1-2 pg bromofenol mavisi
eklendi. Filtreden gecirilerek kullanildi. Kullanmadan 6nce 1ml’ye 50 pl B-
merkaptoetanol (Sigma M3148) ilave edildi.

%10 Amonyum persiilfat (APS): 0,1 gr APS (Sigma A3678) 1 ml distile
suda ¢oziildii. Taze hazirlandi ve 4°C’de saklandi.

Transfer Tamponu: 3,75g Glisin ve 7,25g TrisBase 1 It distile suda
¢oziilerek karigima 250 ml metanol eklendi.

Akrilamid/Bisakrilamid (29/0.8): 29g Akrilamid (Merck 8.00830.1000) ve

0,8g Bisakrilamid (Merck 2610) 100 ml bidistile H2O’da ¢oziilerek 0,22 um’
lik filtre kullanilarak filtre edildi.

3.11.1. Jelin Hazirlanmasi

Resolving %7 %10 %12 %15 | Stacking 5ml’ lik | 10ml’
lik

Su 15ml 1155ml | 105ml | 7.05ml | Su 3ml 6ml

Resolving 7.5ml 7.5ml 7,5ml 7.5ml | Stacking 125ml | 2 5ml

Buffer Buffer

Acr(29:08) 7.05ml 10.5ml 12ml 15ml | Acr(29:08) 0,625ml | 125ml

%%10SDS 0.3ml 0.3ml 03ml | 03ml | %10SDS 50ul 100pul

%10 APS 0.3ml 0.3ml 03ml | 03ml | %10 APS 50l 100pul

Temed 30 30 30ul 301 | Temed 5ul 10pl

Toplam 30ml 30ml 30ml 30ml 5ml 10 ml

3.11.2. Orneklerin Jelde Yiiriitiilmesi

Bradford yontemiyle protein miktari belirlenen 6rneklerden 150 pg alinarak
lizerine esit volumde B-merkaptoetanol igeren SDS yiikleme tamponu konuldu ve
kaynayan suda 5 dk bekletildi. Uygun pipet uglariyla hazirlanan poliakrilamid jele
yiiklendi. Jele yiiklenen Ornekler stacking jeli gegcene kadar 120 voltta, resolving
jelde ise 150 voltta yiiriitiildii (Cihaz : Amersham 80-6171-96). Yiiriime sonunda
PVDF membrana transfer asamasina gegildi.

3.11.3. Proteinlerin Jelden PVDF Membrana Transferi

Ornekler yiiriitiildiikten sonra transfer igin kullamlacak siingerler transfer
tamponunda 1slatildi. Transfer aparatinin siyah veya negatif yiiklii olacak kismina
siingerlerden biri yerlestirildi. Uzerine transfer tamponunda islatilmis whatman
kagid1 yerlestirildi. Bunun tizerine drneklerin yiiriitiildiigii jel cam plakalar arasindan
dikkatli bir sekilde cikarilarak kondu. Jel iizerine saf metanolde islatilmis PVDF
membran (Millipore IPVH00010) hava kabarcigi kalmayacak sekilde yerlestirildi.
Uzerine transfer tamponunyla 1slatilmis whatman kagidi (Sigma Z691011) ve diger
stinger konularak transfer aparati kapatildi. Bekletmeden transfer tamponuyla
doldurulan ve buz igerisine konulmus transfer cihazina yerlestirildi. Ornekler gece
boyu 40 voltta transfer edildi.
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3.11.4. PVDF Membranin Isaretlenmesi

Transferin ardindan blot PBST-BSA (1X PBS, %0.1 Tween-20, %1 BSA)
soliisyonunda 2 saat bloklandi. Bunun ardindan, PBST-BSA i¢inde hazirlanan primer
antikorunun 1/1000 diliisyonu ile 2 saat isaretlendi, takiben, antikor uzaklastirildi ve
blot PBST (1X PBS, %0.1 Tween-20) ile 15’er dakikadan 2 kez oda sicakliginda
yikandi. Ardindan, PBST-BSA i¢inde hazirlanmis uygun anti-mouse veya anti-rabbit
sekonder antikorunun 1/2000 diliisyonu ilave edildi ve isaretleme 1 saat oda
sicakliginda yapildi. Sekonder antikorun uzaklastirilmasinin ardindan blot PBST ile
30 dk yikandi. ECL reaktifi (GE Health care RPN2209) ilave edildi ve 1 dk
beklendikten sonra bu da uzaklastirildi ve kemiliiminas’a duyarl film karanlik odada
blot’in tizerine konarak 1-5 dk. bekletildi. Goriintiileme i¢in film, film banyo
cihazinda (Kodak 8116428) banyo edildi.

Goriintlilenerek  fosforilasyon seviyesi belirlenen proteinlerin, bazal
seviyelerinin  belirlemesi amaciyla isaretlemesi yapilacak spesifik antikor
uygulamasindan o6nce fosforile formun belirlendigi membrana “strip off” islemi
uygulandi.

3.11.5. Strip Off Islemi
Kullanilan Soliisyonlar:

Strip off Soliisyonu: 12.5 ml 0.5 M Tris PH.6.8, 20 mL %10’luk SDS, 67 ml
steril distile su ve hazirlandiktan sonra 704 pl B-merkaptoetanol eklenecektir.

1X PBS, %0.1 Tween-20: Boliim 3.11.” de aciklanildig1 gibi hazirlanmistir.

Uygulama:

Hazirlanmis olan strip off soliisyonu 55°C’e 1sitild1 (Stuart-Heat stir SB162)
ve solusyona kabin igerisinde 704 pl B-merkaptoetanol eklendi. Ayni zamanda
islemin gergeklestirilecegi calkalamali inkiibator de ayni sicakliga getirildi. Agz1
kapal1 plastik kaba konan membranin iizerine 1sitilmis strip off soliisyonu konuldu.
Membran ayni dereceye 1sitilmis ¢alkalamali inkiibatdrde 30 dk calkalandi. Bunun
ardindan soliisyon uzaklastirildi ve blot PBST (1X PBS, %0.1 Tween-20) ile 15’er
dakikadan 2 kez oda sicakliginda yikandi. Bu asamadan sonra 3.11.4. boliimiindeki
islemler tekrar edildi.

3.12. Site-Directed Mutagenesis Yontemi

Insan yabanil tip IRS1 ekspresyon vektorii iizerinde olusturmak istenilen
Alanin (S616A, S636A, S666A, S736A) ve Glutamik asit (S616E, S636E, S666E,
S736E) mutantlar1 i¢in https://www.genomics.agilent.com internet sitesi araciligiyla
ilgili bolgelere O6zgii mutagenez primer ¢iftleri dizayn edildi. Bu mutagenez
primerlerinin dizileri asagidaki gibidir.
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Alanin Mutanti1 Primerleri:

S616A Ileri 5’-ggctacatgcccatggeeccaggggtggeccea-3” (33 mer; Tm:86)
S616A Geri 5’-tggggccaccectggggcecatgggeatgtagee-3° (33 mer; Tm:86)
S636A ileri 5’-gactatatgcccatggeccecaagagegtatet-3 (33 mer; Tm:73)
S636A Geri 5’-agatacgctcttgggggeccatgggcatatagte-3’ (33 mer; Tm:73)
S666A Ileri 5’-ggctacatgatgatggcccccageggtggetge-3> (33 mer; Tm:82)
S666A Geri 5’-gcagccaccgetgggggcecatcatcatgtagee-3° (33 mer; Tm:82)
S736A ileri  5’-gactacatgaacatggcaccagtgggggactce-3’  (33mer; Tm:63)
S736A Geri 5’-ggaagtcccccactggtgccatgttcatgtagtc-3°  (33mer; Tm:63)

Glutamik Asit Mutant: Primerleri:

S616E ileri 5’-ggctacatgcccatggagecaggggtggececa-3> (33 mer; Tm:68)
S616E Geri 5’-tggggccacccctggcetccatgggcatgtagee-3° (33 mer; Tm:68)
S636E Tleri  5’-gactatatgcccatggaacccaagagegtatct-3 (33 mer; Tm:59)
S636E Geri 5’-agatacgctcttgggttccatgggcatatagte-3’ (33 mer; Tm:59)
S666E ileri  5’-ggctacatgatgatggaacccageggtggctge-3> (33 mer; Tm:64)
S666E Geri 5’-gcagccaccgctgggttccatcatcatgtagee-3’ (33 mer; Tm:64)
S736E lleri  5’-gactacatgaacatggaaccagtgggggactce-3’  (33mer; Tm:62)
S736E Geri 5’-ggagtcccccactggttccatgttcatgtagte -3’ (33mer; Tm:62)
Uygulama:

IRS1’ in mutant formlarini olusturmak amaciyla yukarida belirtilen primer
ciftleri ile Pfu DNA Polimeraz (Fermentas EP0501) enzimi kullanilarak PCR
reaksiyonu gerceklestirildi.

Reaksiyon kosullari:

1x Reaksiyon Tamponu,

125’er ng konsatrasyonunda ileri ve geri primerler
Ipmol ANTP

2,5 tinite PFU DNA Polimeraz

50 ng kalip plazmit

Steril H20.

Reaksiyon 50 pl’de kuruldu. Reaksiyon kosullari; 6n denatiirasyon 95°C’de
30 sn, 16 dongii olmak tizere 95°C’de 30 sn, 55°C’de 1 dk ve 68°C’de 14 dk ve daha
sonrasinda 4°C’de oo olarak belirlendi.

Bu reaksiyon kosulu temel alinarak IRS1’ in yukarida belirtilen bdlgelerine
yonelik olarak tekli ve kombinasyonel mutanlarini igeren memeli ekspresyon
vektorleri olusturuldu.
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3.13. Plazmitlerin Dpn-I Enzimi ile Kesilmesi

In vitro plazmit amplifikasyonu gerceklestirildikten sonra reaksiyonda kalip
olarak kullanilan plazmit, 6nceden DH5a’dan izole edildigi i¢in GATC dizilerinden
G metile vaziyettedir. Bu metillenmis dizilere spesifik kesim yapan Dpn-I enzimi
(Roche 10 742 988 001) kullanilarak vektdr parcalanmistir. Mutant dizileri igeren
vektorler Dpn-I1 direngli oldugundan enzim kesimi sonucunda saglam olarak
kalacaklardir.

Dpn-I enzim kesimi Reaksiyon Kosullar::
1x Reaksiyon tamponu,

20 pl SDM iiriinii plazmit

1 wl Dpn-I enzimi

Steril H20

Reaksiyon 50 pl’de kurulmus ve 37 °C’de gece boyu inkiibasyona birakildu.

3.14. Dpn-I Kesimi Uriinlerinden Mutant Plazmidlerin Secimi

Dpn-I enzim kesimi yapilmis bu vektorler DH5a’ya transforme edilerek 50
mg/ml konsatrasyondaki Amphisilinli agar petrilerine ekim yapildi. Petriler
geceboyu 37 °C’de inkiibe edildi. Ertesi giin olusan koloniler secildi ve her biri
geceboyu amphisilinli LB sivi besiyeri ortaminda 37 °C’de c¢alkalamali etlivde
cogaltilarak plazmid izolasyonlar1  gerceklestirildi. Beklenen mutasyonlari
tanimlamak ve dogrulamak i¢in ilgili bolgelerin dizi analizini yapildi.

3.15. IRSI1 Geninin Mutasyon Yaratilan Bolgelerine Yonelik PCR Reaksiyonu

Dpn-I kesimi sonrasindan elde edilen bakterilerden izole edilen plasmidlerin
beklenen mutasyonlari tasidigini tanimlamak ve dogrulamak amaciyla IRS1 geninin
ilgili bolgelerini kapsayacak sekilde amplifikasyon primerleri dizayn edildi.
Amplifikasyon primer dizileri agagidaki gibidir.

IRS1 ileri 5’-ggaggtggcagtggaggccgactgee-3° (26 mer; Tm:75)
IRS1 Geri  5’-cctcagggccgtagtagcagtc-3° (22 mer; Tm:65)

Uygulama
IRS1 geni amplifikasyonu Qiagen Taq Polimeraz kiti ile asagida belirtilen
reaksiyon igerigi ve kosullarinda gergeklestirildi.

Reaksiyon kosullar::

1X Reaksiyon tampon

1 uM konsantrasyonda ileri ve geri primerler
0,2 mM dNTP karigimi

1,25 {inite Taq polimeraz

50 ng DNA

Steril H>O.
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Reaksiyon 50 pl’de kuruldu. Reaksiyon kosullari; 6n denatiirasyon 94°C’de 5
dk , 35 dongii olmak tizere 94°C’de 30 sn, 56°C’de 30 sn ve 72°C’de 45 sn , son
uzama ise 72 °C’ de 7 dk ve daha sonrasinda 4°C’de o olarak belirlendi.

3.16. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme Sistemi

3.16.1. % 1.8’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi

1.8 gram agaroz (Sigma) tartilarak 100 ml 1XTBE tamponu i¢inde (Tris-
Borat-EDTA) (Sigma) ¢oziildii. 50-55 °C’ye gelene kadar sogutuldu. 0.5 pg/ml
etidyum bromiir ilave edildi. Elektroforez kiivetine taraklar yerlestirilerek sivi agaroz
jel elektroforez kiivetine dokiildii. Oda sicakliginda 15-20 dakika polimerize olmasi
icin beklendi. Jel polimerize olduktan sonra taraklar jelden alindi ve agaroz jel,
elektroforez tankina yerlestirildi.

3.16.2. Islemler

%1.8’lik agaroz jel, igerisinde 1XTBE tamponu bulunan elektroforez tankina
yerlestirildi. PCR {irtinii ve 50bg¢’lik marker yilikleme tamponu kullanilarak
kuyucuklara mikropipet yardimiyla yiliklendi. Elektroforez tankina baglh gii¢ kaynagi
ile 120 wvoltta 30 dakika yiritildi. Siire sonunda oOrnekler UV 1sik veren
transilluminator Syngene (Ingenius) yardimiyla incelendi.

3.17. PCR Uriinlerinin Temizlenmesi

PCR veya enzim kesimi sonrasi tiip igerisindeki iirlin dis1 reaksiyon
bilesenlerinin uzaklastirilmasin1 saglayan piirifikasyon basamagi Invitrogen PCR
Purification Kit (250°1ik K3100-01) kullanilarak uygulandi.

Uygulama

PCR iiriiniiniin tizerine 100 pl B3 tamponu eklendi.

Pipet ile biraz karistirildiktan sonra filtreli tiiplere aktarildi.
10 000 rpm de 1 dk. santrifiij edildi.

Filtreli tlipiin alt1 bosaltilmadan tlizerine 325 pl Yikama Tamponu eklendi.
10 000 rpm de 1 dk. santrifiij edildi.

Filtreli tiipiin altinda biriken dokelti bosaltildi.

14 000 rpm de 2 dk. kuru santrifiij yapildi.

Sonra filtreli tiip 1,5 ml” lik ependorf tiiplerine alind1.
Uzerine 30 pl eliisyon tamponu eklendi.

10 Oda sicakliginda 1 dk bekletildi.

11. 14 000 rpm de 2 dk. santrifiij edildi ve filtreli tiip atild1.

oW NS U AW

3.18. DNA Dizi Analizi
Dizi analizi reaksiyonlart PCR System 9700 (Gene Amp ®) marka Thermal
Cycler kullanilarak asagidaki programa gore yapildi.
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3.18.1. Dizileme Reaksiyonu

5X Tampon, Big Dye Terminator v3.1 (Cycle Sequencing Kit-Applied
Biosystems), geri primer (3,2 pmol), kalip DNA ve H>O konularak final hacmi 10ul
olacak sekilde hazirlandi.

