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OZET

Mut M. Glioblastomalarda phosphatidylinositol 3-kinase/Akt yolu iizerinden
Elk-1 aktivasyonunun degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii ileri Norolojik Bilimler Programm Doktora Tezi, Ankara, 2007.
Glioblastoma glial tiimorlerin en kotii seyredenidir. Glioblastoma patogenezi,
epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve altinda yer alan sinyal iletim yollar ile
yakindan iliskilidir. Bu yollarin baslicalar1 MAPK, PI3K ve PKC olarak siralanabilir.
Yasam ve cogalmadan sorumlu transkripsiyon faktorlerinden birisi olan Elk-1
faktoriiniin, daha once glioblastomalarda yapilan calismalarda MAPK ve PKC yollar
tarafindan harekete gecirildigi ve bu yollarin ¢ogalma etkilerini Elk-1 sayesinde
sergiledigi gosterilmistir. Ancak, hiicrenin yasami i¢in ¢ok Onemli diger bir yol,
PI3K/Akt yolu ile Elk-1 iligkisi ¢alisitimamistir. Bu ¢alismada, C6 sigcan hiicrelerinin
TPA veya EGF ile uyarilma sonrasinda MAPK, PI3K ve PKC araciligi ile Elk-1
aktivasyonunu sagladigir goriilmiistiir. Bu aktivasyon daha detayli incelendiginde,
Elk-1 serin 383 fosforilizasyonunun gerceklestigi ve transkripsiyon aktivitesinin
buna paralellik gosterdigi goriilmiistiir. Fosforilizasyon ve transkripsiyonel
aktivasyon UO 126, MEK inhibitorii tarafindan engellenmis ancak LY 294002, PI3K
inhibitor sadece fosforilizasyonu engelleyebilmis, transkripsiyonda degisiklik
yapmamistir. MAPK yolunun Elk-1’1 harekete geciren ana yol oldugu teyit
edilmistir. Ayrica, C6 sican gliom hiicrelerinde TPA MAPK yolunu, EGF PI3K
yolunu Oncelikli olarak uyarmaktadir. PI3K yolu EGF tarafindan uyarildiginda
MAPK yolunda yer alan Erk 1/ 2’yi fosforile etmekte ve Elk-1’i dolayli olarak
harekete gecirmektedir. Elk-1 aktivasyonu C6 sican glioma hiicrelerinde fizyolojik
bir karsilik bulamamis, TPA ve EGF gibi gliomalarda ¢ogalma yanit1 veren uyaranlar
Elk-1’1 harekete gecirdikleri halde sagkalim, ¢ogalma veya apoptoz yoniinde bir
gelisme olmamustir. Sonug olarak, Elk-1 aktivasyonu esas olarak MAPK tarafindan
gerceklestirilir ancak uyarana bagli oarak PI3K yolu MAPK iizerinden Elk-1
harekete geciririr. C6 sican glioma hiicrelerinde Elk-1 6nemli bir yasam faktorii
olmayabilir, Elk-1’in roliinii insan kaynakli glioblastoma hiicrelerinde ¢alisilmasi
tedavi hedefi olam acisindan daha yonlendirici olabilir.
Anahtar kelimeler: Glioma, Glioblastoma multiforme, PI3K, MAPK, PKC, TPA,
EGF, Elk-1, Egf-1, cogalma, canlilik, sagkalim, kaspaz
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ABSTRACT

Mut M. Evaluation of Elk-1 activation by phosphatidylinositol 3-kinase/Akt
pathway in glioblastoma. Hacettepe University Institute of Health Sciences
Advanced Neurosciences Program PhD Thesis, Ankara, 2007.Glioblastoma
multiforme is the most malignant tumor among the glial tumors. GBM pathogenesis
is closely related to epidermal growth factor receptor and the downstream signal
transduction pathways; mainly MAPK, PI3K and PKC. A survival transcription
factor, Elk-1 has been shown to be in the downstream of MAPK and PKC pathways
and these pathways exerts some of its proliferative effect via Elk-1 activation in
GBM. However, a possible interaction with Elk-1 and another major survival
pathway PI3K has not been studied in GBM. Here, Elk-1 transcriptional activation
was demonstrated after TPA or EGF stimulation of MAPK, PI3K and PKC pathways
in rat C6 glioma cells as in vitro GBM model. Elk-1 transcriptional activity was
parallel to the phosphorylation of its serine 383 residue in response to EGF or TPA
stimulation. This activation was blocked mainly by UO 126, a MEK inhibitor.
Inhibiting PI3K pathway with LY 294002 did not affect Elk-1 transcriptional
activation but the phosphorylation of Elk-1 was blocked by LY 294002. EGF
stimulated preferentially the PI3K pathway, while TPA did so for MAPK pathway in
C6 rat glioma cells. Interestingly, PI3K phosphorylated Erk 1/2 in response to EGF,
but not to TPA. PI3K had no direct effect in activation of Elk-1, rather interacted
with MAPK to phosphorylate Elk-1. Elk-1 activation did not have a physiological
corresponse in regard to viability, proliferation and apoptosis in C6 rat glioma cells.
Taken together, our findings suggest that Elk-1 is activated after phosphorylation at
serine 383 residue mainly by MAPK pathway and PI3K pathway has an indirect role
in Elk-1 activation via MAPK pathway. Elk-1 may not be the major survival factor in
C6 rat glioma cells. Physiological significance of Elk-1 activation and blocking both
MAPK and PI3K pathways have yet to be identified in other human GBM derived

cells.

Keywords: Glioma, Glioblastoma multiforme, PI3K, MAPK, PKC, TPA, EGF, Elk-

1, Egf-1, proliferation, survival, caspase, viability
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SIMGELER VE KISALTMALAR

DMEM: Dulbecco’s modified medium

DMSO: Dimetil siilfoksit

DTT: Dithiothreitol

ECL: Enhanced chemiluminescence

EGF: Epidermal biiyiime faktorii

Egr: Early growth response gene

ERK: Extracellular signal regulated kinase

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

GTP: Guanozin trifosfat

INK: ¢ -Jun N-terminal kinase

MAPK: Mitogen-activated protein kinase

PBS: Fosfat bazli salin

PDGF: Platelet derived growth factor

PI: Phosphatidylinositol

PIP: Phosphatidylinositol-4-phosphate

PIP2: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate

PIP3: Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate

PI3K: Phosphatidylinositol 3-kinase

PKC: Protein kinaz C

PTEN: Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10
RT-PCR: Reverse transcriptase-polymerase chain reaction

SDS page: Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis
SRE: Serum response element

SRF: Serum response factor

TAE buffer: Tris-asetat-EDTA

TBS: Tris bazl salin

TCEF: Ternary complex factor

TGF o: Transforming growth factor alpha

TPA veya PMA: [2-o-tetradecanoylphorbol 13-acetate, veya phorbol-12-myristate-

13-acetate
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1. GIRiS

1.1. Kuramsal Yaklasimlar

Gliomalar beyin dokusundan kaynaklanan tiimorler arasinda en sik
goriilenidir ve histopatolojik olarak cesitli alt gruplar1 ve malignite dereceleri vardir.
Diinya Saglik Orgiitii Siiflamasina gore Evre IV veya glioblastoma multiforme,
gliomalar arasinda en malign olant ve en sik goriilenidir. Hizli ¢ogalma, beyin
dokusuna invazyon, nekroz, anjiyogenez, mikrovaskiiler proliferasyon ve migrasyon
gibi agresif ozellikleri vardir. Cerrahi, radyoterapi ve kemoterapiye ragmen ortalama
1 yil yasam siiresi ile viicuttaki en kotii huylu tiimorlerden birisidir.
Glioblastomalarin yeni tedavi hedeflerinin gelismesini saglamak i¢in ve molekiiler

biyolojisini anlamak iizere son yillarda yogun arastirmalar yapilmaktadir.

1.2. Genel Bilgiler
1.2.1. Epidermal biiyiime faktorii

Glioblastomalarin olusumunda en 6nemli yollardan biri EGF (epidermal
growth factor-epidermal biiyiime faktorii) reseptor ile ilgili olanidir. EGF reseptorii
erbB reseptor ailesindendir ve EGF ve TGF o (transforming growth factor @)
baglanmasi ile alt yolunda yer alan tirosin kinazlar1 aktive eder ve basta MAPK
(mitogen-activated protein kinase), PI3K (Phosphoinositol 3-kinase), PKC (protein
kinaz C) yollar1 olmak {iizere c¢esitli sinyal iletim yollarin1 harakete gecirerek
hiicrenin yasamasi ve ¢ogalmasi ile iligkili genlere mesaj1 iletir. EGF reseptorii
glioblastomalar dahil pek ¢ok kanserde énemli rol oynar (1) ve bu reseptoriin asiri
uyarilmasi ile neoplastik hiicrenin ¢ogalmasi, gocii, stromal invazyonu, apoptoza
direnci ve angiyogenezi olusur. Glioblastomalarda, EGF reseptor durumunda %350
oraninda bozukluk saptanmistir; bunlar gen amplifikasyonu, reseptorlerin asiri
eksprese edilmesi veya reseptor gen mutasyonlar1 olabilir (2-11). EGF reseptor
mutasyonlari, uyarilmaya gerek olmadan, yapisal olarak aktif reseptér formuyla
siirekli tiimoriin ¢ogalmasina katkida bulunur (6, 12-16). Glioblastomada EGF

reseptor sinyal iletim yolunun kapatilmasi ile Onemli Olgiide tiimor kontrolii



saglanmistir. Bu yiizden, EGF reseptorii glioblastomalarda yeni ve etkin bir hedef
halini almistir. Monoklonal antikorlar, kii¢iik molekiillii tirosin kinaz inhibitorleri ve
bunlarin radyoterapi ile bilesimi yeni tedavi yontemleri olarak klinik kullanima
ulagmustir (11, 17-58). Benzer sekilde PDGF-o (platelet derived growth factor-o)
reseptorii glioblastomalarda %5-8 arasinda amplifiye olmustur ve diisiik gradeli
gliomalarin glioblastomaya doniisme siirecinde etkin oldugu diisiiniilmektedir (7, 59-

62).

1.2.2.Protein kinaz C

Glioblastomanin olusumunda, yasamasinda ve cogalmasinda reseptdrden
alinan mesajlar1 tastyan  sinyal iletim yollarn da detayli olarak calisilmistir.
Birbirinden bagimsiz veya karsilikli konusma halinde MAPK ve PI3K/Akt yollari
ana yollardan ikisidir ve cesitli basamaklarda protein kinaz C (PKC) ile etkilesime
girer (19, 21, 45, 51, 63-97). PKC ailesi 3 siniftan olusur: Klasik (o, BI, BIL, ¥), novel
(8, € M, 0) ve atipik ({, M). Klasik izoformlar aktive olmak igin Ca*™ ihtiyag
duyarlar. Hem klasik, hem de novel isoformlar diasilgliserol ve forbol esterleri
(6rnegin TPA [12-o-tetradecanoylphorbol 13-acetate, bir baska adi phorbol-12-
myristate-13-acetate [PMA]) ile aktive olur (98). Glioblastomalar dominant PKC
isoformuna gore forbol esterlerine farkli yamit verebilirler. PKC y artmis ¢ogalma
yaniti, PKC 8 azalmis biiytime ve ¢ogalma, PKC 1 varliginda ise radyasyona direng
ile artmis mitojenik yanmit gozlenir (99, 100). Tiim PKC isoformlart MAPK/ERK
kinase-1 (MEK-1) yollarimi aktive edebilirler (101).

1.2.3. MAPK Yolu

Mitojen ve stres uyarilarini tagiyan ve Okaryotlarda korunmus olan yol
MAPK yoludur (102, 103). MAPK yolu genel olarak ozetlenirse; uyarilma sonrasi
guanozin trifosfat (GTP)’a baglanan protein tarafindan hiicre zarina MAPKKK
cagrilir ve. MAPKK fosforilize edilir. MAPKK de ilgili MAPK fosforilize ederek
aktive eder. MAPK yolu 3 ana alt gruptan olusur (Sekil 1.2.1). Bunlar extracellular
signal-regulated kinase (ERK), c-Jun N-terminal kinase (JNK) ve p38 kinase

yollaridir. ERK biiyiime faktorlerine; p38 ve JNK sitokinler ve stres uyaranlarina



yanit verir. EGF reseptoriine ligand baglandiginda GTP’ye baglanan protein Ras
tarafindan aktive edilir ve hiicre zarina Raf (MAPKKK’den biri) ¢agrilir. Aktive olan
Raf, MEK (MAPKK’den biri) fosforilize ederek aktive eder. MEK 1/2 de, ERK
1/2’yi fosforilize eder. ERK1/2 (MAPK 42/44) aktive olduktan sonra hiicre
cekirdegine gecer ve transkripsiyon faktorlerini diizenler. UO 126, MEK’e 6zel bir

inhibitordiir.

Buyume Biyime Stres, quﬂme
Uyaran faktorleri faktorleri faktorler]
Mitajenler itojenler Mitojdnler

A-Raf, B-
raf, C-raf,
Mos

MEKK2,3

MLKS, Tp12

TAK, DLK

MAPKKK

MKK4/7

MEK 1/2 MKK 3/6

Buyime inflamasyon Buyume
Biyolojik Y v Cogalma
Cogalma Apoptoz
Yanit . Farklilasma
Farklilasma Cogalma
Farklilasma

Sekil 1.2.1: MAPK yolu'

MAPK tarafindan diizenlenen transkripsiyon faktorlerinden en iyi bilineni
ve en cok calisilamm TCF  (ternary complex factors)’ dir. TCF, Ets-domain
transkripsiyon faktorleri ailesinin bir iiyesidir ve bu aile Elk-1, Sap-1, Sap-2/Net/Erp
igerir. TCF proteinleri kendilerine 6zel DNA’ya baglanma domaini, C terminusunda

MAPK ailesi tarafindan fosforilize edilen serin ve treonin rezidiileri igerir (104-107)

! www.cellsignal.com sitesinden uyarlanmustir.