3.18.2. Dizileme PCR Program

On denatiirasyon 96°C’de 1 dk; denatiirasyon, 96°C’de 10 saniye; birlesme,
50°C’de 5 saniye, uzama, 60°C’de 4 dakika ve 25 dongii olacak sekilde ayarlandi.
Piirifikasyon islemine kadar tiipler +4°C’de bekletildi.

3.19. Dizi Analizi Yapilacak Amplikonlarin Temizlenmesi

Dizileme reaksiyonu sonrasi tiip icerisindeki {iriin dis1 reaksiyon
bilesenlerinin uzaklastirilmasin1 saglayan piirifikasyon basamagi etanol- Sodyum
Asetat ¢oktiirmesi yontemiyle gergeklestirildi.

NS 0k Wb

o0

10.

11.

12.

13.

14.

Uygulama

Hazirlanan yeni 1.5 ml’lik ependorf tiiplere 2ul 3.2M sodyum asetat
(pH:4.6) konuldu.

Uzerine 30ul %99 soguk etanol ilave edildi.

Bu karisimin {izerine amplifikasyon iriinlinlin tamami eklendi ve
vortekste karistirildi.

20 dakika buz tizerinde bekletildi.

Siire sonunda oda sicakliginda 14000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.
Pipetle dokelti alinarak atildi.

Cokelti tizerine 250ul %70 etanol ilave edildi.

Oda sicakliginda 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Tekrar dokelti
pipetle alinarak atildi.

Tiiplerin 10-15 dakika karanlikta kurumasi beklendi.

Tiipler kuruduktan sonra lizerine 25ul formamid ilave edildi. Tipler
hafif¢ce vurularak karistirildi

Formamid eklenmis olan dizileme reaksiyonu iiriinleri tiip (Applied
Biosystems) icerisine alindi.

Tiipilin agz1 septa (Applied Biosystems) ile kapatildiktan sonra 95 °C’de 5
dk. denatiire edildi.

Buzda 2 dk. bekletildikten sonra ABI Prism dizi analizi cihazina 6nekler
yiiklendi. Daha sonra kapiller (Applied Biosystems), POP-6 polimer
(Applied Biosystems), EDTA iceren Buffer (10x) (Applied Biosystems)
ile dizi analizi cihazinda (ABI 310 Prism) 36 dk. yiiriitiildi.

Ornekler yiiriitiildiikten sonra, ABI sequence analysis v3.1 yazilim
programinda degerlendirildi.

Sonuglar NCBI araciligiyla IRS1 cDNA dizisi referans alinarak diziler
okundu ve mutasyonlar dogrulandi.
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3.20. immiinfloresan Sitokimya Yontemi

Hiicre kiiltiirasyonu i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 kullanildi. Hiicre sayimi1
icin hiicreler tripsinize edilerek homojenize edildi ve Thoma lami kullanilarak hiicre
sayist belirlendi (3000 hiicre/kuyu/100 pl besiyeri). Kontrol, yabanil tip ve mutant
IRS1 eksprese eden 293T hiicreleri, %10 FBS iceren DMEM besi ortami icerisinde
37°C sicaklik ve %5 CO2’ li %95 nemli kiiltiir ortamina alindi ve gece boyu inkiibe
edildi. Ertesi giin FBS iceren DMEM uzaklastirildi ve serum igermeyen besiyeri
eklenerek hiicreler 16 saat boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda hiicreler %10
FBS igeren DMEM besiyeri ile muamele edildi. 48. saat sonunda hiicrelerim
immiinositokimya boyamasi gergeklestirildi .

Kullanilan Soliisyonlar:

Bloklama Soliisyonu:
Bloklama i¢in BSA, %5 oraninda PBS ig¢inde sulandirilarak kullanildi.

Uygulama

1. 96 kuyulu kiiltiir kaplarinda esit sayida biiyiitiilen hiicrelerin iizerindeki
besiyeri ¢ekilerek uzaklastirildi

2. Uzerine 100 pl soguk metanol (Merck) eklenerek -20°C° de 20 dakika
fiksasyon yapildu.

3. Siire sonunda metanol ¢ekilerek uzaklastirildi ve 3 kere 5° er dakika PBS ile
yikandu.

4. Bloklama i¢in hiicrelerin tizerine 50’ ser ul bloklama soliisyonu eklendi ve
oda sicakliginda 1 saat tutuldu.

5. Siire sonunda bloklama soliisyonu uzaklastirildi ve 50° ser pl primer antikor
soliisyonu eklenerek gece boyu 4°C’ de tutuldu. Primer antikor soliisyonu,
anti-Ki67 (BD, 556003), antikor sulandirma soliisyonu (Abcam) igerisinde
1:100 oraninda sulandirilmasi ile hazirlandi.

6. Ertesi giin primer antikor soliisyonu uzaklastirildi ve 3 kere 5° er dakika PBS
ile yikama yapildi. Daha sonra 50 ser pl sekonder antikor soliisyonu
eklenerek oda sicakliginda 1 saat tutuldu. Sekonder antikor soliisyonu, anti-
mouse Alexa Fluor 594 (Jackson ImmunoResearch) antikorunun 1:200
oraninda PBS i¢inde sulandirilmasi ile hazirlandi.

7. Siire sonunda sekonder antikor soliisyonu uzaklastirildi ve hiicreler 3 kere 5’
er dakika PBS ile yikand.

8. Hiicreler tizerine ¢ekirdek boyasi olan 50 pl Hoechst boyas1 (Sigma H6024)
damlatilarak floresan mikroskobunda goriintiiler alind1 ve incelendi.

9. Ornekler 4°C’de aluminyum folyoya sarilarak saklandi.
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3.21. MTT Canhlik/Proliferasyon Testi
Kullanilan Soliisyonlar:

MTT (5 mg/ml): (Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromide (MTT, AppliChem, A2231), belirtilen konsantrasyonda taze olarak
PBS igerisinde ¢ozdiiriildii ve steril kabinde 0,22 pum filtreden gegirilerek
karanlikta muhafaza edildi.

3.21.1 Hiicrelerin Ekimi ve FBS Ile Muamelesi

Kontrol, yabanil tip ve mutant IRS1 eksprese eden hiicreler, hiicre sayimi igin
tripsinize edildi ve homojenize edildi. Her hiicre grubu, Thoma laminda sayilarak
3000 hiicre/kuyu/100 pl besiyeri olacak sekilde 6 tekrar ve 2 sira halinde 96 kuyulu
kiiltiir kabina ekimi gergeklestirildi. Hiicreler %10 FBS igceren DMEM besi ortami
igerisinde 37°C sicaklik ve %5 CO2’ li %95 nemli kiiltiir ortamina alind1 ve gece
boyu inkiibe edildi. Ertesi giin FBS i¢eren DMEM uzaklastirildi ve serum igermeyen
besiyeri eklenerek 16 saat boyunca inkiibasyon gerceklestirildi. Siire sonunda FBS(-)
grubuna asagida belirtilen MTT protokolii uygulanirken, diger hiicre grubunun
tizerine her kuyuda son hacim %10 olacak sekilde FBS’ li DMEM eklendi ve 48.
saatte ayni sekilde MTT protolii uygulanarak spektrofotometrik Olctimleri ve
istatistiksel analizleri gergeklestirildi.

3.21.2. Hiicrelerin MTT ile Muamelesi, Ol¢iimii ve Istatistiksel Analizi

96 kuyulu kiiltiir kabindaki hiicrelere, 200 pl besiyeri varliginda 40 pl MTT
sollisyonu (5 mg/ml) eklendi ve 4 saat 37°C’ de tutuldu. Siire sonunda besiyeri
uzaklastirildi ve 100 ul DMSO (Sigma) eklendi, 5-10 dakika calkalandiktan sonra
test 540 nm, referans 690 nm dalga boylarinda spektrofotometrik 6l¢iim yapildi. Elde
edilen verilerin analizleri Microsoft Excel ve SPSS programlar1 kullanilarak
degerlendirildi. Deney sonuglarinin p degerleri One way ANOVA (Dunnet t-test) ile
hesaplandi. Sonuglar normalize edilerek ve + standart hata degerleri belirlenerek
gosterildi.

3.22. Glukoz Alinim Testi
Bu test i¢in glukoz alinim test kiti (Cayman-Cell Based Glucose Uptake
Assay Kit) kullanildi.

Uygulama

1. Kontrol, yabanil tip ve mutant IRS1 eksprese eden hiicreler, hiicre sayimi i¢in
tripsinize edildi ve homojenize edildi. Her hiicre grubu, Thoma laminda
sayilarak 5000 hiicre/kuyu/100 pl besiyeri olacak sekilde 3 tekrar ve 2 sira
halinde 96 kuyulu kiiltiir kabina ekimi gergeklestirildi. Hiicreler %10 FBS
iceren DMEM besi ortami icerisinde 37 °C sicaklik ve %5 CO2’ 11 %95 nemli
kiiltiir ortamina alind1 ve gece boyu inkiibe edildi.

2. Ertesi giin hiicrelerdeki besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler 100 ul glukoz
bulunmayan besiyeri ile yikandi.
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3. Bir gruba 1/100 oraninda glukoz bulunmayan besiyerinde sulandirilmis
floresan isaretli glukoz analogu olan 2-NGBD (2-deoksi-2-((7-nitro-2,1,3-
benzoksadiazol-4-yl)-D-glukoz) karistmdan 100ul, diger gruba ise bu
karisima ilave olarak son konsatrasyonu 100 ng/ul insiilin de eklendi. Bu
asama ve sonraki asamalar miimkiin oldugunca karanlik ortamda
gergeklestirildi.

4. Hicreler 30 dk. 37 °C sicaklik ve %5 CO2’ 1i %95 nemli kiiltiir ortaminda
inkiibe edildi.

5. Siire sonunda glukoz analogu igeren besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler 200 pl
cell based buffer ile 2 kez yikandi.

6. Yikama sonrasinda hiicrelerin iizerine 100 pl cell based buffer eklenerek
floresan mikroskobunda goriintiiler alind1 ve incelendi.
(eksitasyon/emisyon=485/535 nm)

3.22.1 Glukoz Alinim Testi Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Floresan mikroskotan elde edilen goriintiiler image J programi araciligyla
analiz edildi. Program kapsaminda asagida belirtilen formiil kullanilarak arka plan
1s1masi, floresan i1sima ile normalize edildi ve dogrulanmis toplam hiicre floresan
yansimasi (CTCF) degeri hesaplanda.

CTCF = Integre Edilmis Yogunluk — (Secilen Hiicrenin Alan1 X Ortalama
Arka Plan Floresan Yansimasi)
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BULGULAR

Insiilin sinyalinin iletimi, dagilimi ve regiilasyonunda 6nemli rol oynayan
IRS1 proteininin, hiicrede hiperinsiilinemi, hiperglisemi ya da artan yag asitleri gibi
stres yaratan faktorler tarafindan inhibe edilerek, sinyal yolagini baskilayacagini ve
hiicre proliferasyonunda énemli rol oynayacagini 6n gordiik. Stres durumunda IRS1
proteininin serin fosforilasyonundaki artis1 da goz Oniinde bulundurarak stresle
aktive olan proteinlerden bir tanesi olan p38 MAPK’in IRS1 protenini serin
aminoasitlerinden fosforile edebilecegini diisiindiik. Bu baglamda, insan IRS1
proteininin aminoasit dizisini inceledigimizde PI3K’ 1 baglanma bolgesi olan dort
YXXM motifinin devaminda MAPK kinazlarin fosforilasyon motifi olan S/TP
konsensus dizisinin oldugunu saptadik. Bu diziler insanda GYMPMSei6P,
DYMPMSes36P, GYMMMSe66sP, DYMNMS736P ve hepsi muhetemel p38 MAPK
fosforilasyon motifidir. Bu dizilerin bir proteinde bulunmasi mutlaka p38 MAPK
tarafindan fosforile edilecegi anlamina gelmez. Hipotezin dogru olup olmadigini test
etmek igin bir dizi biyokimyasal ve genetik calismalar yaptik. Ilk olarak insan IRS1
geni lizerindeki fosforilasyonu ve yolak {izerindeki etkilerini gosterdik. Ardindan bu
mutasyonlarin IRS1’in fonksiyonuna olan etkilerini test ettik.

4.1. 1Insan 1IRS1 Ekspresyon Vektoriiniin Protein Ekspresyonunun

Gosterilmesi

Temin ettigimiz pcDNA3 Flag-tagged insan IRS1 plazmitinden memeli
hiicrelerinde protein ekpresyonunun gosterilebilmesi i¢in bu plasmid, E.coli’nin
DH5a susu kullanilarak konvansiyonel plasmid izolasyonu ile ¢ogaltilip saflastirildi.
Elde edilen plasmid 293T hiicrelerine transfekte edildi. IRS1’in ektopik
ekpresyonunun gosterilmesinde transfeksiyon yapilmamis 293T hiicre lizat1 “kontrol
hiicre grubu” olarak kullanildi. Ayrica ayn1 membrana “strip off” islemi uygulanarak
memeli ekspresyon vektoriinde bulunan “flag” segici bolgesine yonelik antikor
aracilifiyla da ektopik IRS1 ekspresyonu dogrulandi. Kullandigimiz pcDNA3 flag-
tagged insan IRS1 memeli ekspresyon vektoriiniin 293T hiicrelerinde basarili bir
sekilde IRS1 ekspresyonu yaptig1 Sekil 4.1°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.1. 293T hiicrelerinde insan IRS1 ektopik ekspresyonunun western blot yodntemi ile

4.2

gosterilmesi (K: Transfeksiyon yapilmamig 293T protein lizati; T: Plasmid transfeksiyonu
yapilmig 293T protein lizatr) IRS1 memeli ekspresyon vektorii transfekte edilen hiicreler
ve kontrol hiicre grubu TritonX 100 hiicre liziz tamponunda homojenize edilsi. 100 pg
hiicre lizat1 %7 poliakrilamid jelde yiiriitiildii ve PVDF membran 6ncelikle IRS1 antikoru
ile strip off isleminde sonra Flag antikoru ile isaretlendi. En son olarak ayni membran
yiikleme kontrolii olarak Beta Aktin antikoru ile isaretlendi.

Ektopik IRS1 Ekspresyonu Yapan 293T Hiicrelerinde IRS1 ve p38
MAPK’ 1n Birbirine Baglanmasinin immiinpresipitasyon ile
Gosterilmesi

Proteinlerin fosforile olabilmeleri i¢in birbirleri arasinda direkt bir

interaksiyonun olmasi1 gerekmektedir. Bu nedenle birbirine baglanan iki protein
immiinpresipitasyon ve proteinlere spesifik antikorlar kullanilarak western blot
araciligiyla gosterilebilmektedir. Bu nedenle ektopik IRS1 ekpsresyonu gosteren
293T hiicrelerinde IRS1 antikoru aracilifiyla immiinpresipitasyon gergeklestirildi.
Ornek vyiiriitiiliip, transfer edildikten sonra IRS1 ve p38 MAPK antikorlariyla
isaretlendi. Proteinlerin pozisyonlar1 “input kontrol” araciligiyla dogrulandi. IRSI1-
p38 MAPK baglantisi sekil 4.2. de goriilmektedir.