(Sekil 1.2.2). Serum biiyiime faktorleri, TPA gibi forbol esterleri ERK yoluyla;
interleukin-1, tumor necrosis factor o, osmotik stres, HyO,, ultraviole radyasyon

TCF’yi p38 ve INK MAPK grubu ile fosforilize eder.
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Sekil 1.2.2: Elk-1 transkripsiyon faktoriinin  MAPK tarafindan

fosforilizalsyonu2

TCF aktive olduktan sonra erken yanit genlerinden (immediate early genes)
transkripsiyonunu baglatir. Bu genler SRE (serum response element) bolgeleri igerir.
Egr-1 (early growth response gene-1) geni erken yanit genlerinden birisidir ve tirlinii

olan Egr-1 bir ¢ekirdek fosfolipoproteinidir. Egr-1, hiicrenin farklilagmasinda ve

2 Galetic, 1., ve arkadaslari, (2003). Journal of Biological Chemistry, 278(7), 4416-23 makaleden

uyarlanmustir.



cogalmasinda rol alan genlerin GC zengin promoter bodlgelerine baglanir. Stres,
yaralanma, mitojenler ve farklilagsma faktorleri tarafindan uyarilir (106, 108-112).
Egr-1 transkripsiyon faktorii; p21, pS3, PTEN, TGF- 1, fibronectin, ve Gadd45 gibi
genleri transaktive ederek apoptozu engeller ve biiyiime-¢ogalma yoniinde uyari verir
(111, 113-117).

1.2.4. EIk-1 Transkripsiyon Faktorii

Egr-1 geninin uyarilmasi TCF ailesinde olan bir diger transkripsiyon faktorii
Elk-1 ile kompleks olusturmasina baghdir (106, 107, 118). Egr-1 genin SRE, serum
response factor (SRF) ile TCF ailesinden olan Elk-1 ile tiglii kompleks olusturur ve
ve Egr-1 gen promoter bolgesine baglanir (112, 119) (Sekil 2). Glioblastomalarda
(6rnegin C6 sican gliomalarinda) EGF reseptoriiniin  harekete gecmesi ile
Ras/Raf/ERK1/2 yolu Elk-1 TCF faktoriinii Ser383 ve Ser389 rezidiilerinden
fosforilize eder. Sonrasinda da hedef genlerden Egr-1 transkripsiyonu bagslatmak
tizere harekete gecer (120-125). Burada Elk-1 transaktivasyon rolii iistlenir. Elk-1
fosforilizasyonun azalmasi ile Elk-1 transaktivasyonu gerceklesemez ve Egr-1
transkripsiyonunu baglatamaz (120-125).

Uyari-sinyal iletim yolu-gen iliskileri arasinda, ERK yoluyla uyarilan Elk-1
transkripsiyon faktoriiniin Egr-1 transaktive etmesi en iyi bilinenlerindendir (120-
125). Hem EGF hem de PDGF reseptorlerinin etki ettigi transkripsiyon
faktorlerinden birisi Egr-1’dir. Reseptorlerin uyarilmasi ile harekete gecen ERK
sinyal iletim yolu Elk-1 ve Egr-1 transkripsiyon faktorlerini kullanarak proliferasyon
ve yasam genlerini harekete gecirirken bir yandan da Egr-1 kendi sentezinin
artmasina neden olur (126, 127). Egr-1 astrositlerin de ¢ogalmasinda ve mitojen
uyarilara yanit vermede Onemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Ayrica glioblastoma
hiicrelerinin tutunmasi ve invazyonunda da 6nemli rol alir (119, 127-131). Diger pek
cok hiicrede oldugu gibi glioblastoma hiicrelerinde de uyar1 olmadan Egr-1 seviyesi
tespit edilemeyecek kadar diisiik bulunmustur. Ancak EGF veya PDGF uyarisi
sonrasinda hizla transkripsiyon yanit1 ve sentezi artmistir. Bu yiizden glioblastomaya

verilen uyartya yanitin degerlendirilmesi Egr-1 yolu ile yapilabilir (119, 132).



1.2.5. PI3K Yolu

PI3K yolu glioblastomalarin olusmasinda, invazyonunda ve ¢ogalmasinda
rol alan ve hastalifin prognozu belirleyen en onemli yollardan birisidir (Hata! Yer
isareti tanimlanmamis., Hata! Yer isareti tanimlanmamis.) (Sekil 1.2.3). Hedefleri Akt
[protein kinaz B (PKB) veya Rac olarak da bilinir] ve p70s6k hiicrenin yasamini,
biiylimesini, cogalmasini, invazyonunu ve apoptozun onlenmesini denetleyen kritik
bir proteinlerdir (133-147). Akt, PI3K yolu ile uyarilir. Insulin gibi hormonlar ve
cesitli  bliyime faktorleri PI3K yolunu harekete gecirir. PI3K, PI
(phosphatidylinositol), ~ PIP  (phosphatidylinositol-4-phosphate)  ve  PIP2
(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) fosforilize ederek PIP3
(phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate) olusturur. PIP3, PDKI1 (phosphoinositide-
dependent protein kinase-1) aktive eder ve Akt’nin treonin 308 rezidiisiiniin hem de
PDK2 ile serin 473 rezidiisiiniin fosforilizasyonu saglar (148, 149). PI3K, Akt
harekete gectikten sonra apoptozu Onler ve hiicrenin yasayip ¢ogalmasini saglar
(150-152). Phosphotase and tensin homolog (PTEN), PI3K/Akt yolunun ana negatif
diizenleyicisi ve frenidir (153). LY 294002 PI3K 6zel inhibitoriidiir (154).

EGFR/EGFRvIll

Sekil 1.2.3: Glioblastomada EGER altinda yer alan MAPK ve PI3K yollari®

3 Choe, G., ve digerleri. (2003) Cancer Research, 63(11), 2742-6 makalesinden

uyarlanmstir.



PTEN, PI3K ile baslayan olaylar zincirini ters ¢eviren ve bu yolun en
onemli frenlerinden olan bir proteini olmasinin yani sira, glioblastomalarda, 6zellikle
de novo olanlarinin olusumunda ¢ok onemlidir ve de novo glioblastomalarda PTEN
kaybina sik ratlanir ve bu tiir glioblastomalarda Akt yolu yapisal olarak siirekli

aktiftir (49, 77, 155-171).

1.3. Amacg ve Varsayim

Glioblastomanin olusmasinda ve ¢ogalmasinda 6nemli rol oynadig bilinen
Ras/Raf/ERK/EIk-1 yolunun PI3K yolu ile etkilesiminin arastirilmasi amaciyla C6
sican glioma hiicrelerinde in vitro kosullarda arastirmamiz planlanmistir. Bu
calismada, PI3K yolu uyarilmasi ile Elk-1 transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonu ve

glioma hiicrelerinin fizyolojik yaniti degerlendirilmistir.



2.  GEREC VE YONTEM

2.2. Hiicre Kiiltiir

C6 sican glioma hiicreleri Yeditepe Universitesi Genetik ve
Biyomiihendislik Boliimii’nden alinmistir. C6 sican glioma hiicreleri Yeditepe
Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii Doku Bankasi’nda donmus olarak
(-80°C’de) saklanmaktaydi. Buradan ¢ikarilarak dncelikle glial hiicrelerin iyi yetistigi
bilinen %10’luk fetal bovine serum igeren Dulbecco’s modified medium (DMEM)
[Sigma St. Louis, MO, ABD] i¢inde %1’lik Penisilin-Streptomisin karigimi eklendi
ve hiicreler bu mediumun i¢ine konuldu. Bu hiicreler DMEM mediumu ig¢inde
saglikli bir sekilde yetistirilemedi ve c¢esitli mediumlar denendikten sonra RPMI-
1640 [Sigma St. Louis, MO, ABD] (500 ml) i¢ine %15 at serumu, %?2.5 fetal inek
serumu, ve 12.5 ml glutamin, 5’er ml Penisilin/ Streptomisin/ Flukanazol karisimi
eklenerek hazirlandi ve son formiile 25 mM Hepes konuldu. Bu medium ig¢inde
saglikli bir sekilde glial uzantilar1 korunarak yetistirildi. Hiicreler % 5 CO, ve 37°C
inkubatorde tutuldu ve deneylerin amacina uygun plastik doku kiiltiirii kaplarinda
tam olarak kaplayana kadar yetistirildi. Yapilan tim deneylerde ayni ortam
kullanildi. Western blot ve PCR 6ncesi starvasyon i¢in kullanilan ortama at ve inek

serumu eklenmedi.

2.3. Hiicrelere Uyaran ve Inhibitér Uygulanmasi

Bu calismada, UO 126 ve LY 294002 inhibitor olarak, TPA ve EGF uyaran
olarak kullamildi. Hiicrelerin 24 saatlik starvasyonu sonrast 60 ml’lik petrilerde
yetistirilen ve %90 lizerinde konfluent olan hiicreler su sekilde gruplara ayrildi: 1,
Kontrol sadece Dimetil siilfoksit (DMSO) [Sigma-Aldrich St. Louis, MO, ABD]
uygulanmis; 2, sadece TPA [Sigma-Aldrich St. Louis, MO, ABD] (200 nM dozda
klasik ve novel PKC uyaram) ile uyarilmis; 3, UO 126 [Merck KGaA, Darmstadt,
Almanya] (10 uM dozda MEKI1/2 inhibitorii) sonrast TPA uygulanmis; 4, LY
294002 [Merck KGaA, Darmstadt, Almanya] (50 uM dozda PI3K inhibitorii) sonrasi
TPA uygulanmis gruplar. Alinan ilk sonuglara gore tiim deneyler EGF [Promega
Madison WI, ABD] (Epidermal Growth Factor 100 nM)’in TPA yerine uyaran



olarak verilmesi ile tekrar edildi. Western blot analizleri i¢in inhibitorler 30 dakika,
sonrasinda uyaranlar 30 dakika olarak uygulandi. Kaspaz analiz icin inhibitorler 60
dakika, sonrasinda uyaranlar 4 saat uygulandi; sadece uyaran veya inhibitor
uygulanan gruplarda ajanlar 4 saat mediumda tutuldu.  Reverse transcriptase-
Polymerase chain reaction (RT-PCR) deneyleri iki asamada yapildi. Ilk asamada
hem TPA, hem de EGF tek basina veya 30 dakika inhibitér uygulamasi sonrasi 30
dakika siireyle verildi. ikinci asama RT-PCR deneylerinde uyaranlar sadece 15
dakika uygulandi. Hiicre canlihigi deneyi de iki asamada yapildi: ilk asamada 30
dakika verilen inhibitorler sonrasi uyaranlar 4 saat boyunca ortamda tutuldu. Ikinci
asamada 30 dakika inhibitor sonras1 uyaranlar 24 saat boyunca uygulandi. Kontrol

grubuna sadece DMSO uygulandi.

2.4. Western Blot

C6 sican glioma hiicreleri 60 ml petri tabaklarinda yiizeyi %90 iizerinde
kaplayana kadar yetistirildikten sonra serum eklenmemis RPMI-1640 karisimi ile 24
saat achiga terkedildi. Sonrasinda hiicrelere 30 dakika inhibitorler (PI3K inhibitorii
Ly-294002 50 uM, veya MEK 1-2 inhibitorii UO-126 10 uM) eklendi. Sonrasinda
inhibitor eklene tabaklarin her birine TPA 200 nM veya EGF 100 nM ile uyarildi.
Sonrasinda 4°C’da sogutulmus fosfat bazli salin (PBS) ile 3 kez yikandi ve
fosforilazasyon bakilacak grupta MAPK buffer (50 ml’de 0.6 gr Hepes [SO mM], 0.3
gr NaCl [100 mM], 200ul 0.5 M stoktan EDTA [2mM] eklendi ve pH 7.5 olduktan
sonra %1 NP40 [0.5 ml] eklendi); total protein bakilacak grupta 1X triton parcalama
buffer (0.5 ml triton X-100, 0.1 ml noniodet P40 substitute, 2mM EDTA eklendi ve
50 ml’ye distile su ile tamamlanarak hazirlandi) ile ekstrakte edildi. Her iki buffer
icine 2 mg/ml sodyum orhtovanadate, 25 mg/ml Dithiothreitol (DTT), %1 protease
inhibitorii ve %1 fosfotaz [Sigma-Aldrich St. Louis, MO, ABD] inhibitorii [Sigma-
Aldrich St. Louis, MO, ABD] eklendi.

Mikrosantrifuj tiiplerine alindiktan sonra 4°C’da 15.000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edildi. Supernatan alindiktan sonra Bradford analiz [Bio-Rad Hercules, CA,
ABD] ile protein miktarlar1 standardize edildi (595 nm’de okundu) ve hesaplanan

miktarlar 5X 6rnek buffer ile (50 ml icine 25 ml gliserol, 10 ml %10 luk SDS, 3 ml 1
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M’lik Tris eklenip pH 6.8 ‘e ayarland: ve kullanmadan 6nce 25 mg/ml DTT eklendi)
5 dakika kaynatildi.

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS Page)
yontemi i¢cin mini Western blot [Bio-Rad Hercules, CA, ABD ] ile kullanildi. Tiim
blotlar i¢cin %9’1luk jel hazirland1 (Acrylamide %30 luk 3.6ml, Resolving buffer’dan 3
ml (Tris 36.2 gr, SDS 0.8 gr, DH20 200 ml, pH 8.9 titre edildi), dH20 5.35 ml, %10
APS 75 microlt, TEMED 5 ul konuldu ve polimerize olmasi i¢in 2 saat beklendi.
Uzerine Stacking bufferden (Tris 5.9 gr, SDS 0.4 gr, dH20 100 ml, pH 6.7 titre
edilmis) 3 ml, Acrylamide 2 ml, dH20 7 ml, %10 APS 100 ul, TEMED 5 ul
konularak 1 saat polimerize olmasi beklendi. Alinan ornekler énce 80 mV ile 30
dakika, sonra 100-120 mV ile 2-3 saat yiiriitiildii (5X yiiriitme buffer: Tris 63.2 gr,
Glycine 40 gr, SDS 10 gr, dH20 1 1t) ve protein marker [Invitrogen, Carlsbad, CA,
ABD] ile yiirlimesi gozlendi. Sonrasinda jel nitroseliiloz membrana yar1 kuru
yontemle transfer edildi. Buffer ile (Tris 3.03 gr, Glycine 14.4 gr, methanol 150 ml,
SDS 1 gr, 1 litreye tamamlanir ve pHS8.3-8.4’¢ titre edilir) 4°C’de 20 mV’ta 12 saat
boyunca nitroseliiloz membrana gegmesi saglandi. Cikarilan membranlar Panceau S
boyasinda [Amresco, Solon, Ohio, ABD] 10 dakika bekletildi ve dH2O ile yikandi.
Protein bandlarinin oldugu goriildiikten sonra TBS (tris bazli salin 10X solusyon
24.2 gr Tris, 80 gr NaCl konularak ve pH 7.6 ‘ya titre edilerek yapildi) i¢ine %5lik
yagsiz kuru siit ve %0.2 lik Tween 20 eklendikten sonra 1 saat boyunca bloke edildi.
Sonrasinda 3 kez 5’er dakika TBS ile yikandi, primer antikorda (Anti-phospho-Elk-1
(pSer383) antikor [Cell Signaling Technology, Danvers, MA, ABD], Anti-Elk-1
antikor [Cell Signaling Technology, Danvers, MA, ABD], Anti-phospho-PKB