IP:IRS1
IB:IRS1

IP:IRS1
IB:p38 MAPK

Sekil 4.2. Ekzojen insan IRS1’ i eksprese eden 293T hiicrelerinde IRS1-p38 MAPK baglantisinin

gosterilmesi (IP: immiinpresipitasyon, IB:western blot)

41



4.3. 293T Hiicrelerinde Anisomisin Muamelesi ile Zamana Bagh p38 MAPK

Fosforilasyon Diizeyinin Belirlenmesi

Anisomisin stresle aktive olan proteinlerden JNK ve p38 MAPK’in
aktivatoriiddir. p38 MAPK’in 293T hiicrelerinde aktivatérii olan anisomisin
tarafindan maksimum aktive (fosforile) edildigi siirenin belirlenmesi uygun deney
diizeneginin dogru kurgulanmasi agisindan 6nemliydi. Bu nedenle zamana bagl
anisomisin aracilt p38 MAPK aktivasyonunu belirlemek i¢in %70-80 konfluent olan
293T hiicreleri, hiicre sinyalizasyonunu minimum diizeye ¢ekmek amaciyla serum
bulunmayan besiyeri ortaminda gece boyu (yaklasik 16 saat) inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda hiicrelere literatiir ile de desteklenmis konsantrasyon olan 10
pug/ml oraninda anisomisin muamelesinde bulunuldu ve 0, 5, 15, 30, 60, 120, 240 ve
480 dakika anisomisin ile inkiibe edildi. En yiiksek p38 MAPK fosforilasyon
seviyesinin en erken 15. dakikada bagsladig1 gozlemlendi (Sekil 4.3.). Kontrole gore
p38 fosforilasyon seviyesinin ka¢ kat oldugunu hesaplamak  i¢in p-p38
isaretlemesinden elde edilen sinyal p38 isaretlemesinden elde edilen sinyale
boliinerek p38 fosforilasyon seviyesi belirlenmistir.
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293T hiicrelerinde zamana bagl anisomisin varliginda p38 MAPK’ 1n fosforilasyon ve
ekspresyon diizeyinin belirlenmesi. 293T hiicreleri gece boyu serumsuz ortamda
bekletildi. Ertesi giin hiicreler 10 pg/ml anisomisin ile muamele edilip belirtilen siirelerde
inkiibe edildi. Hiicreler TritonX 100 hiicre liziz tamponunda homojenize edildi. 100 pg
hiicre lizat1 %10 poliakrilamid jelde yiiriitildii ve PVDF membran o6ncelikle p-p38
MAPK antikoru ile strip off isleminde sonra p38 MAPK antikoru ile isaretlendi. En son
olarak aynt membran yiikleme kontrolii olarak Beta Aktin antikoru ile isaretlendi. Deney
bagimsiz olarak 3 kere tekrar edildi.
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4.4. 293T Hiicrelerinde Insiilin Muamelesi ile Zamana Bagh IRS1 Tirozin

Fosforilasyon Diizeyinin Belirlenmesi

Insiilin sinyal yolagi c¢ok cabuk sinyal baslatan bir yolaktir ve IRSI
mutantlarimizin  IRS1’in  tirozin fosforilasyonuna olan etkisinin ne oldugunu
saptamadan Once insiilin-aracili IRS1 tirozin fosforilasyonunun zamana baglh
degisiminin saptanmasi gerekmekteydi. Bu nedenle 293T hiicreleri boliim 4.3 de
belirtildigi sekilde serumsuz besiyerinde gece boyu inkiibe edildikten sonra 100
ng/ml konsantrasyonda insiilin ile 0, 5, 15, 30, 45, 60, 90 dakika muamele edildi.
Membran oncelikle fosfotirozin antikoru ile isaretlendi. Ayn1 membran “strip oft”
islemi uygulandiktan sonra IRS1 antikoru ile isaretlendi. Insiilin-aracili IRS1 tirozin
fosforilasyonunun en erken 5.ci dakikada gozlendigi ve bunun 90 dakika boyunca
artarak devam ettigi goriilmustiir (Sekil 4.4.)

K 5 15° 300 45 60’ 90’
T ———

IRS1
o - &
Beta Aktin "

100
920
80
70

40

Goreceli IRSI tirozin fosforilasyonu

Goreceli IRSI seviyesi

Sekil 4.4. 293T hiicrelerinde zamana bagh insiilin varliginda IRS1 fosfotirozin ve ekspresyon
diizeyinin belirlenmesi. (K: Kontrol; pY: Fosfotirozin; (°): dakika) IRS1 memeli
ekspresyon vektorii transfekte edilen hiicreler serumsuz ortamda gece boyu bekletildikten
sonra belirtilen siirelerde 100 ng/ml insiilin ile inkiibe edildi. Hiicreler siire sonunda,
TritonX 100 hiicre liziz tamponunda homojenize edildi. 100 pg hiicre lizatt %7
poliakrilamid jelde yiiriitiildii ve PVDF membran &ncelikle pY antikoru ile strip off
isleminde sonra IRS1 antikoru ile isaretlendi. En son olarak ayni membran yiikleme
kontrolii olarak Beta Aktin antikoru ile isaretlendi. Deney bagimsiz olarak 3 kere tekrar
edildi.
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4.5.  293T Hiicrelerinde Insiilin Muamelesi ile Zamana Bagh ERK ve AKT

Proteinlerinin Fosforilasyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Insiilin sinyalinde insiilin reseptdrii aktivasyonundan sonra ilk basamak olan
IRS1 proteininin optimum aktivasyon siiresini belirlediktan sonra IRS1‘in hedefleri
olan AKT ve ERK proteinlerinin de zamana bagli fosforilasyon diizeylerinin
belirlenmesi 6nemliydi. Bu nedenle 293T hiicreleri boliim 4.3 de belirtildigi sekilde
serumsuz besiyerinde gece boyu inkiibe edildikten sonra 100 ng/ml konsantrasyonda
insulin ile 0, 5, 15, 30, 45, 60, 90 dakika siireyle muamele edildi. Membran
oncelikle proteinlerin fosforile formlarina yonelik antikorlarla, strip off isleminden
sonra ise proteinlerin tamamini tantyan antikorlarla isaretlendi. Sonug¢larimiza gore
instilin-aracili ERK1/2 fosforilasyonunun en yiiksek seviyeye 5.ci dakikada ulastigi
saptanirken, AKT aktivasyonunun 5.ci dakikadan baslayarak 90.c1 dakika’ya kadar
artarak devam ettigi saptanmustir. (Sekil 4.5- 4.6)
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Sekil 4.5. 293T hiicrelerinde zamana bagli insiilin varliginda AKT’ nin fosforilasyon ve ekspresyon
diizeyinin belirlenmesi. (K: Kontrol) IRST memeli ekspresyon vektorii transfekte edilen
hiicreler serumsuz ortamda gece boyu bekletildikten sonra belirtilen siirelerde 100 ng/ml
insiilin ile inkiibe edildi. Hiicreler siire sonunda, TritonX 100 hiicre liziz tamponunda
homojenize edildi. 100 pg hiicre lizati1 %10 poliakrilamid jelde yiiriitiildi ve PVDF
membran Oncelikle pAKT antikoru ile strip off isleminde sonra AKT antikoru ile
isaretlendi. En son olarak ayni membran yiikleme kontrolii olarak Beta Aktin antikoru ile
isaretlendi. Deney bagimsiz olarak 3 kere tekrar edildi.
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Sekil 4.6. 293T hiicrelerinde zamana bagh insiilin varliginda ERK1/2° nin fosforilasyon ve
ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi. (K: Kontrol) IRS1 memeli ekspresyon vektori
transfekte edilen hiicreler serumsuz ortamda gece boyu bekletildikten sonra belirtilen
stirelerde 100 ng/ml insiilin ile inkiibe edildi. Hiicreler siire sonunda, TritonX 100 hiicre
liziz tamponunda homojenize edildi. 100 pg hiicre lizati %10 poliakrilamid jelde
yiiriitiildii ve PVDF membran 6ncelikle pERK antikoru ile strip off isleminde sonra ERK
antikoru ile isaretlendi. En son olarak ayni membran yiikleme kontrolii olarak Beta Aktin
antikoru ile isaretlendi. Deney bagimsiz olarak 3 kere tekrar edildi.
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4.6.  Anisomisin (p38 MAPK Aktivatorii)’ niin Insiilin Aracih IRS1 Tirozin

Fosforilasyonuna Etkisinin Belirlenmesi

Calismamizda p38 MAPK’m insiilin sinyalinde IRS1’1 serin bolgelerinden
fosforile ederek tirozin fosforilasyonunu negatif etkileyecegini 6n gdérmiistiik. Bu
hipotezimizi dogrulayabilmek i¢in %70-80 konfluent olan 293T hiicreleri gece boyu
serumsuz besiyeri ortaminda bekletildikten sonra birinci grup 5 dakika stire ile 100
ng/ml konstrasyonda insiilin, ikinci grup 1 saat siire ile 10 pg/ml konstrasyonda
anisomisin, lglincii grup ise belirtilen konsantrasonlarda Once 1 saat anisomisin
sonra 5 dakika insiilin ile inkiibe edildi ve western blot ile 6rneklerin normal IRSI
ve tirozin fosforile IRS1 seviyeleri karsilagtirllmigtir. Sekil 4.7’ de gorildiigii gibi
anisomisin ile muamele edilen hiicrelerde IRS1 adeta yok olmustur, insulin ile
muamele edilen hiicrelerde ise IRS1’in anisomisin’den kismen korundugu
anlagilmaktadir. Yani, insulin yoklugunda stress ile aktiflesebilen p38 muhtemelen
giiclii IRS1 Serin/Treonin fosforilasyonu yaparak IRS1’in parcalanmasina sebep
olmaktadir. Bu mantikla dogru orantili olarak da p38 MAPK aktivasyonu insulin-
aracili IRS1 tirozin fosforilasyonunu yaklasik % 40 oraninda baskilamaktadir. (Sekil
4.7)
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Sekil 4.7. p38 MAPK’ m IRS1 tirozin fosforilasyonu iizerine etkisinin belirlenmesi (K: Kontrol;
[:Insiilin, A: Anisomisin; A+i: Anisomisin ve insiilin ile muamele edilmis hiicreler) IRS1
memeli ekspresyon vektorii transfekte edilen hiicreler serumsuz ortamda gece boyu
bekletildikten sonra 100 ng/ml insiilin (5 dk.) ve /veya 10 pug/ml anisomisin (1 saat) ile
inkiibe edildi. Hiicreler siire sonunda, TritonX 100 hiicre liziz tamponunda homojenize
edildi. 100 pg hiicre lizat1 %10 poliakrilamid jelde yiiriitiildii ve PVDF membran dncelikle
pY antikoru ile strip off isleminde sonra IRS1 antikoru ile isaretlendi. En son olarak ayni
membran yiikleme kontrolii olarak Beta Aktin antikoru ile isaretlendi. Deney bagimsiz
olarak 3 kere tekrar edildi.



4.7. SB203580 (p38 MAPK inhibitorii)’ niin Insulin Aracih IRS1 Tirozin
Fosforilasyonuna Etkisinin Belirlenmesi

Aktive olmus p38 MAPK’in insiilin aracili IRS1 tirozin fosforilasyonuna
olan negatif etkisini gdosterdikten sonra, spesifik p38 MAPK inhibitorii olan
SB203580 bilesiginin insiilin aracili IRS1 tirozin fosforilasyonuna nasil etki
edecegini belirlemek istedik. Bu nedenle 293T hiicrelerine boliim 4.6° daki islemler
uygulandiktan sonra birinci grup literatiirle desteklenen optimum SB253080
konsantrasyonu olan 2 pM ile 1 saat, ikinci grup 100 ng/ml konsantrasyonda insulin
ile 5 dakika ve ti¢iincii grup ise dnce 1 saat SB253080 sonrasinda 5 dakika insiilin ile
muamele edildi ve western blot ile 6rneklerin toplam IRS1 ve tirozinfosforile IRS1
seviyeleri belirlendi. Beklendigi gibi, elde edilen sonuglara goére p38 MAPK
inhibitdrii insiilin aracili IRS1 tirozin fosforilasyonunu pozitif olarak etkilemektedir.
Ayrica kontrole oranla regiiler IRS1 ekspresyonunu da arttirmaktadir. (Sekil 4.8)
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Sekil 4.8. SB253080° nin IRS1 tirozin fosforilasyonu iizerine etkisinin belirlenmesi. IRS1 memeli
ekspresyon vektoril transfekte edilen hiicreler serumsuz ortamda gece boyu bekletildikten
sonra 100 ng/pl insiilin (5 dk.) ve /veya 2 uM SB253080 (1 saat) ile inkiibe edildi.
Hiicreler siire sonunda, TritonX 100 hiicre liziz tamponunda homojenize edildi. 100 pg
hiicre lizat1 %10 poliakrilamid jelde yiiriitiildii ve PVDF membran 6ncelikle pY antikoru
ile strip off isleminde sonra IRS1 antikoru ile isaretlendi. En son olarak ayni membran
yiikleme kontrolii olarak Beta Aktin antikoru ile isaretlendi. Deney bagimsiz olarak 3
kere tekrar edildi
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4.8. Anisomisin ve SB203580° nin Insiilin Sinyal Yolagi Uzerindeki

Etkilerinin Belirlenmesi

p38 MAPK inhibitérii (SB253080) ve aktivatoriiniin (Anisomisin) insulin
aracili IRS1 tirozin fosforilasyonu iizerindeki etkisini belirledikten sonra bunlarin
tirozin fosforile IRS1’in hedef proteinleri olan AKT ve ERK iizerindeki etkilerinin
karsilagtiritlmast p38 MAPK 1 insiilin sinyal yolag: tizerindeki etkilerinin net olarak
ortaya koyulabilmesi ag¢isindan Onemliydi. Bu nedenle 293T hiicreleri onceki
boliimlerde belirtilen konsantrasyon ve siirelerde anisomisin, SB203580, insulin,
anisomisin-insiilin ve SB253080-+insiilin ile inkiibe edilerek, hiicrelerdeki
fosfotirozin, pAKT, pERK, AKT, IRS1 ve ERK seviyeleri karsilastirildi. Normal
protein ekspresyonlarinin belirlenmesi i¢in isaretlemeler ayni membran iizerinde
“strip off” igleminden sonra gerceklestirildi (Sekil 4.9)

Elde ettigimiz sonuglara gore, anisomisin Onceki verilerimizi dogrular
nitelikte IRS1 tirozin fosforilasyonunu insiilinle muamele edilmis hiicre grubuna
gore belirgin bir sekilde azaltmaktadir. Hiicreler SB253080 ile muamele edildiginde
ise insiilin grubuna goére IRS1 tirozin fosforilasyonunda artis goriilmektedir.
Anisomisin ve SB253080 grubu kendi aralarinda karsilagtirildiginda SB253080°nin
IRS1’in aktivasyonu iizerinde pozitif rol oynadig1 acikca goriilmektedir.

Anisomisin, ERK aktivasyonunu insiilin muamele gruba goére etkin bir
sekilde inhibe ederken, SB253080 muamelesinde insiilin grubuna gore anlamli bir
degisim goriilmemistir.