(pSer™

) antikor [Cell Signaling Technology, Danvers, MA, ABD], anti-Akt antikor
[Cell Signaling Technology, Danvers, MA, ABD], Phospho-p44/42 MAPK
(Thr202/Tyr204) antikor [Cell Signaling Technology, Danvers, MA, ABD], tubulin
[Sigma, St Louis MO, ABD ] deneylerin gerektirdigi yerlerde) 4°C’de 12 saat
yikandiktan sonra 3 kez 5’er dakika TBS ile yikandi, sekonder antikorlar konuldu
([anti-rabbit HRP conjugated antibody anti-mouse HRP conjugated antibody, Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, ABD]) ve oda sicakliginda 1 saat tutulduktan

sonra 3 kez 5’er dakika TBS ile yikandi. ECL icin 5 dakika boyunca West Dura
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Super Signal (Pierce, Rockford, IL, ABD) solusyonlarinin karisiminda karanlik

ortamda yikandiktan sonra sinyaller okundu.

2.5. Reverse transcriptase-Polymerase chain reaction (RT-PCR)

PCR i¢in primerler hazirlandi. Elk-1 (282 bp) F 5°-CCT-TGC-GGT-ACT-
ACT-ATG-AC-3’ ve R 3’-GGC-TGC-GGC-TGC-AGA-GAG-TGC-3 GAPDH-1
5" TCG- GAG-TCA-ACG-GAT-TTG-G-3’ ve GAPDH-2 5’-GCA-TTG-CTG-ATG-
ATC-TTG-AGG-3’; Egr-1 (348 bp) 5’-CAG-CAG-TCC-CAT-TTA-CTC-AG-3’;
3’-TGG-GAC-TGG-TAG-GTG-TTA-TT-5".

Hiicreler 60 ml’lik petrilerde ayni yontemle C6 sican glioma hiicreleri
yetistirildi ve 24 saat starvasyon uygulandi. PCR deneyleri iki safhada yapildi.
flkinde starvasyon sonras1 30 dakika inhibitorler ve 30 dakika uyaranlar uygulandi,
ikincisinde inhibitér sonrast uyaranlar 15 dakika uygulandi. Mediumlar
uzaklastirildiktan sonra PBS ile yikandi ve RNA izolasyonu i¢in Rneasy minikit
(Qiagen, Valencia, CA, ABD) kullanildi. Kitteki Onerilen asamalar takip edildi;
ozetle, 60 ul RLT buffer (icinde 1/50.000 oraninda merkaptoetanol) her bir tabaga
konuldu. Alinan ekstrakt 15.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Siipernatan
alindiktan sonra temiz bir tiipe konuldu ve iki kez 10.000 rpm’de 15 saniye siireli
santrifiij edildi ve etanol ile santrifiij edildi. Alttaki sivi uzaklastirildi ve kalanin
tizerine 700 ul RW1 eklendi, iki kez 10.000 rpm’de 15 saniye siireli santrifiij edildi.
Uzerine 500 ul RPE buffer eklendi, iki kez 10.000 rpm’de 15 saniye siireli santrifiij
edildi. Uzerine 30 ul Rnase icermeyen su eklendi, 1 dakika 10.000 rpm’de santrifiij
edildi ve her bir 6rnege 5 ul Rnase inhibitorii eklendi.

Hazirlanan RNA o6rneklerinden 5 pl alinarak cDNA hazirlandi. Bunun icin
RNA ornekleri 65°C’de 2 dakika tutuldu ve reverse transkriptaz, random primer,
gerekli reaktanlarin eklenmesi ile 37 °C’de 2 saat inkubasyon sonrasi hazirlandi.
GAPDH optimizasyonu sonrast ilgili primerler ile RT-PCR Yyiiriitiildii.

Her bir tiipe 5X buffer (6 ul), MgCl12 (3 ul), dNTP (0.5 ul), Tag polymerase
(0.2 ul), Primer F 0.75 pl, Primer R (0.75 pl), hesaplanan kadar cDNA ve toplami 30

pl tamamlancak kadar su konuldu.
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Elk annealing 1sisinin belirlenmesi i¢in 45-60°C arasinda 8 farkli 1s1 secildi
ve Elk-1 ve Egr-1 i¢in 54.1°C ve 35 siklus, GAPDH i¢in 50°C ve 30 siklus en uygun
olanlar olarak belirlendi.

Cikarilan ornekler %1.5 lik jele konulup 100 mV 45 dakika yiiriitiildii. (50
ml TAE buffer, 0.75 gr agarose mikrodalgada 6 dakika 500 watta kaynatildi. Igine 3
ul ethidium bromide eklenip PCR tankina dokiildii). ilk kulvara 2 ul 6X buffer, 4 ul
100 bp’lik isaretleyici, 6 ul dH20 konuldu ve sirasiyla diger orneklerden 12 ul
eklendi. Tankin i¢ine 1X TAE buffer konuldu ve sonuclar degerlendirildi.

2.6. GAL Luciferaz Analiz

Gal-Elk-1, (GAL-RE)s:luciferase  reporter  construct’lar  Yeditepe
Universitesi Genetik Boliimii’nden temin edilmistir ve The Dual-Glo™ Luciferase
Assay System (Promega Madison WI, ABD) kullanilmistir. C6 sican glioma
hiicreleri %90-100 yiizeyi kaplayana kadar yetistirildikten sonra 24 kuyucuklu
tabaklarda 5X10° hiicre olacak sekilde her bir kuyucuga pay edildi. Bir giin normal
mediumda kaldi.

Elk-1 transaktivasyon aktivitesinin belirlenmesi i¢in C6 sican glioma
hiicreleri 0,5 pg transaktivator plasmid Gal4-Elk-1 (Stratagene, La Jolla, CA, USA)
transfekte edildi. Bu plasmide Gal4 DNA baglanma domaini ve Elk-1 transkripsiyon
faktorii aktivasyon domaini kodlanmustir. Bu plasmid ile birlikte Gal4 baglanma
elementleri ile lusiferaz reporter oldugu 1 ug GAL-Luc plasmids birlikte transfekte
edildi. Her bir transfeksiyona transfeksiyonun etkinligini 6l¢cmek icin sadece Renilla
Luciferase kodlayan 0,5 pg pRL-null plasmid (Promega, Madison, WI, ABD)
eklendi (200 pl serumsuz medium, 0,5 ug Renilla Luciferase, 0,5 pg Gal4-Elk-1
and 1 pg GAL-Luc plasmids ile transfeksiyon karisimi hazirlandi). DNA’larin
tizerine 12 pl TransFast reaktani eklendi ve 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Hiicrelerin mediumu uzaklastirildiktan sonra PBS ile yikandi ve hazirlanan DNA ve
reaktan karisimi eklendi. Hiicreler 1.5 saat 37°C inkiibe edildi. Transfeksiyon
tamamlandiktan sonra karisim alindi. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler 12
saat serumsuz medyada bekletildi ve belirtilen sekilde uyaran ve inhibitorler
uygulandi. UO 126 veya LY 294002 ile 1 saat, gruplara gore belirlenen uyaranlar ile
6 saat inkube edildi. Medyum alind1 ve PBS ile yikandi. 100 pl parcalama buffer
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eklendi ve oda sicakliginda 15 dakika sallandi, sonrasinda 50 pl alinan karigimlar
Dual luciferase substrati ile 5 saniye karistirildi ve sinyaller Thermo luminoskan ile 3
saniye tarandi. Stop ve Glo subtratlar1 eklenerek 3 saniye daha tarandi. Luciferase
sonuglart stop ve glo sonuglarina bdliinerek Firefly/Renilla oran1 elde edildi.
Luminesans 0lciildii. Her bir reporter analiz iki kez tekrar edildi. Veriler ortalama ve
standart deviasyon olarak kaydedildi. One-way ANOVA ile ve post-hoc Tukey ile

istatistiksel analizi yapildi.