AKT aktivasyonuna bakildiginda ise anisomisin ve SB253080’ nin insiilin
muamele gruplarma gore AKT aktivasyonu {lizerinde negatif rol oynadigi
goriilmektedir.

i - « Z :: i b é
pY
IRS1
pERK
ERK
pAKT

AKT

Beta Aktin

Sekil 4.9. SB253080 ve anisomisinin IRS1’ in hedef proteinleri lizerine etkisinin western blot analizi
ile belirlenmesi (K:Kontrol, I:Insiilin, A:Anisomisin; SB:SB253080) IRS1 memeli
ekspresyon vektorii transfekte edilen hiicreler serumsuz ortamda gece boyu bekletildikten
sonra 100 ng/ml insiilin (5 dk.) ve /veya 10 pg/ml anisomisin, 2 pM SB253080 (1 saat) ile
inkiibe edildi. Hiicreler siire sonunda, TritonX 100 hiicre liziz tamponunda homojenize
edildi. 100 pg hiicre lizat1 %10 poliakrilamid jelde yiiriitildii ve PVDF membran oncelikle
pAKT, pERK, pY antikoru ile strip off isleminde sonra AKT, ERK, IRS1 antikoru ile
isaretlendi. En son olarak ayn1 membran yiikleme kontrolii olarak Beta Aktin antikoru ile
isaretlendi. Deney bagimsiz olarak 3 kere tekrar edildi.
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Sekil 4.10. a. Anisomisin ve b. SB253080° nin IRS1 tirozin fosforilasyonuna etkisi (K:Kontrol,

I:Insiilin, A:Anisomisin; SB:SB253080)
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Sekil 4.11. a. Anisomisin ve b. SB253080° nin ERK fosforilasyonuna etkisi (K:Kontrol, I:Insiilin,
A:Anisomisin; SB:SB253080)
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Sekil 4.12. a. Anisomisin ve b. SB253080° nin AKT fosforilasyonuna etkisi (K:Kontrol, I:Insiilin,
A:Anisomisin; SB:SB253080)
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4.9. insan IRS1 Proteininin Site-Directed Mutagenez (SDM) Yontemi ile

Mutantlarinin Yapilmasi

Elde ettigimiz sonuglardan yola ¢ikarak p38 MAPK’in IRS1’i fosforile
ettigini ve bu fosforilasyondan insulin yolaginin negatif etkilendigini sdyleyebiliriz.
Calismamizda ileri stirdiigiimiiz p38 MAPK’1n muhtemel fosforilasyon bolgelerinin
yolak tiizerindeki etkilerini molekiiler diizeyde gosterebilmek icin insan IRSI
proteininin p38 MAPK fosforilasyon noktalari oldugunu diisiindiigimiiz Serin616
(S616), Serin636 (S636), Serin666 (S666) ve Serin736 (S736) nolu amino asitlerin
kodonlarini fosforile edilemez Alanin (A) ve fosforilasyonu taklit eden Glutamik asit
(E) kodonlarina tekli ve kombinasyon olarak SDM yontemi ile ¢evirdik. Mutant
plazmidler E.coli DH5a susuna transforme edildikten sonra Amfisilin igeren agar
petrilerinde olusan bakteri kolonileri c¢ogaltilarak bunlardan plazmit izolasyonu
yapildi. Izole edilen mutant plazmitler kalip alinarak IRS1’in ilgili bdlgelerine
spesifik primerler aracilifiyla PCR amplifikasyonlar1 ve devaminda DNA dizi
analizleri gergeklestirildi ve mutasyonlar dogruland1 (Sekil 4.13 - 4.20) SDM
yontemi baz alinarak ilgili bolgelerin tekli ve kombinasyonel mutantlari igeren
toplam 30 memeli ekspresyon vektorii olusturuldu.

Insan IRS1 S616A {GGA->GGC)

I | Ilanaln et laln il elennall
T TTCG GCCAC TG GG CAC TGG GG CCACCCCTGG GG LCCATGGGEGCATGTAGC CATCATCCGTGEGTEGAGGGTGE
350 380 370 380 sem— 390 200 410

*'d U‘ﬂr”u

CCTTTCEGGCCACTGGGCACTEGGEGCCACCCCTOGGEGGACATGEGCATGTAGC CATCATCCGTGTGGAGGG
350 360 o Jo) ‘— 390 400 410

insan IRS1 Normal

1“

"

g A’W bl

Sekil 4.13. insan IRS1 S616A mutasyonunun DNA dizi analizi ile gosterilmesi
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insan IR51 SE36A |GCT->6GE)

L et LLLRRETD
G

CTGATGGGGTTAATGATCTGCTGT
280 290

mnhmmu lhﬂhﬂ o hﬂ. LA

Sekil 4.14. Insan IRS1 S636A mutasyonunun DNA dizi analizi ile gosterilmesi

ol banbERRRa R0 bun 0 wa il adal il b i bnnnan il nl

CAGhTACGCTCTTGGGGGCCATGGGGATATAGTCCCC#TTTCCTTTGCG
— 330 340 350

5 -
0 -
-

Insan IRS1 SE66A (GGA->GGC)

PoanaboannnnnBattan 000 ualinanlonuns sunntnnastuttlannnnnnt
CCAATGTCAGGAGAGCAGCCACCGCTGGGGGCCATCMTCATGTAGCCATTGGGGTCCAC
210 220 23— 240 250 260

‘l I

Insan IRS1 Normal

LR ek batd b Ly IIIlIIIIIIIIII.IIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
\CCTCCAATGTCAGGAGAGCAGCCACCGCTGGGGOACATCATCATGTAGCCATTGGGGTCCACTCTCTGRGE
200 210 20 2 240 250 260

Sekil 4.15. insan IRS1 S666A mutasyonunun DNA dizi analizi ile gosterilmesi
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Sekil 4.16. insan IRS1 S736A mutasyonunun DNA dizi analizi ile gosterilmesi

_..

nnnnnnnnnnnnnnn 1)
llllll! Illll lIItIllIlll .0 II|| |I i il I

CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC

Wh \i‘

CCTT TCGGCC#CTGGGClC TGGG%GCC&ECCCTGGGGJ‘CATGG GC#TGTJ‘ GCC TTTTTTTTTTTTTTTTTTT

AL o LAV

ol

Sekil 4.17. insan IRS1 S616E mutasyonunun DNA dizi analizi ile gosterilmesi
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Insan IRS1 S636E [GCT->TTC)

PRERE ba et b b DR RO R R R e D R b Ba R E e A RRRRRRRTRRELRD L 1)
GATGATCTGCTGTGGGGCAGATACGCTCTTGGBTTCCATGGGCATATAGTCTCCACTGCCCT TTCGGE
20 300 310 520 S— 330 40 350

st

Insan IRS1 Normal

IIiIII-InI:III|II|II||I||I|||1I.II1I.IIIIIII|l||||lIlllIIIIlnIiIIqu
GTCTGATGGGATTGATGATCTGC TGTGGGGCAGATACG TGGEECTCATGGGCATATAGTCTCCACT
280 290 30 300 —— 330 340

dﬂhtul J‘hhl il lhlL W ol

Sekil 4.18. insan IRS1 S636E mutasyonunun DNA dizi analizi ile gosterilmesi

gl g

Insan IRS1 S665E [GGA->TTC)

L|!II|||Ih|[||l|||]|l|||H|I||a|||[||||||.||||ll||||||||||l|||l||||||
\ATGTCAGGAGAGCAGCCACCGCTEGETTCCATCATCATGTAGCCAT TGGGGTCCACT CTCTGGGEATGE
210 W 240 250 260 T

insan IRS1 Mormal

ARRRNRNRRNURRRRNIRTannin

I
n‘:.l: TI:CAATGTCJAGGAG-&GC GCCM: CGC

i MVJVWWM

Sekil 4.19. insan IRS1 S666E mutasyonunun DNA dizi analizi ile gosterilmesi
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InsaanSlSHEE:TTA:\-TTC] - i . i I Rr o
IKGG TG ACWRG “'_"'CM_KG W G _CCJ'tC CTRG TG CA RAGTA A AA
30 —

60

Sekil 4.20. Insan IRS1 S736E mutasyonunun DNA dizi analizi ile gdsterilmesi

4.10. SDM Yontemi Ile Olusturulan Mutant Insan IRS1 Ekspresyon

Vektorlerinin 293T Hiicrelerinde Ekspresyonlarimin Gosterilmesi

SDM yontemi ile mutasyonlar olusturulduktan sonra elde edilen vektorlerde
SDM amplifikasyonu sirasinda sonlandirma kodonlariin olugsma olasiligini
dislamak, plazmidin dogru bir sekilde amplifiye edildiginden emin olmak ve mutant
IRST’lerin sentezinin yapildigin1 gostermek icin Kalsiyum Fosfat transfeksiyon
yontemi ile 10 pg plazmit DNA’lar1 293T hiicrelerine verilmis ve 72 saat boyunca
vektorde bulunan memeli antibiyotik diren¢ geni baz alinarak G418 (neomisin)
iceren ortamda protein ekspresyonuna devam edilmistir. Bu siire sonunda elde
edilen lizatlar kullanilarak mutant IRS1’lerin ekspresyonu western blot ile
gosterilmistir. Western Blot goriintiileme asamasinda protein ekspreysonlarinin net
goriilebilmesi i¢in filmler uzun siireli yansimaya maruz birakilmistir. Bu nedenle
bazi orneklerde asir1 yansima goriilmektedir. Sekil 4.21 ve Sekil 4.22° de goriildiigi
gibi SDM siirecinde mutantlarin ekspresyonunu olumsuz etkileyecek bir durum
olugsmamis, mutant proteinlerin ¢ogu yiliksek miktarda ekspresyon gostermislerdir.
(Sekil 4.21- 4.22)
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616+636+666+736A

Bos plazmid
Yabanil Tip
616+636A
616+666A
616+736A
636+666A
636+736A
666+736A
616+636+666A
616+636+736A
636+666+736A

Kontrol
616A
636A
666A
736A

IRS1

Beta Aktin
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Sekil 4.21.insan IRS1 A (Alanin) mutantlarim igeren ekpsresyon vektorlerinin 293T hiicrelerinde
ekpresyonunun gosterilmesi. IRS1 yabanil tip ve mutant memeli ekspresyon vektorleri
293T hiicrelerin CaP yontemi ile transfekte edildi. Hiicreler segiliminden sonra, TritonX
100 hiicre liziz tamponunda homojenize edildi. 100 pg hiicre lizat1 %7 poliakrilamid jelde
yiiriitiildii ve PVDF membran IRS1 antikoru ile isaretlendi. En son olarak ayni membran
yiikleme kontrolii olarak Beta Aktin antikoru ile isaretlendi.
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636+666+736E
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Sekil 4.22.insan IRS1 E (Glutamik Asit) mutantlarmi iceren ekpsresyon vektorlerinin 293T
hiicrelerinde ekpresyonunun gosterilmesi. IRS1 yabanil tip ve mutant memeli ekspresyon
vektorleri 293T hiicrelerin CaP yontemi ile transfekte edildi. Hiicreler segiliminden sonra,
TritonX 100 hiicre liziz tamponunda homojenize edildi. 100 pg hiicre lizatt %7
poliakrilamid jelde yiiriitiildii ve PVDF membran IRS1 antikoru ile isaretlendi. En son
olarak ayn1 membran yiikleme kontrolii olarak Beta Aktin antikoru ile isaretlendi.
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4.11. Yabamil Tip ve Mutant Insan IRS1 Proteini Eksprese Eden 293T

Hiicrelerinin Proliferasyon Oranlarinin Belirlenmesi

p38 MAPK tarafindan fosforile edilen IRS1 in hiicrelerin proliferasyonlari
tizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla fosforilasyonu taklit eden ve fosforile
edilemeyen mutant vektorleri ektopik eksprese eden hiicrelere MTT analizi
gerceklestirildi. Bu sonuglar goéz oniine alinidiginda yabanil tipe oranla S616A,
S736A, S616+S636A, S616+S666A, S616+S736A, S636+S666A, S636+S736A,
S666+S736A, S616+S636+S666A mutantlarini eksprese eden hiicrelerin istatistiksel
olarak proliferasyonlarinda azalma oldugu belirlendi. Ancak fosforile edilemez A
mutantlarin1 eksprese eden hiicrelerin ¢ogunun proliferasyon oranlar1 azalirken,
S636A, S666A ve S636+S666+S736A mutantlarin1 eksprese eden hiicrelerin
proliferasyon oranlar1 ise yabanil tipe goére anlamli derecede artis gdstermektedir.
Ayni bolgelerin E mutantlarin1 eksprese eden hiicrelerin yabanil tipe oranla
proliferasyon hizlarina bakildiginda, S636E, S616+S636E, S616+S666E,
S616+S736E, S636+S666E ve S616+S636+S666E eksprese eden hiicrelerin
proliferayon hizlar1 daha diisiikken, S616E, S616+S636+S736E, S636+S666+S736E
ve S616+S636+S666+S736E mutantlarin1 eksprese eden hiicrelerin proliferasyon
hizlar1 daha yiiksektir. (Sekil4.23, 4.24)

A ve E mutantlarimi eksprese eden hiicreler kendi aralarinda
karsilastirildiginda ise  S636+S666+S736 mutantini eksprese eden hiicre grubu
disindakilerin proliferasyon hizlari arasinda anlamli bir farklilik bulunmaktadir.
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Proliferasyon oram

Sekil 4.23.Yabanmil tip ve A mutant IRS1 proteini eksprese eden hiicrelerin MTT analizi ile
proliferasyon oranlarmin karsilagtirilmasi. Hiicreler 3000 hiicre/kuyu/100 pl besiyeri
olacak sekilde 6 tekrar halinde 96 kuyulu kiiltiir kabina ekildi. %10 FBS iceren DMEM
besi ortamu igerisinde 37°C sicaklik ve %5 CO2’ li %95 nemli kiiltiir ortamina alind1 ve
gece boyu inkiibe edildi. Ertesi giin FBS iceren DMEM uzaklastirildi ve serum igermeyen
besiyeri ile 16 saat inkiibasyon gergeklestirildi. Siire sonunda FBS(-) gruba MTT
protokolii uygulanirken, diger hiicre grubunun {izerine her kuyuda son hacim %10 olacak
sekilde FBS’ li DMEM eklendi ve 48. saatte bu gruba da MTT protolii uygulanarak
spektrofotometrik Olglimleri ve yabanil tip kontrol alinarak istatistiksel analizleri
gerceklestirildi.  (Bir diizenekte her grup n=6 tekrar halinde ekilmis olup, diizenek
bagimsiz olarak 3 kere tekrarlanmistir. *:p<0,05)
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Sekil 4.24.Yabanil tip ve E mutant IRS1 proteini eksprese eden hiicrelerin MTT analizi ile
proliferasyon oranlarinin karsilagtirilmasi. Hiicreler 3000 hiicre/kuyu/100 pl besiyeri
olacak sekilde 6 tekrar halinde 96 kuyulu kiiltiir kabina ekildi. %10 FBS iceren DMEM
besi ortamu igerisinde 37°C sicaklik ve %5 CO2’ 1i %95 nemli kiiltiir ortamina alindi ve
gece boyu inkiibe edildi. Ertesi giin FBS igeren DMEM uzaklastirildi ve serum igermeyen
besiyeri ile 16 saat inkiibasyon gergeklestirildi. Stire sonunda FBS(-) gruba MTT
protokolii uygulanirken, diger hiicre grubunun iizerine her kuyuda son hacim %10 olacak
sekilde FBS’ li DMEM eklendi ve 48. saatte bu gruba da MTT protolii uygulanarak
spektrofotometrik Ol¢timleri ve yabanil tip kontrol alinarak istatistiksel analizleri
gerceklestirildi.  (Bir diizenekte her grup n=6 tekrar halinde ekilmis olup, diizenek
bagimsiz olarak 3 kere tekrarlanmistir. *:p<0,05)

p38 MAPK’m IRS1 fosforilasyonuna bagli  olarak hiicrelerin
proliferasyonlari iizerine etkisi ayrica Ki67 ve Hoescht boyasi ile teyit edildi (Sekil
4.25, 4.26, 4.27) MTT analizine benzer sekilde %10 FBS etkisi atinda 48. saattte
hiicreler immiinfloresan sitokimya yontemi ile boyandi. Hiicrelerin genel
yogunlugunun goériintiilenmesi icin tekli mutantlar 4X biiyiitme ile, tiim mutantlarin
Ki67 boyamasinin goriintiilenmesi ise 20X biiylitme ile saglandi. Elde ettigimizin
sonuglar MTT analizin sonuglarii dogrulamaktadir.
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Sekil 4.25.Yabanil tip ve IRSI proteininin tekli mutantlar1 arasindaki hiicre yogunluk farkinin
belirlenmesi (Bir diizenekte her grup n=3 tekrar halinde ekilmis olup, diizenek bagimsiz
olarak 3 kere tekrarlanmustir. 4X biiyiitme)
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SO16A]
S636A]

S666A

S616A
S636A

S736A

S636.
S666.
85736/
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.
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+
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+
ST36A

Sekil 4.26.Yabanil tip ve IRSI proteininin A mutantlarin1 eksprese eden hiicrelerin
proliferasyonlarinin ki67 boyamasi ile dogrulanmasi (Bir diizenekte her grup n=3 tekrar
halinde ekilmis olup, diizenek bagimsiz olarak 3 kere tekrarlanmistir. 20X biiyiitme)

68



S616k

S636E

S666E

S736E

69



Merge

S616E
43

S666E

S636E

S666E

70



S6l16E
+
S636E
+
S666E

S616E
+
S666E
4
ST36E

S636E
S666E

ST36E

S616E
-
S636E
+
S666E
+
ST36E

Sekil4.27. Yabaml tip ve IRSI proteininin E mutantlarint eksprese eden hiicrelerin
proliferasyonlarinin ki67 boyamasi ile dogrulanmasi (Bir diizenekte her grup n=3 tekrar
halinde ekilmis olup, diizenek bagimsiz olarak 3 kere tekrarlanmistir. 20X biiyiitme)
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4.12. Yabamil Tip ve Mutant Insan IRS1 Proteini Eksprese Eden 293T

Hiicrelerin Insiilin Sinyal Yolagina Etkileri

p38 MAPK tarafindan fosforile edilen IRSI’in insiilin sinyal yolag
tizerindeki etkilerini molekiiler diizeyde belirlemek amaciyla, fosforilasyonu taklit
eden ve fosforile edilemeyen mutant vektorleri ektopik eksprese eden hiicreler, gece
boyu serumsuz ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, bir grup ilgili
proteinlerin optimum aktivasyon siireleri goz oniinde bulundurularak 100 ng/ml
insiilin ile muamele edildi. Hazirlanan protein lizatlarinda pERK, pAKT,ERK, AKT,
IRS1 ve IRS1 fosfotirozin oranlar1 belirlendi (Sekil 4.28).

IRS1 Alanin mutantlarinin tekli kombinasyonlarini eksprese eden hiicrelerin
kontrol gruplarmin IRS1 fosfotirozin oranlarma bakildiginda S616A mutantinin
yabanil tipe oranla yaklasik 2,5 kat artis gosterdigi, diger mutantlar da ise azalma
oldugu goriilmektedir. Ayni karsilastirma insiilin verilen grupta yapildiginda insiilin
ilavesi sonunda hiicrelerin IRS1 fosfotirozin oranlar1 yabanil tipe gore azalma
gostermektedir. Mutantlar1  eksprese eden hiicreler, kendi kontrolleri ile
karsilastirildiginda S616A ve S736A  ekspresyonu yapan hiicrelerde IRS1
fosfotirozin seviyesi sirastyla yaklasik 4 kat ve 3 kat azalmistir. Ancak S666A
hiicrelerinde ise insiilin muamelesi IRS1 fosfotirozin oranini 3 kat arttirmistir.
Hiicrelerin bazal IRS1 ekspresyon seviyelerine bakildiginda S736A mutanti
disindaki hiicrelerin insiilin muamelesi sonucunda IRS1 seviyelerinde artig oldugu
goriilmektedir. (Sekil 4.29)

Ayni grubun kontroller arasinda pAKT oranlarina bakildiginda S666A ve
S736A gruplarinda yabanil tipe oranla fosforilasyonun belirgin bir sekilde azaldigi
goriilmektedir. Insiilin muamele gruba bakildiginda tiim gruplarda yabanil tipe oranla
azalma goriiliirken, gruplar kendi i¢lerinde karsilastirildiginda S616A, S666A ve
S736A gruplarinin yabanil tip kadar olmasa da insuline cevap verdigi goriilmektedir.
Mutantlarin AKT ekspresyonlarina bakildiginda S616A ve S666A vektorlerini
eksprese eden hiicrelerin AKT ekspresyonlar: insiilin ile muamelesi ile artis
gosterirken S736A° da ise azalma gostermektedir . (Sekil 4.30)

ERK fosforilasyonlar1 incelendiginde, kontrol grubu iginde yabanil tipe
oranla S616A’da 10 kat ve S736A’da 4 kat artarken, S666A’da yar1 yariya
azalmaktadir. Insiilin muamele grup kendi igerisinde degerlendirildiginde S616A,
S636A ve S666A°da yabanil tipe oranla pERK seviyesinde artis oldugu goriiliirken
S736A’da ise azalma oldugu saptanmistir. Grup kendi kontrolleri ile
karsilatirildiginda S616A ve S736A insiiline cevap vermezken, S636A ve S666A°da
ERK fosforilasyonu agisindan insiiline cevap verdigi goriilmektedir. Mutantlar ERK
ekspreyonlar1 agisindan degerlendirildiginde S616A grubunun insiilinle muamele
edildiginde ERK ekspresyonun da belirgin bir artis gerceklestirdigi goriiliirken,
S636A mutantin da ise azalmanin oldugu goriilmektedir. (Sekil 4.31)
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Sekil 4.28. Yabanil tip ve IRSI proteininin tekli A mutantlarin1 eksprese eden hiicrelerdeki IRS1,
AKT ve ERK proteinlerinin fosforilasyon ve ekspresyon seviyelerini gdsteren western
blot sonucu. IRS1 yabanil tip ve A mutanlar1 eksprese eden hiicreler serumsuz ortamda
gece boyu bekletildikten sonra bir grup 100 ng/ml insiilin ile hedef proteinlerin optimum
aktivasyon siireleri g6z Oniine alinarak inkiibe edildi. Hiicreler siire sonunda, TritonX 100
hiicre liziz tamponunda homojenize edildi. 100 pg hiicre lizat1 %10 poliakrilamid jelde
yiiriitildic ve PVDF membran &ncelikle pY, pERK, pAKT antikorlar ile strip off
isleminde sonra IRS1, AKT ve ERK antikorlari ile isaretlendi. En son olarak ayni
membran yiikleme kontrolii olarak Beta Aktin antikoru ile isaretlendi.
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Sekil 4.29. Yabanil tip ve IRS1 proteininin tekli A mutantlarini eksprese eden hiicrelerdeki IRS’ in
fosfotirozin ve ekspresyon seviyesi
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Sekil 4.30. Yabanil tip ve IRS1 proteininin tekli A mutantlarini eksprese eden hiicrelerdeki AKT’ nin
fosforilasyon ve ekspresyon seviyesi
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Sekil 4.31. Yabanil tip ve IRS1 proteininin tekli A mutantlarin1 eksprese eden hiicrelerdeki ERK’ {in
fosforilasyon ve ekspresyon seviyesi
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Ikili IRS1 A mutantlarmmn insiilin sinyal yolag iizerindeki etkilerine
bakildiginda, IRS1’ in tirozin fosforilasyonunda yabanil tipe oranla insiilin muamele
gruplarin hepsinde azalma oldugu goriilmektedir. Ancak hiicreler yabanil tip kadar
olmasa da kendi kontrollerine oranla insiiline yanit vermektedirler. Gruplarin IRS1
ekspresyonlar karsilastirildiginda S616A+S666A ve S616A+S736A mutantlarinin
kontrol ve insiilinle muamele, S636A+S666A mutantinin ise insiilinle muamele
grubunda IRS1 eskpresyonunun yabanil tipe oranla oldukg¢a yiikseldigi
goriilmektedir. Insiilinle muamele edildiginde IRS1 ekspresyonu en etkin sekilde
arttiran grup ise S636A+S666A mutantidir. (Sekil 4.33).

AKT fosforilasyon diizeylerinde ise S636A+S666A mutantini eksprese eden
hiicre grubunun kontroliiniin pAKT seviyesinin yabanil tipe oranla 100 kat,
S616A+S636A° nin 7 kat ve S616A+S736A° nin ise 8 kat arttifi goriilmektedir.
Insiilin muamele grup degerlendirildiginde ise S616A+S736A ve S636A+S736A
ekpresyonu gerceklestiren gruplarin yabanil tipe oranla pAKT seviyeleri 2 ve 2,5 kat
artmigtir. Insiilin muamele grup kontrolleri ile karsilastirildiginda S616A+S636A
grubunda anlamli bir farklilik goriilmezken, S636A+S666A grubunda ise insiilinle
muamelasyon sonrasinda pAKT orani yar1 yariya azalmistir. Diger gruplar ise kendi
kontrolleri goz oOniine alindiginda insiiline AKT fosforilasyonu acisindan cevap
vermektedir. Gruplarin AKT seviyelerine bakildiginda S636A+S666A grubunun
AKT ekpresyonunu insiilinle muamele edildiginde oldukga arttirdigi goriilmektedir.
Diger gruplarda ise AKT ekspresyonunda belirgin bir degisim goriilmemektedir.
(Sekil 4.34)

Ikili mutantlarin kontrol grubunun pERK seviyelerinde yabanil tipe oranla
S666A+S736A° nin 2 kat, S616A+S736A° nin ise 4 kat arttigi saptanmustir. Insiilin
muamele grupta ise S616A+S636A° nin ve S666A+S736A’° nin fosforilasyonlarinda
yabanil tipe oranla belirgin bir atis gézlemlenmektedir. Gruplar kendi kontrolleri ile
karsilastirildiginda tiim gruplarin pERK acisindan insulin cevap verdigi goriiliirken,
S616A+S736A” da yari yariya bir azalmanin oldugu saptanmistir. Ikili mutantalri
eksprese eden hiicrelerin ERK ekspresyonlarina bakildiginda S616A+S636A
mutantinin ERK seviyesinin yabanil tipe oranla oldukc¢a azaldig1 saptanmistir. Ancak
orneklerin kendi kontrolleri ile aralarinda ERK ekspresyonu agisindan belirgin bir
degisim goriilmemektedir. (Sekil 4.35)
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Sekil 4.32. Yabanil tip ve IRS1 proteininin ikili A mutantlarin1 eksprese eden hiicrelerdeki IRSI,
AKT ve ERK proteinlerinin fosforilasyon ve ekspresyon seviyelerini gosteren western
blot sonucu. IRS1 yabanil tip ve A mutanlar1 eksprese eden hiicreler serumsuz ortamda
gece boyu bekletildikten sonra bir grup 100 ng/ml insiilin ile hedef proteinlerin optimum
aktivasyon siireleri g6z oniine alinarak inkiibe edildi. Hiicreler siire sonunda, TritonX 100
hiicre liziz tamponunda homojenize edildi. 100 pg hiicre lizatt %10 poliakrilamid jelde
yiiriitiildii ve PVDF membran &ncelikle pY, pERK, pAKT antikorlar ile strip off
isleminde sonra IRS1, AKT ve ERK antikorlar ile isaretlendi. En son olarak ayni
membran yiikleme kontrolii olarak Beta Aktin antikoru ile isaretlendi.
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Sekil 4.33. Yabanil tip ve IRS1 proteininin ikili A mutantlarini eksprese eden hiicrelerdeki IRS1” in
fosfotirozin ve ekspresyon seviyesi
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Sekil 4.34. Yabanil tip ve IRS1 proteininin ikili A mutantlarin1 eksprese eden hiicrelerdeki AKT’ nin
fosforilasyon ve ekspresyon seviyesi
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Sekil 4.35. Yabanil tip ve IRS1 proteininin ikili A mutantlarin1 eksprese eden hiicrelerdeki ERK” {in
fosforilasyon ve ekspresyon seviyesi
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Uglii  ve dortli  kombinasyonlu  mutantlarinin IRS1  tirozin
fosforilasyonlarinda tiim mutantlarin insiilinle muamele edildiginde yabanil tipe
oranla belirgin bir azalma goriiliirken, her mutantin insiiline cevap vererek IRS1
diizeylerini insiilinle muamele edildiginde tirozin fosforilasyonuna ugrattig
gorilmektedir. Fosfotirozin seviyesi agisindan en fazla azalma dortli mutant
ekspresyonu yapan grupta gozlemlenmistir. IRS1 ekspresyon seviyesi yabanil tipe
oranla ikili kombinasyonlarda oldugu gibi iiclii ve dortlii kombinasyonlarda da artis
gostermektedir. (Sekil4.37)

Mutantlarin =~ kontrol ~ grubunun  AKT fosforilasyon  diizeyleri
degerlendirildiginde S616A+S636A+S666A ve S616A+S636A+S736A eksprese
eden hiicre gruplarinda yabanil tipe oranla pAKT oranmi 2 kat, dortlii mutant da ise 14
kat artig gostermistir. Mutantlar kendi kontrolleri ile karsilastirildiginda
S616A+S636A+S736A’ nin insiilinle muamelesinde pAKT oraninin 2 kat, dortlii
mutantin ise 4 kat azaldigi goriilmektedir. Gruplarin AKT ekspresyon seviyeleri
karsilastirildiginda sadece S636A+S666A+S736A mutantinin insiilinle muamele
edildiginde AKT ekspresyonunu kontroliine oranla belirgin bir sekilde arttirdigi
goriilmektedir (Sekil 4.38).

ERK fosforilasyonlar1 kontrol grubunda S636A+S666A+S736A ve dortlii
mutantta yabanil tipe belirgin bir sekilde azalma gosterirken, insiilin muamele grupta
pERK orani sirasiyla 4kat, 2 kat, 5 kat ve 3 kat artig gostermistir. Tiim mutant
gruplarin  insiilinle muamele sonucunda ERK fosforilasyonlarinda  artis
gbzlemlenmistir. Mutantlarin ERK ekspresyon seviyelerinden sadece dortlii mutantin
inslilinle muamele edilen grubunda kontroliine oranla artis goriilmektedir. (Sekil

4.39)
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Sekil 4.36.Yabanil tip ve IRS1 proteininin ikili, Gicli ve dortlii A mutantlarin1 eksprese eden
hiicrelerdeki IRS1, AKT ve ERK proteinlerinin fosforilasyon ve ekspresyon seviyelerini
gosteren western blot sonucu. IRS1 yabanil tip ve A mutanlar1 eksprese eden hiicreler
serumsuz ortamda gece boyu bekletildikten sonra bir grup 100 ng/ml insiilin ile hedef
proteinlerin optimum aktivasyon siireleri g6z oniine alinarak inkiibe edildi. Hiicreler siire
sonunda, TritonX 100 hiicre liziz tamponunda homojenize edildi. 100 pg hiicre lizat1 %10
poliakrilamid jelde yiiriitiildii ve PVDF membran oncelikle pY, pERK, pAKT antikorlar1
ile strip off isleminde sonra IRS1, AKT ve ERK antikorlar1 ile igaretlendi. En son olarak
ayni membran yiikleme kontrolii olarak Beta Aktin antikoru ile isaretlendi
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Sekil 4.37.Yabanil tip ve IRS1 proteininin ikili, {iglii ve dortli A mutantlarin1 eksprese eden
hiicrelerdeki IRS1’ in fosfotirozin ve ekspresyon seviyesi
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Sekil 4.38.Yabanil tip ve IRS1 proteininin ikili, tiglii ve dortli A mutantlarin1 eksprese eden
hiicrelerdeki AKT’ nin fosforilasyon ve ekspresyon seviyesi
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Sekil 4.39.Yabanil tip ve IRS1 proteininin ikili, {iglii ve dortli A mutantlarin1 eksprese eden
hiicrelerdeki ERK” iin fosforilasyon ve ekspresyon seviyesi
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IRS1 E mutantlariin tekli kombinasyonlarini eksprese eden hiicrelerin
kontrol gruplarinin IRS1 fosfotirozin oranlarina bakildiginda yabanil tipe oranla
S616E ’nin 12 kat, S636E’ nin 3 kat, S666E’ nin 23 kat ve S736E’ nin 19 kat artis
gosterdigi saptanmistir. Mutantlarin insiilinle muamele grubuna bakildiginda ise
genel olarak yabanil tipe gore azalma goriilmekle beraber bu oranlar S616E ve
S736E icin 8 kat, diger grupla i¢in 1,5 kattir. Kontrol gruplari kendi aralarinda
karsilastirildiginda, S736E mutanti disinda diger gruplarda insiilinle muamele
sonucunda pIRS1 oraninda anlamli bir artis gézlemlenmektedir. Tekli mutantlar
eksprese eden hiicrelerin IRS1 seviyelerine bakildiginda S636E ve S666E
mutantlarinin IRS1 seviyelerinin azaldigi S616E ve S736E mutantlarinin ise belirgin
derecede yabanil tipe oranla arttig1 goriilmektedir. (Sekil 4.41)

p38 MAPK fosforilasyonunu taklit eden E mutantinin  tekli
kombinasyonlarinin AKT fosforilasyonuna olan etkisine kontrol grubunda
bakildiginda S666E’ de yabanil tipe oranla anlamli bir degisim gozlemlenmezken,
S616E’ de 2 kat, S6363E’ de 1,5 kat artis, S7T36E ekspresyonu yapan hiicrelerde ise
2 kat azalma goriilmiistiir. Insiilinle muamele gruba bakildiginda ise yabanil tipe
oranla pAKT oraninda S636E’ de artig, S666E ve S736E ° de ise azalma oldugu
goriilmustiir. Mutantlar kendi kontrollleriyle karsilagtirildiginda S636E mutant
disindakiler pAKT artis1 agisindan insulin yanit vermemektedir. Aynit mutantlarin
AKT ekspresyon diizeyleri incelendiginde mutantlarin kendi kontrolleri ve yabanil
tip ile aralarinda belirgin bir degisim gézlemlenmemistir. (Sekil 4.42)