2.7. Kaspaz Analizi

Kaspaz-3 ayrilmasinmi ve aktivasyonunu 6l¢mek icin CaspACE analiz sistem
[Promega, Madison, W1, ABD] kullanildi. C6 si¢an glioma hiicreleri 96 kuyucuklu
tabaklarda yetistirildi. Inhibitorler (UO 126 veya LY 294002) 60 dakika 6ncesinde
uygulanip 4 saat boyunca uyaranlar (TPA veya EGF) uygulandi. Sadece inhibitor
veya uyaran verildiginde 4 saat uygulandi. Bu siirelerin sonunda soguk PBS ile
yikandi ve iireticinin talimatlar1 dogrultusunda analiz uygulandi. Kisaca, hiicre
pargalama buffer eklendi (20 ul), -80°C’de donduruldu ve tekrar ¢oziildii, 15 dakika
boyunca buzda tutuldu. Hiicreler patladiktan sonra 15.000 rpm 20 dakika 4°C’de
santrifuj edildi. Siipernatan alindi. Bir bos konrol hazirlandi, her bir kuyucuga 32 ul
kaspaz analiz buffer, 2 ul DMSO, 10 ul DTT, 20 ul 6rneklerin siipernantanlari, 34 ul
distile su eklendi. Her bir tiipe 2 ul DEVD-pNA substrat eklendi. Parafin ile kaplandi
ve 37°C’de 4 saat boyunca bekletildi. 405 nm’de Thermo absorbans cihazinda

oOlciildii. One-way ANOVA ile ve post-hoc Tukey ile istatistiksel analizi yapildi.

2.8. Hiicre Canlilig: Testi

Uyaran veya inhibitdér uygulamasi sonrasi hiicrelerin hayatta kalma ve
cogalma kapasitelerini 6lgmek icin Cell Viability Analysis (Promega, Madison, W1,
ABD) kullanildi. C6 sican glioma hiicreleri 96 kuyucuklu tabakta yetistirildi. iki set
halinde deney tekrar edildi ve birinci sette inhibitorler (UO 126 veya LY 294002) 30
dakika oncesinde uygulanip 4 saat boyunca uyaranlar (TPA veya EGF) uygulandi.
Sadece inhibitor veya uyaran verildiginde 4 saat uygulandi. ikinci sette inhibitorler
(UO 126 veya LY 294002) 30 dakika dncesinde uygulanip 24 saat boyunca uyaranlar
(TPA veya EGF) uygulandi. Sadece inhibitor veya uyaran verildiginde 24 saat
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uygulandi. 96 kuyucuklu tabaklara 100 pl serumsuz medya i¢ine 100 pl cell Titer-

Glo reagenti eklendi, 2 dakika sallandi, 10 dakika oda sicakliginda tutuldu.

Sonrasinda luminesans Ol¢iildii.

istatistiksel analizi yapildi.

One-way ANOVA ile ve post-hoc Tukey ile

Tablo 2.1°de deneyin yapilis asamalar1 ve amaclar1 6zetlenmistir.

Tablo 1: Deneyin yapilis agsamalar1 ve amaglari

Teknik

Degerlendirilen

Amacg

Egr-1 RT-PCR

Uyaranlarin ve 6zel yol
inhibitorlerinin Egr-1

ekspresyonuna etkisi

MAPK ve PI3K uyarilmasinin ve
engellenmesinin Elk-1 transkripsiyon

aktivitesine etkisinin degerlendirilmesi

Elk-1 ile GAL-
Luc Reporter Gen

lusiferaz analizi

Uyaranlar varliginda Elk-
1 gecici tranfeksiyonu ile
Gal:Lusiferaz reporter

geninin aktivasyonu

MAPK ve PI3K uyarilmasinin ve
engellenmesinin Elk-1 transkripsiyon

aktivitesine etkisinin degerlendirilmesi

Western Blot

Elk-1 Serine 383

Fosforilizasyonu

MAPK vePI3K yollarinin Elk-1
fosforilizasyonuna ve aktivasyonuna

etkisinin degerlendirilmesi

Western Blot

Akt fosforilizasyonu

Uyaranlarin PI3K yolunu harekete

gecirdiginin teyit edilmesi

Western Blot

Erk 1/ 2 fosforilizasyonu

Uyaranlarin Erk 1/ 2 yolunu harekete

gecirdiginin teyit edilmesi

Western Blot

Erk 1/2 fosforilizasyonu

PI3Kinazin ERK 1/2 fosforilizasyonu

izerindeki etkisinin degerlendirilmesi

Hiicre canlilig

Uyaranlar sonrasi Cell

Uyaranlarin Elk-1 yoluyla hiicre yasam

ayrilmasina etkisi

analizi Viability Assay ile ATP ve ¢ogalmasina etkisinin
kullanimi ve sagkalim degerlendirilmesi
Kaspaz 3 analizi | Uyaranlarin Kaspaz 3’iin | Elk-1 aktivasyonunun

Kaspaz 3 aktivasyonuna ve
apoptoza katkilarinin

degerlendirilmesi
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3.BULGULAR

3.1. Cé6 Sican Glioma Hiicrelerinde Elk-1 Alt Yolunda Yer Alan Egr-1
Geninin Ekspresyonunun TPA ve EGF ile Uyarilmasi

C6 sican glioma hiicrelerinde Elk-1 yoluyla aktive edilen Egr-1 geninin
transkripsiyonunun gerceklestigi ve Egr-1’in Elk-1’in alt yolunda yer aldigi
gosterilmistir (125). Bu nedenle, Elk-1 transkripsiyon faktoriiniin biiyiime faktorii ve
forbol ester ile uyarithlp son yamtin1 degerlendirebilmek icin Egr-1 geninin
ekspresyonu PCR ile test edildi. Forbol esteri olan TPA ile ve EGF ile 2 saat
uyarilma sonrast RT-PCR ile Egr-1 ekspresyonu incelendi. Bu sonuglara gore (EGF
100nM) ve TPA (200 nM) ile uyarilma sonrasinda Elk-1 alt yolunda yer alan Egr-1
geninin  ekspresyonunda belirgin artis saptandi. Inhibitorler ile birlikte
uygulandiginda MEK inhibitorii UO 126’nmin Egr-1 uyarilmasimi tamamiyla geri
cevirdigi goriilirken, PI3K inhibitorii LY 294002 belirgin bir etkisinin olmadigi
gortildii. (Sekil 3.1.1). C6 sican glioma hiicrelerinde, Elk-1 transkripsiyonel
aktivitesinin diizenlenmesinde MAPK yolunun 6nemi teyit edilirken, PI3K yolunun

bagimsiz olarak etkinligi gosterilemedi.