Tekli mutantlar ERK fosforilasyonu agisindan degerlendirildiginde kontrol
grubunda yabanil tipe oranla S616E’ de 3 kat, S636E’ de 2,5 kat, S666E’ de 5 kat ve
S736’ de 3 kat artis goriilmektedir. Insiilin grubu pERK oram agisindan kendi
arasinda degerlendirildiginde yabanil tipe oranla S636E degismezken, S616E 7 kat,
S666E 4 kat, S736E 3 kat artmaktadir. Mutantlar kendi kontrolleri ile
karsilastirildiginda her mutant insiilin pIRS1 acisindan cevap verirken S616E’ nin
pERK seviyesi 9 kat artig gostermistir. Mutantlarin ERK seviyelerinde ise S616E’
nin yabanil tipe , S736E mutantinin ise kontroliine oranla yar1 yariya azaldigi
goriilmektedir. (Sekil 4.43)
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Sekil 4.40. Yabanil tip ve IRS1 proteininin tekli E mutantlarint eksprese eden hiicrelerdeki IRSI,
AKT ve ERK proteinlerinin fosforilasyon ve ekspresyon seviyelerini gosteren western
blot sonucu. IRS1 yabanil tip ve E mutanlar1 eksprese eden hiicreler serumsuz ortamda
gece boyu bekletildikten sonra bir grup 100 ng/ml insiilin ile hedef proteinlerin optimum
aktivasyon siireleri g6z oniine alinarak inkiibe edildi. Hiicreler siire sonunda, TritonX 100
hiicre liziz tamponunda homojenize edildi. 100 pg hiicre lizatt %10 poliakrilamid jelde
ylritildi ve PVDF membran oncelikle pY, pERK, pAKT antikorlar1 ile strip off
igleminde sonra IRS1, AKT ve ERK antikorlar ile isaretlendi. En son olarak ayni
membran yiikleme kontrolii olarak Beta Aktin antikoru ile isaretlendi
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Sekil 4.41. Yabanil tip ve IRS1 proteininin tekli E mutantlarini eksprese eden hiicrelerdeki IRS1’ in
fosfotirozin ve ekspresyon seviyesi
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Sekil 4.42. Yabanil tip ve IRS1 proteininin tekli E mutantlarini eksprese eden hiicrelerdeki AKT’ nin
fosforilasyon ve ekspresyon seviyesi
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Sekil 4.43. Yabanil tip ve IRS1 proteininin tekli E mutantlarini eksprese eden hiicrelerdeki ERK” iin
fosforilasyon ve ekspresyon seviyesi

83



IRS1 ikili E mutantlarinin ekpsresyonunu yapan hiicreler IRS1 fosfotirozin
oranlar1 agisindan karsilastirildiginda  kontrol grubunda yabamil tipe gore
S616E+S736E ve S616E+S666E ekspresyonu yapan hiicre gruplarindan 2 kat
azalma buna karsin S616E+S736E’ de 2 kat, S636E+S666E ve S636E+S736E’ de 4
kat, S666E+S736E’ de 19 kat artis goriilmektedir. Insiilin grubunda ise yabamil tipe
oranla 6 mutant grubun 4’ iinde ortalama 4 kat azalma 2’ sinde ise 20 kat azalma
oldugu goriilmistir. Mutantlar kendi kontrolleri ile karsilastirildiginda
S666E+S736E ve S616E+S636E’ nin pIRS1 agisindan insiiline yanit vermedigi diger
gruplarin ise insiilinle muamelesiyele beraber pIRS1 seviyelerini yiikselttigi
goriilmiistiir. ikili mutantlarin IRS1 ekspresyon diizeylerinde ise S616E+S636E
mutanti disindaki tiim gruplarin IRS1 ekspresyonunda artig gozlemlenmektedir
(Sekil 4.45).

IRS1’ in ikili E mutantlarin1 eksprese eden hiicrelerin kontrol gruplarinda
AKT fosforilasyonunda artis oldugu goriilmektedir. pAKT oranindaki artis oranlari
sirastyla 20 kat, 30 kat, 7 kat, 20 kat, 60 kat ve 3 kattir. Mutantlarin insiilinle
muamele edilen gruplarimin pAKT oranlar1 yabanil tipe gore karsilastirildiginda
A636E+S666E’ nin 2 kat ve S636E+S736E’ nin 5 kat arttigi goriilmektedir.
Mutantlar kendi kontrollerine gore karsilastirildiginda S616E+S736E, S636E+S666E
ve S636E+S736E gruplart AKT fosforilasyonu agisindan insulin yanit verirken,
S666E+S736E ve S616E+S636E mutantlar1 yanit vermemektedir. Ayrica
S616E+S666E ekspresyonu yapan hiicre grubunda ise insiilinle muamele sonucuna
pAKT 1rami 1,5 kat azalmigtir. Mutantlarin AKT seviyeleri géz Oniine alindiginda
S636E+S736E mutantinin hem kontrol hem de insiilinle muamele grubundan
belirgin bir ekspresyon azalmasi gézlemlenmektedir. (Sekil 4.46).

Kontrol orneklerin yabanil tipe oranla ERK fosforilasyon seviyeleri goz
Online alindiginda, S616E+S636E’ nin 5 kat, S616E+S736E’ nin 10 Kkat,
S636E+S666E° nin 7 kat, S636E+S736E’ nin 2 kat arttigi saptanirken,
S616E+S666E ile S666E+S736E’ nin seviyelerinde herhangi bir degisimin olmadig:
saptanmustir. Insiilinle muamele edilen grubun yabanil tipe gore ERK fosforilasyonu
S616E+S666E’ de 2,5 kat, S616E+S736E’ de 3 kat, S636E+S666E’ de ve
S666E+S736E° de 2 kat artig gosterirken, S616E+S736E ve S666E+S736E
gruplarinda herhangi bir degisim saptanmamuistir. Biitlin mutantlarin pERK seviyeleri
kendi kontrollerine gore insiilinle muamele edildiginde artis gostermektedir. Ikili E
mutantlarinin eksprese eden hiicrelerin ERK ekspresyonlarinda yabanil tipe ve kendi
kontrollerine oranla belirgin bir degisim saptanmamuistir. (Sekil 4.47).
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Sekil 4.44. Yabanil tip ve IRS1 proteininin ikili E mutantlarini eksprese eden hiicrelerdeki IRS1, AKT
ve ERK proteinlerinin fosforilasyon ve ekspresyon seviyelerini gosteren western blot
sonucu. IRS1 yabanil tip ve E mutanlar1 eksprese eden hiicreler serumsuz ortamda gece
boyu bekletildikten sonra bir grup 100 ng/ml insiilin ile hedef proteinlerin optimum
aktivasyon siireleri g6z oniine alinarak inkiibe edildi. Hiicreler siire sonunda, TritonX 100
hiicre liziz tamponunda homojenize edildi. 100 pg hiicre lizatt %10 poliakrilamid jelde
yiiriitiildii ve PVDF membran oncelikle pY, pERK, pAKT antikorlar1 ile strip off
igleminde sonra IRS1, AKT ve ERK antikorlar ile isaretlendi. En son olarak ayni
membran yiikleme kontrolii olarak Beta Aktin antikoru ile isaretlendi
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Sekil 4.45. Yabanil tip ve IRS1 proteininin ikili E mutantlarini eksprese eden hiicrelerdeki IRS1’ in
fosfotirozin ve ekspresyon seviyesi
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Sekil 4.46. Yabanil tip ve IRS1 proteininin ikili E mutantlarin1 eksprese eden hiicrelerdeki AKT’ nin
fosforilasyon ve ekspresyon seviyesi
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Sekil 4.47. Yabanil tip ve IRS1 proteininin ikili E mutantlarini eksprese eden hiicrelerdeki ERK” iin
fosforilasyon ve ekspresyon seviyesi
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IRS1 tglii E mutantlarin insiilin sinyal yolagindaki etkilerine baktigimizda,
Kontrol grubun yabanil tipe oranla IRS1 fosforilasyonlar1 karsilastirildiginda
S616E+S636E+S666E’ nin 20 kat, S636E+S666E+S736E’ nin 13 kat arttigi,
S616E+S636E+S736E ve dortli mutantin ise pIRS1 oraninin degismedigi
belirlenmistir. Insiilin ile muamele edilen grubu pIRS1 miktar1 yabanil tip ile
karsilastirildiginda S616E+S636E+S666E’ nin 3 kat, S616E+S636E+S736E’ nin 2
kat, S636E+S666E+S736E’ nin 8 kat ve dortli mutantin ise 25 kat azaldigi
belirlenmistir. Mutantlar kendi kontrolleri ile karsilastirildiginda
S616E+S636E+S736E ve dortlii mutantin pIRS1 agisindan insiiline yanit verdigi
goriilmiistiir. Uclii ve dortlii mutant grubun IRS1 ekspresyonlari karsilastirildiginda
S616E+S636E+S666E ve S636E+S666E+S736E mutantlarimi  eksprese eden
gruplarda IRS1 ekspresyonunun yabanil tipe oranla oldukca yiiksek oldugu
saptanmistir. Buna karsin dortlii mutantin her iki grubunda da IRS1 ekspreyonunun
belirgin bir azalma goriilmektedir. (Sekil 4.49)

Kontrol mutantlarin AKT fosforilasyon oranlar1 yabamil tipe gore
karsilagtirildiginda, S616E+S636E+S666E ve S616E+S636E+S736E gruplarinin 2
kat, S636E+S666E+S736E gruplarinin ise 3 kat, dortlii mutantin ise 10 kat azaldigi
belirlenmistir. Mutantlarin insiilinle muamele edilmis grubu yabanil tip ile
karsilagtirildiginda , S616E+S636E+S666E ve S616E+S636E+S736E gruplarinin 2
kat, S636E+S666E+S736E gruplarinin ise 3 kat dortlii mutantin ise 5 kat azaldigi
saptanmistir. Gruplar kendi kontrolleri ile karsilastirildiginda doértlii mutant disindaki
gruplarda pAKT seviyesi agisindan insiilin muamelesinden belirgin bir degisim
gbzlemlenmezken dortlii mutantin pAKT seviyesini kontroliine gore 2 kat arttigi
goriilmustiir. Ayn1 grubun AKT ekspresyon diizeylerine bakildiginda her mutantin
kontrol grubundaki AKT seviyesinin yabanil tip kontrole oranla arttig
gorilmektedir. Ayrica gruplarin insiilinle muamele ediliginde kendi kontrollerine
oranla da AKT ekspresyonlarini arttirdigr saptanmustir. (Sekil 4.50)

Uclii ve dortlii E mutantlarinin  kontrollerinin yabanil tipe oranla ERK
fosforilasyonu agisindan S616E+S636E+S666E’ nin ayni, S616E+S636E+S736E ve
S636E+S666E+S736E’ nin 2 kat daha az, dortlii mutantin ise 4 kat daha fazla
seviyede oldugu belirlenmistir. Insiilin muamele grup kendi igersinde
karsilagtirildiginda  yabanil tipe oranlar S616E+S636E+S666E’ nin 2,5 kat, dortlii
mutantin ise 6 kat daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Gruplar kendi kontrolleri ile
karsilagtirildiginda pERK seviyesi agisindan her grup insuiiin yanit vermistir.
Gruplarin ERK ekspreyon seviyeleri incelediginde en belirgin degisimin dortlii
mutantt ekpsrese eden hiicrelerde oldugu goriilmektedir. Bu grubun ERK
ekspresyonu hem yabanil tipe oranla hem de insiilinle muamele edildiginde kendi
kontroliine oranla belirgin bir sekilde azalmaktadir. (Sekil 4.51)
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Yabaml Tip
Yabanil Tip ins
666+736E ins
616+636+666E
616+636+666F ins
616+666+736E
616+666+736E ins
636+666+736F
636+666+736E ins
616+636+666+736E
616+636+666+736E ns

pY
IRS1
PAKT
AKT
pERK
ERK

B Aktin

Sekil 4.48. Yabanil tip ve IRS1 proteininin ikili, Giglii ve dortlii E mutantlarin1 eksprese eden
hiicrelerdeki IRS1, AKT ve ERK proteinlerinin fosforilasyon ve ekspresyon seviyelerini
gosteren western blot sonucu. IRS1 yabanil tip ve E mutanlar1 eksprese eden hiicreler
serumsuz ortamda gece boyu bekletildikten sonra bir grup 100 ng/ml insiilin ile hedef
proteinlerin optimum aktivasyon siireleri g6z oniine alinarak inkiibe edildi. Hiicreler siire
sonunda, TritonX 100 hiicre liziz tamponunda homojenize edildi. 100 pg hiicre lizati
%10 poliakrilamid jelde yiiriitiildii ve PVDF membran oncelikle pY, pERK, pAKT
antikorlari ile strip off isleminde sonra IRS1, AKT ve ERK antikorlar1 ile igaretlendi. En
son olarak ayni membran yiikleme kontrolii olarak Beta Aktin antikoru ile isaretlendi.
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Sekil 4.49. Yabanil tip ve IRS1 proteininin ikili, ii¢li ve dortli E mutantlarin1 eksprese eden
hiicrelerdeki IRS1’ in fosfotirozin ve ekspresyon seviyesi
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" Insulinle muamele
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Sekil 4.50. Yabanil tip ve IRS1 proteininin ikili, iiglii ve dortlii E mutantlarin1 eksprese eden
hiicrelerdeki AKT’ nin fosforilasyon ve ekspresyon seviyesi
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Sekil 4.51. Yabanil tip ve IRS1 proteininin ikili, ii¢lii ve dortlii E mutantlarin1 eksprese eden
hiicrelerdeki ERK’ iin fosforilasyon ve ekspresyon seviyesi
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4.13. Yabamil Tip ve Mutant Insan IRS1 Proteini Eksprese Eden 293T

Hiicrelerin Glukoz Alinim Oranlar

p38 MAPK tarafindan fosforile edilen IRS1’ in hiicrelerin glukoz alinimlari
tizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla fosforilasyonu taklit eden ve fosforile
edilemeyen mutant vektorleri ektopik eksprese eden hiicreler FBS’ i ortamda esit
sayida ekildi (n:3) Ertesi glin hiicreler glukoz bulunmayan besiyeri ortamiyla
yikandi. Bir grup sadece floresan isaretli glukoz analogu igeren glukozsuz besiyeri
ile diger grup ise glukoz analogu ve 100 ng/mL insiilin igeren glukoz bulunmayan
besiyeri ile 30 dk. inkiibe edildi.