TPA - o+ o+ o+ - - -
EGF - - - -+ o+ ¥
U126 - - + = = % =
LY204002 — - - & - =+

S SN R e S S e -Egr-1

G G TEEEn G G e e - APDH

Sekil 3.1.1: Uyaranlar varliginda Elk-1 alt yolunda yer alan Egr-1 aktivasyonu



16

3.2. C6 Sican Glioma Hiicrelerinde Elk-1 Transkripsiyon Faktoriiniin GAL-Luc

Reporter Gen Aktivasyonu

Elk-1 transkripsiyon faktoriiniin C6 glioma hiicrelerinde EGF ve TPA
tarafindan uyarildiginin gosterilmesi icin GAL-bazli lusiferaz analiz kullanildi.
Gecici olarak transfekte edilen Elk-1 transkripsiyon faktoriiniin belirlenen bir
reporter genin transkripsiyonunu artirdifi bilindiginden, GAL DBD: Elk-1-
aktivasyon domaini ile birlesik ekspresyon vektorii (GAL-RE)s: luciferase reporter
konstrukt ile transfekte edildi. Hem TPA hem de EGF Gal:Elk-1 tarafindan
indiiklenen transkripsiyonu arttirdi (One-way ANOVA F=9.431 , p=0.0046) (Sekil
3.2.1). Bu farklihik TPA’ya verilen yanittan kaynaklamyordu ve EGF’ten daha
belirgindi. Istatiksel olarak da TPA uyarilmasi sonras1 Gal:Lusiferaz aktivasyonunda
anlaml1 bir artis saptanirken (One-way ANOVA post-hoc Tukey p < 0.05), EGF ile
uyarilma sonrasi anlamli artis goriillmedi. Boylece C6 sigan glioma hiicrelerinde Elk-
I’in TPA veya EGF ile uyarilan bir transkripsiyon faktorii oldugu teyit edildi. Egr-1
ekspresyonuna paralel olarak UO 126’nin Gal:luciferase aktivitesini geri cevirdigi,
LY 294002’nin etkisi olmadig1 goriildii, istatistiksel olarak TPA ile artmis yanitin
UO 126 ile geri cevrildigi goriildi. Gal:luciferaz analiz sonucu C6 glioma
hiicrelerinde MAPK yolunun Elk-1 transkripsiyonunda onemli oldugu ve PI3K

yolunun beklenen aktiviteyi gostermedigi teyit edildi.
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Gal Elk-Luc Aktivitesi

o5 ]
]

Py
{Ek-1) ERE El-1 activation

.t
[GAL DED]

'; {#AL DBD
T ST TS e T

] I,5II

Firefly/Renilla Lusiferaz Oram
"

L=
L

Sekil 3.2.1: Uyaranlar varliginda Elk-1 gecici tranfeksiyonu ile
Gal:Lusiferaz reporter geninin aktivasyonu (Kontrol ile TPA uygulanan
grup, TPA ile UO+TPA uygulanan grup arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark saptanmustir.)

3.3. EGF veya TPA ile Uyarilma Sonrasi1 Elk-1 Serine 383 Fosforilizasyonu

EGF glioma hiicrelerinde ve diger kanser hiicrelerinde EGF reseptoriine
baglanarak PKC, MAPK ve PI3K yollariyla Elk-1 aktive eder ( 1, 172-180). TPA
gibi forbol esterlerin insan kaynakli glioblastoma hiicrelerinde (U-251 ve U-1242)
Elk-1 aktive ettigi gosterilmigtir (181). C6 sican glioma hiicrelerinde EGF ve TPA ile
uyarilma sonrasi Elk-1 serin 383 rezidiisiinde fosforilizasyonu degerlendirildi. TPA
veya EGF ile uyarilma sonrasi Elk-1’in belirgin fosforilizasyonu gozlendi (Sekil

3.3.1ve3.3.2).
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TPA - iR 2
Uo 126 - - + -—
LY294002 - - — +

p-Elk-1 WS & e 62KD

serine 383

TUbUlin S S — — 55 kD

t-Flk-1 commmn sssewss S casssss  -47 kKD

Sekil 3.3.1: TPA ile uyarilma sonrast Elk-1 fosforilizasyonun

ve inhibitorlerin etkisinin degerlendirilmesi

EGF = ity - I -

U0 126 -— - _I_ —
LY294002 -— - - +

p-Elk-1 - “
serine 383 WSS S 62 kD

Tubulin e B S 55 (D

tElk-1 | W L L e 47 kD

Sekil 3.3.2: EGF ile uyarilma sonras1 Elk-1 fosforilizasyonun

ve inhibitorlerin etkisinin degerlendirilmesi

Elk-1 fosforilizasyonun hem MAPK hem de PI3K yollariyla olabildigi
bilinmektedir. Elk-1 fosforilizasyonunda rol olan yolun ortaya konulmast icin UO

126 (MEK/MAPK yoluna 6zel inhibitor) ile ve LY 294002 (PI3K yolu inhibitorii)
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verildi. MEK inhibitorii UO 126 ile daha belirgin ve LY 294002 (PI3K yolu
inhibitoril) ile daha az olmak iizere uyaranlar tarafindan olusan fosforilizasyonun
engellendigi goriildi. (Sekil 3.3.1 ve 3.3.2). C6 sican glioma hiicrelerinde UO 126
tarafindan tama yakin, LY 294002 kismi olarak fosforilizasyonu inhibe etmesi Elk-1
aktivasyonu i¢in gerekli olan serin 383 fosforilizasyonun MAPK yolu ile daha aktif
olarak yapildigini ve PI3K yolunun daha az katkida bulundugunu gosterdi.

PI3K yolunun ana hedefi oldugu bilinen Akt, PI3K tarafindan fosforilize
edilir ve harekete gecerek alt yolunda cesitli transkripyon faktorlerini aktive eder. C6
sican glioma hiicrelerinde PI3K yolunun uyaranlar ile harekete gecip ge¢gmediginin
gosterilmesi  icin, PI3K yoluna o©zel substrat olan Akt fosforilizasyonu
degerlendirildi. Insan glioblastoma hiicrelerinde daha once gosterildigi gibi (182)
TPA ve EGF tarafindan induklenen Akt fosforilizasyonu, PI3K inhibitorii LY
2940002 tarafindan engellendi. (Sekil 3.3.3).

00 + o+ - -
EGE = -~ - - 5T i
LY294002 = - + - i &

see-f% o — e L ad e -60kD

t-Akt -‘ . — S — -60 kD

Tubulin T e w———— S S— 55 kD

Sekil 3.3.3: TPA veya EGF ile uyarilma sonras1 Akt fosforilizasyonun ve

inhibitorlerin etkisinin degerlendirilmesi

34.PI3Kinazmn ERK 1/2  Fosforilizasyonu  Uzerindeki  Etkisinin

Degerlendirilmesi

C6 sican glioma hiicreleri TPA ile uyarildiginda kuvvetli bir sekilde Erk 1/2
fosforilizasyonu saglar ve daha onceki glioblastoma calismalarimi teyit ederek UO

126 ile MEK 1/2 diizeyinde inhibe olur. PKC MEK'’1 direkt olarak fosforilize
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ettiginden, beklendigi gibi, TPA tarafindan PKC yoluyla yapilan ERK 1/2
fosforilizasyonu LY 294002 tarafindan engellenmemektedir. EGF reseptoriiniin
kendi 6zel ligandi EGF ile uyarilmasi sonrasinda da ERK 1/2 fosforilizasyonu
gozlendi. EGF ile olan ERK 1/2 fosforilizasyonu hem UO 126 hem de LY 294002
ile engellendi. EGF reseptor yoluyla uyarilma sonrasinda, ERK 1/2 iist yolunda hem
Ras/Raf/ MEK hem de PI3 kinazin yer aldig1 gosterildi (Sekil 9). Muhtemel olarak
MEK noktasinda MAPK ve PI3K yolunun etkilestigi dolayli olarak gosterildi.