Fosforile edilemeyen ilgili bolgelerin alanine mutantlarin1 eksprese eden
hiicrelerde kontrol ve insiilin muamele gruplarin yabanil tipe gore glukoz alinim
oranlarina bakildiginda, hepsinde azalmanin meydana geldigi goriilmektedir.(Sekil
4.52).

Tekli mutantlar1 eksprese eden hiicrelerde, insiilinle muamele edildiklerinde
kontrollerine gore insiiline yanit vererek glukoz alniminlarinda anlamli bir artis
goriilmektedir. Ikili mutantlarmn  glukoz almimlart kendi kontrolleri ile
karsilagtirildiginda ise S616A+S636A ve S636A+S66A gruplarinda anlamli bir
degisim gozlemlenmezken, diger gruplarda insiilinle muamele sonucunda glukoz
alinimlarinda azalma oldugu goriilmektedir. Ug bdlgeye ait A mutantini ekpsrese
eden hiicrelerin glukoz alinimlarinda sadece S616+S636A+S736A’ nin insiiline yanit
verdigi goriilmektedir. Dortlii A mutantin1 tasiyyan grubun da insiilinle muamele
edildiginde glukoz aliminda anlamli bir artigin oldugu goriilmektedir (Sekil 4.52).
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Sekil 4.52. Yabanil tip ve IRS1 proteininin A mutantlarini eksprese eden hiicrelerin normal ve
insiilinle muamele kosullarda glukoz alim miktarlarinin belirlenmesi (CTCF: Corrected
total cell fluorescence) Hiicreler 5000 hiicre/kuyu/100 pl besiyeri olacak sekilde 3 tekrar
ve 2 sira halinde 96 kuyulu kiiltiir kabina ekimi gerceklestirildi ve %10 FBS iceren
DMEM besi ortami igerisinde gece boyu inkiibe edildi. Hiicreler, glukoz bulunmayan
besiyerinde sulandirilmis floresan isaretli glukoz analogu olan 2-NGBD (2-deoksi-2-((7-
nitro-2,1,3-benzoksadiazol-4-yl)-D-glukoz) karisimi ve/veya 100 ng/pl insiilin ile
muamele edildi ve hiicrelerin CTCF degerleri hesaplandi.
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IRS1 proteininin p38 MAPK fosforilasyonunu taklit eden E mutantlarinin
ekspresyonunu gerceklestiren hiicrelerin normal ve insiilinle muamele ediligi
kosullarda yabanil tipe gore glukoz almimlarinda belirgin bir azalma oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.53) .

Tekli mutantlarin insiilinle muamele edildiklerinde glukoz alim miktarlarina
bakildiginda kontrollerine gore azaldigi ve bu durumun ikili mutantlardan
S616E+S666E, S616E+S636E, S636E+S666E gruplarinda da devam ettigi
goriilmektedir. Ikili mutantlardan S616E+S736E, S636E+S736E ve S666E+S736E
degisimlerini eksprese eden hiicrelerin ise insiilin muamelesi ile glukoz alinimlarini
arttirdign  saptanmigtir. S636E+S666E+S736E ekspresyonu yapan hiicre grubu
disinda diger iicli mutant ekspresyonu yapan hiicrelerde de insiilinle glukoz
almimlarinda artis oldugu gozlemlenirken dortlii E mutasyonunu eksprese eden
hiicrelerin glukoz alinimlarinda ise azalma saptanmistir (Sekil 4.53).

Bu veriler goz oniine alindiginda A mutantlarin1 ve E mutantlarini eksprese
eden hiicre gruplar1 kendi esdeger gruplariyla karsilastirildiginda 6zellikle tekli ve
dortli A ve E mutant gruplarimin glukoz alinim degerlerinin birbirleri ile zit
olduklar1 gézlemlenmistir (Sekil 4.52, Sekil 4.53)
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Sekil 4.53. Yabanil tip ve IRS1 proteininin E mutantlarini1 eksprese eden hiicrelerin normal ve
insiilinle muamele kosullarda glukoz alim miktarlarinin belirlenmesi (CTCF: Corrected
total cell fluorescence) Hiicreler 5000 hiicre/kuyu/100 pl besiyeri olacak sekilde 3 tekrar
ve 2 sira halinde 96 kuyulu kiiltiir kabina ekimi gergeklestirildi ve %10 FBS iceren
DMEM besi ortami igerisinde gece boyu inkiibe edildi. Hiicreler, glukoz bulunmayan
besiyerinde sulandirilmis floresan isaretli glukoz analogu olan 2-NGBD (2-deoksi-2-((7-
nitro-2,1,3-benzoksadiazol-4-yl)-D-glukoz) karisimi ve/veya 100 ng/pl insiilin ile
muamele edildi ve hiicrelerin CTCF degerleri hesaplandi.
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TARTISMA

Insiilin, iskelet ve kalp kasi, adiposit gibi hedef dokularda glukoz alinimini
indiikleyerek ve karacigerde glukoz iiretimini baskilayarak glukoz homeostasisini
diizenlemektedir. Ayn1 zamanda insiilin lipolizi baskilayarak karacigerdeki glukoz
iiretimine neden olan FFA’ larin da dolasimda azalmasina neden olmaktadir. Insiilin
direnci ise insiilinin tiim bu metabolik etkilerini yerine getirememesi durumudur
[52].

Insiilin sinyal sistemi oldukga kompleks olmasi nedeniyle akut ve kronik
insiilin direnci gelisiminde ortak bir mekanizmanin agiklanmasi olduk¢a zordur. Son
yillarda yapilan transgenik fare deneyleri, bir ¢ok sinyal basamaginin
regililasyonunda sorun oldugunu gosterirken bunlardan bir kisminin insiilin ve IGF
bagimli, diger kisminin ise sinyal yolaklarinin birbiri ile interaksiyonu sonucu
olustugunu gostermistir [2, 11]. Bu duruma ornek olarak insiilin reseptor
mutasyonlarinin insiilin direncine neden oldugu bilinmekle beraber bu mutasyonlarin
olduke¢a nadir oldugu ve genellikle beta hiicre kaybinin eslik etmedigi bilinmektedir
[149]. Diger taraftan PTP1B, SHIP2 ya da PTEN gibi protein ya da lipid
fosfatazlarin ekspresyonlarindaki artisin insiilin direnci gelisiminde klinik 6nemi
olabilecegi dislinlilmekteydi. Dolayisiyla bu molekiillerin  spesifik olarak
baskilanmasinin insiilin direnci tedavisinde basarili olabilecegi 6ngoriildii. Ancak bu
molekiillerin diger sinyal yolaklariyla olan etkilesimleri, bu durumun istenmeyen
fenotiplere neden olacagindan uygun bir terapdtik hedef olmaktan ¢ikarmistir [35].

Insanda molekiiler olarak insiilin direnci mekanizmas1 tam olarak
aydinlatilamamais olsa da genel ve ortak bir mekanizma goz oniine alindiginda, IRS
proteinleri dikkat cekmektedir [150]. Insiilin sinyalindeki bu nokta, diger sinyal
yolaklartyla da kesismesi nedeniyle insiilin direnci gelisiminin ortak hedef noktasi
oldugunu gostermektedir. Diger bir 6nemli nedeni ise sinyalin hem fizyolojik hem de
patolojik durumda regiilasyon merkezi olmasidir. Dolayisiyla bir ¢ok fizyolojik ve
genetik faktor goz oniline alindiginda IRS1 regiilasyonu, insiilin direnci gelisiminde
mekanistik olarak olduk¢a dnemlidir.

IRS1 proteininin insiilin sinyal yolagim fizyolojik ve patolojik durumlarda
Ser/Thr fosforilasyonuna ugrayarak regiile ettigi bir ¢ok calisma ile gosterilmistir. Bu
fosforilasyonlar gerek IRS1’ in alt sinyal elemanlar1 gerekse fizyolojik ve cevresel
faktorlerin uyaranlar1 tarafindan gerceklestirilmektedir. Cevresel uyaranlar goz
online alindiginda JNK, TNF gibi hiicresel stres faktorlerinin direkt ya da dolayl
olarak IRS1’ i Ser/Thr fosforilasyonuna ugratarak insiilin sinyal yolagini baskiladigi
ve patolojik durumlarda bu baskilamanin 6n plana ¢iktig1 gériilmektedir [25, 54]. Bu
acidan bakildiginda p38 MAPK’ 1n da stresle aktive olan bir Serin Treonin kinaz
oldugunu bilmekteyiz. Ayrica yapilan ¢alismalarda da Tip 2 diyabet ve insiilin
direnci gelisiminde p38 MAPK aktivitesinin arttif1 gozlemlenmistir [142, 143]. Bu
yaklasimlar 1s1ginda bu c¢alismamizda p38 MAPK’ in diger stres indiiklii kinazlar
gibi IRS1’ 1 Ser/Thr fosforilasyonuna ugratip ugratmadigini, hiicrelerin glukoz
alinimi1 ve proliferasyonu tizerindeki etkilerini ortaya koymay1 amacladik.
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Bu hedefimiz dogrultusunda transfeksiyon agisindan ve kiiltiirasyonu kolay
olan ayn1 zamanda insiilinin hedef organlar1 arasinda gosterilen embriyonik bobrek
hiicresi 293T hiicre hattin1 kullandik [151]. Oncelikle, hiicrelere IRS1 memeli
ekspresyon vektoriinii transfekte ettik ve ektopik ekspresyonunu gosterdik. Ekzojen
ekspresyonu endojen ekspresyondan ayirt edebilmek i¢in plazmidde bulunan flag
secici bolgesine yonelik antikor kullandik ve plazmidin hiicrelerde basarili bir
sekilde ektopik ekspresyon gosterdiginden emin olduk.

Bir kinazin bir proteini fosforile edebilmesi i¢in aralarinda bir interaksiyonun
olmas1 gerekmektedir. Bu nedenle calismamizda, p38 MAPK ve IRS1 etkilesimini
immiinpresipitasyon teknigi araciligiyla gosterdik. Bu veri literatiirde p38 MAPK —
IRS1 etkilesimini gosteren ilk sonugtur.

Her hiicre tipinin insiiline verdigi yanit ve sinyalin iletim hiz1 birbirinden
farklilik gostermektedir. Bu nedenle kullanacagimiz aktivatorlerin ve inhibitorlerin
hiicrelerde hedef aldigimiz molekiilleri aktive ya da inhibe ettikleri optimum stireyi
belirlemek istedik. Bu amagla, p38 MAPK aktivatorii olan anisomisinin p38 MAPK’
1 15. dk.” dan itibaren aktive ettigi optimum aktivasyon siiresi olarak ise 60 dk.
oldugunu saptadik. Insiilinin ise IRS1’ i insiilin reseptdrii aracili tirozin
fosforilasyonuna ugrattigi siirenin 5. dk. baslayip 90. dk.” ya kadar devam ettigini
belirledik. Elde ettigimiz sonuca bakildiginda 15. dk’ dan sonra da IRS1 tirozin
fosforilasyonunda artiglar goriilmektedir. Ancak IRS1° in bazal ekspresyon diizeyine
bakildiginda bir azalma s6z konusudur. Bu durum bize IRS1’ in Ser/Thr
fosforilasyonuna ya da diger mekanizmalara bagli olarak parcalanmaya basladigini
gostermektedir. 5. ve 15. dk’ lar goz Oniine alindiginda ise IRS1 ekspresyonu
fosforilasyona bagli olarak artis gostermektedir. Bu noktada insiilin sinyal geri
bildiriminin olduk¢a hizli oldugu goriilmektedir. Bu durumun kronik insiilin
maruziyeti ile IRS1’ in baskilamasina bagl olarak insiilin direnci gelisimine katkida
bulundugu soylenebilmektedir [152]. Insiilin yolagmin diger énemli proteinleri ise
AKT ve ERK proteinleridir. Bu proteinlerin insiiline bagli optimum fosforilasyon
siirelerinin ise 30. ve 5. dk’ lar oldugu goriilmektedir. Elde ettigimiz bu veriler
Zhande ve arkadaglar1 tarafindan 2006° da yaptiklart c¢alisma ile paralellik
gostermektedir. Bu c¢alismada insiilin ile indiiklenen hiicrelerde belirledigimiz
stirelerden sonra stirekli aktif fosfatazlar ya da diger hiicresel mekanizmalar
araciligiyla defosforilasyonunun basladig: belirtilmektedir [153].

IRS1 Ser/Thr fosforilasyonunun sinyal {izerindeki en 6nemli etkisi, IRS1’ in
insiilin indiikli tirozin fosforilasyonunu azaltmasidir. Bu nedenle p38 MAPK’ 1n
aktif oldugu durumlarda IRSI tirozin fosforilasyonuna etkisinin saptanmasi
onemlidir. p38 MAPK aktivasyonu anisomisin tarafindan saglanmistir. Anisomisin,
memeli hiicrelerinde stresle aktive olan proteinlerden p38 MAPK ve JNK’ m
aktivatoriidiir [154]. Elde ettigimiz veriler 1s18inda, 293T hiicreleri anisomisin ile
muamele edildiginde IRS1’ in tirozin fosforilasyonunda yaklagik 2 kat azalma
oldugu goriilmiistiir. Bu noktadan yola ¢ikarak anisomisinin insiilin sinyal yolagini
IRS1 tirozin fosforilasyonunu azaltarak inhibe ettigi ya da yavaslattig
sOylenebilmektedir. Ayrica sadece anisomisin muamele gruba bakildiginda,
anisomisin uygulamasinin bazal IRS1’ i insiilinden bagimsiz olarak pargalanmaya
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gotiirdiigi  goriilmektedir. Ancak anisomisin, IRS1‘ 1 Ser/Thr fosforilasyonuna
ugratan JNK* 1 da aktive eden bir ajandir. 2001 yilinda Rui ve arkadaglar tarafindan
CHO hiicrelerinde yapilan ¢alismada da anisomisin indiiklii JNK aktivasyonunun
IRS1 S307 (insan S312) fosforilasyonu araciligiyla IRS1 tirozin fosforilasyonunu
azalttig1 saptanmustir [155]. Bu noktada elde ettigimiz verinin spesifik p38 MAPK
etkisi oldugunu sdylememiz giigtiir. Bu nedenle etkinin spesifikligini ve p38 MAPK’
m inhibisyona etkisini gorebilmek icin spesifik p38 MAPK inhibitérii olan
SB203580° 1 kullandik. SB203580 kullandigimiz hiicrelerde ise IRS1 tirozin
fosforilasyonun insiilinle muamele edilen hiicreye gore 3 kat arttifimi belirledik.
IRS1’ in p38 MAPK aracili parcalanmaya gittiginin bir diger kanit1 ise sadece
anisomisin ve SB203580 uyguladigimiz hiicrelerde bazal IRS1 ekspresyon
miktaridir. Veriler karsilastirildiginda SB203580 uygulanan hiicrelerde bazal IRS1
orani intakt haldedir ve par¢alanmaya gitmemistir (Sekil 4.7- 4.8). Ayrica anisominin
IRS1’ in hedef proteinleri iizerindeki etkileri saptamak istedigimizde anisomisinin
insiilinin indiiklii ERK fosforilasyonunu azalttigi ancak SB253080’ nin her hangi bir
etkisinin olmadigin1 saptadik. Literatiirde de yapilan ¢alismalarda, SB253080° nin
ERK’ i hedef almadig1 ancak anisomisininin insiilin indiiklii ERK fosforilasyonunu
baskiladig1r goriilmistiir [156]. AKT fosforilasyonu agisindan bakildiginda ise
SB203580° nin PKB aktivasyonunu baskilarken anisomisinin herhangi bir etki
yapmadigin gérmekteyiz [157].

Bu noktaya kadar elde ettigimiz verilerle, p38 MAPK’ 1n stresle aktive
oldugu kosullarda IRSI1 ile interaksiyona girip, IRS1 tirozin fosforilasyonunu
azaltarak insiilin sinyal yolagini inhibe ettigini sdyleyebiliriz. Bundan sonraki
sorumuz ise IRS1’ e baglanan p38 MAPK’ 1n IRS1’ i hangi bdlglerinden fosforile
ettigine yonelik oldu. Bu noktada IRS1 protein dizisinde p38 MAPK’ mn muhtemel
fosforilasyon bdlgelerini saptadik. 1lgili bolgelerdeki kodonlar1 tekli ve
kombinasyonel olarak p38 MAPK fosforilasyonunu taklit edecek E ve fosforile
edilemez A mutantlarina ¢evirdik ve hiicreler iizerindeki fonksiyonel etkilerine
baktik. Bu mutantlar1 hiicrelere transfekte ederek, p38 MAPK fosforilasyonunun
hiicrelerin proliferasyonlar1 ve glukoz alinimlar tizerine etkilerini gézlemledik.

p38 MAPK’ 1n IRS1’ 1 fosforile edemedigi durumlar géz oniine alindiginda
tekli mutantlardan S636A ve S666A° y1 eksprese eden hiicrelerde proliferasyonun
artt1ig1, ayni bolgelerin p38 MAPK fosforilasyonunu taklit eden (E) gruplarin da ise
azaldig1 goriilmektedir. Dolayisiyla elde ettigimiz bu sonucglara goére aktif p38
MAPK’ in  IRS1° i bu bolgelerden fosforile ettigi durum ya da durumlarda
hiicrelerde antiproliferatif etki gosterdigi sdylenebilmektedir (Sekil 4-23, 4-24, 4-25).
Bugiine kadar yapilan bir ¢cok calismada 6zellikle mTOR tarafindan S636 ve S666
bolgelerinin fosforilasyonunun IRS1’ i pargalanmaya gotiirerek insiilin sinyalini
baskiladig1 belirtilmistir [158, 159]. Bu durum western blot analizlerinde elde
ettigimiz IRS1 ekspresyon seviyeleri ile de uyum gostermektedir. S636A ve S666A
mutantlarinin  6zellikle insiilinle muamele edildiginde IRS1 ekspresyonlarinda
belirgin bir artis gdzlemlenirken, S636E ve S666E mutantlarinda ise belirgin bir
azalma oldugu goriilmektedir (Sekil 4.29-Sekil 4.41) . Bu iki mutantin neden oldugu
proliferasyon artis1 IRS1 ekpresyonu ile iligkili olabilir [42]. IRS1’ in ilgili bolgelere
ait A mutantinin proliferasyon iizerindeki etkileri, PI3K ile olan etkilesimi arttirarak
sinyalin kuvvetlenmesine ya da IRSI’ in PI3K’ dan bagimsiz diger proliferatif
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yolaklar1 da uyarmasi seklinde agiklanabilmektedir. Ayni bolgelerin E mutantlarinda
ise IRS1’ in parcalanmaya gitmesi bir ka¢ durumu karsimiza c¢ikarmaktadir.
Bunlardan birincisi 6zellikle bobrek de eksprese olan IRS4 proteininin IRS1¢ i
kompanse etmek i¢in metabolik ve mitojenik yolaklarin aktivasyonunu
arttirabilmesidir [160]. Diger bir olasilik IRS1 parcalanmasina bagli olarak sinyal
inhibisyonunun gergeklesebilecegidir. IRS1 parcalanmasina bagli olarak insiilin
reseptorii ve PI3K ile interaksiyona giren proteinlerin IRS’ in yaris dis1 kalmasi
nedeniyle proliferatif ya da metabolik yolaklar1 aktive edebilmesi ise baska bir
olasiliktir [20]. Ayrica hiicrelerin sinyal kinetiklerinin degisimi de mutantlarin hedef
proteinleri uyarim siirelerini, sinyal akim hizlarin1 ve etkilerinin kisa siireli ya da
uzun siireli olmalarii etkilemektedir [161].

Diger tekli kombinasyonlardan S616 ve S736 bolgelerinin p38 MAPK
tarafindan fosforilasyonlarinin hiicrelerde proliferatif bir etki yaptigr karsimiza
cikmaktadir. Benzer sekilde bu bdlgelerin A ve E mutantlarinin proliferasyon
oranlarinin birbirine anlamli bir gsekilde farklilik gdstermesi bu durumu
dogrulamaktadir. Bu mutantlarin western blot analizlerinde IRS1 seviyelerine
bakildiginda ise yabanil tipe oranla belirgin bir artisin oldugu karsimiza ¢ikmaktadir.
S636A ve S666A mutantlarinda da oldugu gibi IRS1 ekspresyon artis1 hiicre
proliferasyonu ile paralellik gostermektedir. Ancak bu mutantlarin parcalanmaya
gitmemeleri ilging bir sonug¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu durum literatiirde de
belirtildigi gibi IRS1° in hangi pozisyonundan ve hangi uyaranla fosforile
oldugunun, fosforilasyonun etkisini de degistirdiginin gostergesidir [42].

Tekli mutantlar1 eksprese eden hiicrelerin glukoz alinimlarina bakildiginda
hiicrelerin beklendigi lizere A mutantlarinin insiiline yanit verirken E mutantlarinin
insiiline yamit vermedigini gérmekteyiz. Ozellikle S636 bdlgesinin insiilin duyarliligt
konusunda en etkin bolge oldugunu sdyleyebiliriz. Tiim bu sonuglar goze alindiginda
IRS1 p38 MAPK fosforilasyonunun hiicrelerin glukoz alinimlar iizerindeki etkisinin
negatif oldugunu sdyleyenebilir. Literatiirde benzer bolgeler INK ve mTOR gibi
proteinler ile fosforillendiginde de benzer etkiyi gostermektedir [162, 163].
Proliferasyonu yiiksek ancak glukoz alinimi azalan hiicrelerin ekprese ettigi
mutantlara bagli olarak mitojenik ve/veya farklilagma yolaklarim1 uyardig
diistiniilebilmektedir [13].

Bu olasiliklar1 goz oniine aldigimizda tekli mutantlarin IRS1, AKT ve ERK
ekspresyonlarinin  yani1 sira, fosforilasyon diizeylerini belirledik. Tekli A
mutantlarinin  IRS1 ekspresyonlarina bakildiginda insiilin muamelesi ile IRS1° in
ekspresyonunda artis olmasi, IRS1’ in pargalanmadan korundugunu gostermektedir.
Ancak bu durum fosforilasyon diizeyine, bazal IRS1 seviyesinin yliksekliginden
dolayt bekledigimiz gibi yansimamaktadir. Bu sonuglar degerlendirildiginde
mutanlarin molekiiler diizeyde IRS1 ag¢isindan insiiline yanit verdigini sdyleyebiliriz.
S636A mutant1 gbz Oniine alindiginda bu grubun IRS1 tirozin fosforilasyonunun
diisiik glukoz aliniminin ise yliksek oldugunu gdérmekteyiz. Bu noktada bu grup
hiicrelerin Cbl/CAP gibi farkli yolaklar araciligiyla glukoz alinimini arttirabilecegi
diisiincesi ortaya c¢ikmaktadir [164]. S736A° nin ise molekiiler diizeyde IRS1
fosforilasyonu ac¢isindan insiiline direng¢ gosterdigi sdylenebilmektedir. Buna karsin
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S636A, S666A ve S736A gruplarmin AKT fosforilasyon diizeylerine bakildiginda
hem kontrol hem de insiilin muamele hiicrelerde IRS1 fosfotirozin oranlart diisiik
olmasina karsin normal AKT fosforilasyonu goziikmektedir. Bu durum 2001 yilinda
Nadler ve arkadaslar1 tarafindan yayinlanan insiilin direngli farelerdeki IRSI
fosfotirozin seviyesindeki azalma ile diisiik PI3K aktivasyonuna ragmen normal
AKT fosforilasyonu diizeyinin goriilebildigi verisiyle paralellik gostermektedir
[165]. Bu mutantlar1t ERK fosforilasyonu agisindan degerlendirdigimizde; S736A’°
nin agirlikli olarak metabolik etkilerden sorumlu AKT yolagininin indiiksiyonunu
saglarken, diger gruplarin ERK aktivasyonunu da insiilin muamelesiyle arttirdigini
gormekteyiz. Bu aktivasyonlar S636A ve S666A eksprese eden hiicrelerin
proliferasyonlariyla paralellik gostermektedir. Diger taraftan S736A’ nin agirlikh
olarak metabolik yolagi aktivasyonu da proliferasyon sonuc¢larimiza yansimistir.
S616A mutantin1  eksprese eden hiicreleri inceledigimizde IRSI1 tirozin
fosforilasyonlarinin oldukga yiiksek olmasina ragmen sadece ERK fosforilasyonunda
bir belirgin bir artis oldugu goriilmektedir. Buna bagli olarak beklendigi iizere
hiicrelerin glukoz alimimlarinda azalma oldugu goriilmektedir.  Ayrica ERK
aktivasyonu beklendigi sekilde S616A° nin proliferasyonuna yansimamaktadir. Bu
durum ERK’ iin bu grupta farklilasmayla ilgili yolaklar1 indiikleyebilecegini
diistindiirmektedir [166, 167].

Tekli kombinasyonlarin E mutantlarinin sonuglar1 degerlendirildiginde ise
IRS1 ekspresyonlarinda S616E mutant disinda belirgin bir azalmanin oldugu ve
IRS1’ in pargalanmaya gittigi goriilmektedir. Buna karsin bu hiicre grubunda IRS1
fosfotirozin seviyelerinde artis oldugu goriilmektedir. Bu durum insiilin direncine
sebep olmayacakmis gibi goziikse de kisa siireli bir etkinin (sinyal kinetiginde
artisin) s6z konusu olabilecegini diistinmekteyiz. Bu durumda protein hizla fosforile
olmakta ancak bazal seviyeden gelen IRS1 olmadigi i¢in fosforilasyon kisa bir siire
sonra geri bildirimle inhibe edilecektir [161]. Gruplarin ERK ve AKT aktivasyonlari
bu fosforilasyon ile paralellik gosterirken, bu sinyal yolaginin hiicrelerin fonksiyonel
etkilerine yansimamaktadir. Bunun nedenlerinden bir digeri ise fonksiyonel bir
etkinin tek bir yolak iizerinden agiklanmasinin giigliigiidiir. Hiicrelerin insiilinle
muamele edildiginde AKT fosforilasyon seviyelerinde anlamli bir artis olmamasi
glukoz aliimlarina da yansimis ve azalma oldugu saptanmistir. Grup proliferasyon
acisindan degerlendirildiginde S616E mutantinin S616A mutantindan farkli olarak
ERK aktivasyonu sonucunda proliferasyonunda artis oldugu goriilmektedir. Bu
durum IRS1’ den bagimsiz olarak proliferasyon yolaklarinin indiiklendiginin
gostergesidir. Bunun yaninda S666E’ nin de ERK fosforilasyonu artmasina ragmen
proliferasyondan farkli farklilasma gibi hiicresel yolaklar1 aktive edebilecegini
diistindiirmektedir. Tiim proliferasyon ve glukoz alim sonuglar1 birbirileri ile
degerlendirildiginde beklendigi gibi anlamli olarak ters yonde bir orantinin soz
konusu oldugu goriilmektedir.
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IRS1’ in tekli mutantlarin hiicreler {iizerindeki fonksiyonel etkilerinin
belirlenmesinin  daha 6nemli diisiinsek de coklu kombinasyonlarin fonksiyonel
etkileri degerlendirildiginde ikili A mutantalarinda E mutantlarina kiyasla insiilin
muamelesi sonucunda belirgin IRS1 fosforilasyon artig1 goriilmektedir. IRSI
fosfotirozin oranindaki artis Ozellikle S616A+S636A mutantinin ERK yolagini
aktive etmesini, S636A+S666A mutantinin ise AKT yolagini aktive etmesine neden
olmaktadir. Bu mutantlarin bazal AKT ve ERK seviyelerine bakildiginda ise
fosforilasyonla paralellik gostermektedir. Ancak mutantlarin uyardigi yolaklar ve
gozlemledigimiz fonksiyonel etkileri goz Oniine alindiginda hiicreler iizerinde
farklilagma gibi diger hiicresel olaylar1 indiikleyebilecegi diisiincesi karsimiza
cikmaktadir. Aym1 mutantlarin E gruplarina bakildiginda da akut olarak IRSI1
fosforilasyonunun arttigi, AKT ve ERK yolaklarini indiikledigi goriilmektedir.
Ancak elde ettigimiz fonksiyonel etkiler birbiri ile paralellik gostermemektedir.
Ornegin ikili A mutantlarmin insiilin muamelesi sonucunda glukoz alimmlar1 E
mutantlarina gore azdir. Bu durum bize insiilin sinyalinin olduk¢a kompleks
oldugunu ve yolaklarinin birbirlerinin etkilerini telafi etmek amaciyla interaksiyonda
oldugunun bir gostergesidir. Ayrica hiicresel fonksiyonlarin tek bir yolak iizerinden
aciklamanin giic oldugunu gostermektedir. Uclii ve dortli mutantlara ait elde
ettigimiz fonksiyonel sonuglar géz oniine alindiginda elde edilen verilerin birbirleri
ile karsithik gostermesi bize p38 MAPK’ 1 fosforilasyon bolgesi olarak
belirledigimiz bolgelerin kombinasyonel fosforilasyonlarinin hiicrede farkli biyolojik
etkilere neden oldugunun kanitidir. Bu etkilerin molekiiler yolaklarin belirlemesi igin
ise daha ayrintili molekiiler calismalarin gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Tiim bu sonuglardan yola ¢ikarak bu ¢alismamizda literatiirde ilk kez p38
MAPK’ 1 IRSI ile etkilesime girdigini ve belirttigimiz bdlgelerden fosforile
edebilecegini gosterdik. Ayrica p38 MAPK’ 1n IRS1’ i fosforile ettigi bolgeye gore
ozellikle proliferasyon tizerinde farkli etkiler gosterdigini saptarken, p38 MAPK’ in
IRS1 Ser/Thr fosforilasyonu araligiyla da insiilin direncine neden olabilecegini
gostermis olduk.
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SONUCLAR

1. Hicrede aktive olan p38 MAPK, IRS1 ile fiziksel olarak
baglanabilmektedir.

2. Aktif p38 MAPK IRS1’i S616, S636, S666 ve S736 amino asitlerinden
muhtemelen fosforile edebilir.

3. p38 MAPK tarafindan fosforile edilen S616 ve S736 bolgeleri
proliferasyonu indiikler.

4. p38 MAPK tarafindan fosforile edilen S636 ve S666 bolgeleri
proliferasyonu baskilar

5. p38 MAPK tarafindan Ser/Thr fosforilayonuna ugratilan IRSI
par¢alanmaya gider ve uzun siiregte insiilin direncine neden olur.

6. IRS1 * in Ser/Thr fosforilasyon bolgelerinin ve uyaranlarinin belirlenmesi
insiilin direnci ve kanser gelisim yolaklarinin aydinlatilmasi agisindan olduk¢a 6nem
tasimaktadir.
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