TPA - & a B
Uo 126 - —_— + —
LY294002 — — — +

s QR - m— —
P-ERK 1/2 -42/44 kD
| — — —

Tubulin T S S s .55 KD

EGF - - == i
Uo 126 - i -+ B
LY294002 = - - -+

P-ERK 1/2 : -42/44 kD
| —

Tubulin T S —

Sekil 3.4.1: TPA veya EGF ile uyarilma sonrast Erk 1/2

fosforilizasyonun ve inhibitorlerin etkisinin degerlendirilmesi

3.5. EGF veya TPA ile Uyarilma Sonrasi Hiicre Yasam, Proliferasyon ve

Apoptozun Degerlendirilmesi

TPA veya EGF uygulamasi sonrasi Elk-1 transkripsiyon faktoriiniin
fosforilize oldugu ve alt yolundaki genleri harekete gecirdigi gosterildi. Elk-1
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transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonunun fizyolojik yanmitin degerlendirilmesi igin
bu uyaranlar sonrasinda Elk-1’in yasam ve cogalmaya etklileri ATP hiicre canlilig
analizi ile olciildii.

The CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay ile hiicre kiiltiirlerinde
hiicrenin yasam ve ¢ogalmasini ATP tiiketimine gore Olcen hizli, basit ve hassas bir
yontemdir. Biyoluminesans prensibi ile kolorimetrik ve florimetrik yontemlerden
daha hassastir. Canli C6 glioma hiicrelerinde mevcut ATP ile yaratilan luminesan
sinyal CCD kamerada olciildii. Belirtilen sekilde iki ayr1 grupta 4 saat ve 24 saat
uygulanan TPA C6 glioma hiicrelerinin ¢ogalmasini saglamadi. Benzer sekilde,
kontrol grubuna gére TPA uygulanan hiicrelerde 6liim veya apoptoz da gozlenmedi.
LY 294002 ve UO 126, TPA varlignda hiicre canlilifi ve sagkaliminda degisiklik
yapmadi. Glioblastoma hiicrelerinde cogalma yaniti verdigi bilinen EGF, C6 glioma
hiicrelerine 4 saat veya 24 saat uygulandi. EGF ile uyarilma sonrasi hiicre
cogalmasinda bir artis gozlendi ancak istatistiksel olarak énemli bir artis saptanmadi
(One-way ANOVA, F =0.8972, p =0.5151). LY 294002 ve UO 126, EGF tarafindan

uyarilan ¢cogalmay azaltti ancak istatistiksel olarak énemli bulunmadi. (Sekil 3.5.1).



22

4 saatlik viabilite

125+
1004
2 -
@ 754 = -
-
£ 50+
=
3
25+
ﬂ' T T L]
& & &F QY F S
A Gﬂ "k: » ‘4‘&
24 saatlik viabilite
100-
o 75 1 =
ﬁ 7
£ 50-
E
= 25-
ﬂ- T L L}
'y "o ol 54 & £
&d*’ P o’ﬁq **42 & d‘e &
,.':_(5é > ) N v

Sekil
3.5.1: TPA veya EGF ile uyarilma sonrast C6 sican glioma hiicrelerinde hiicre

canliliginin degerlendirilmesi
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Elk-1 transkripsiyon faktoriiniin normal ve neoplastik hiicrelerde yasam ve
cogalma icin 6nemli oldugu bilinmektedir ve C6 sican glioma hiicrelerinde de Elk-1
uyarilmasi ile ilk olarak yasam ve ¢ogalma fizyolojik yanitlar test edilmistir. Ancak
bu hiicrelerde beklenen yamit alinamadgindan Elk-1 transkripsiyon faktoriiniin
uyarilmasinin apoptotik yollar iizerindeki etkisine bakmak icin kaspaz aktivasyonu
calisildi. C6 sican glioma hiicreleri TPA veya EGF ile 4 saat uyarildi. Bu uyaranlarin
etkisini engellemek i¢cin MEK ve PI3K inhibitorleri uygulandi. Kaspaz aktivasyonu
sonucu degerlendirildiginde TPA veya EGF ile uyarilmanin C6 glioma hiicrelerinde
bir degisiklige neden olmadigi goriildii (One-way ANOVA, F =3.289, p=0.0724)
(Sekil 3.5.2).

Kaspaz 3 Aktivasyonu
0.125-

0.100- T

0.075- = 1

0.050+ i

0.025+

405 nm’'de absorbans
_|

0.000--= T T T

Sekil 3.5.2: TPA veya EGF ile uyarilma sonras1 C6 sican glioma
hiicrelerinde  kaspaz 3 aktivasyonunun ve apoptozun

degerlendirilmesi
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4. TARTISMA

Glioblastomalar ¢ok hizli biiyiiyen, beyin dokusuna invazyon gosteren,
radyoterapi ve kemoterapiye direngli agresif tiimorlerdir. Timoriin olusum ve
cogalma mekanizmalarin1 anlamak uzun siireli tedavi planlart gelistirmek icin
gereklidir. EGF reseptdr ve alt yolunda yer alan sinyal iletim yollarinin GBM
olusumundaki rolii ortaya konduktan sonra bu yolun iletimini kesmek icin
monoklonal antikor ve kii¢iik molekiillii tirosin kinaz inhibitorlerinin tek basina veya
radyoterapi ile birlestirilmesi klinik kullanima girmistir. (11, 17-58). EGFR sistemi;
MAPK, PI3K ve PKC sinyal iletim yollarmi uyarir ve GBM cogalmasin1 ve
yasamasini saglar. PI3K, GBM yasamu ile dogrudan iliskilidir ancak boyle olmasina
ragmen PI3K diizeyinde yapilan inhibisyon tedavide beklenilen amaca ulagmamustir.
Gercek anlamda tedavide basar1 saglanmasi birden fazla sinyal iletim yolunun
kapatilmasi ile olas1 goriinmektedir.

MAPK yolunun alt hedeflerinden olan Elk-1 transkripsiyon faktorii, timor
hiicrelerinin yasamasi ve cogalmasinda rol oynar. Insan glioblastoma hiicrelerinde
MAPK ve PKC n tarafindan uyarildigr gosterilmistir (73, 99, 183). PKC grubu
enzimler GBM i¢in hayati Oneme sahiptir ve her bir GBM alt tipi PKC
izoenzimlerinden hangisini eksprese ediyorsa forbol ester uyarimina karst ¢ogalma
veya apotoz yoOniinde cevap vermektedir (73, 98, 182-185). PKC-n eksprese eden
hiicrelerde TPA sonrast cogalma yanitinin MAPK yolu iizerinden Elk-1
transkripsiyonun artis1 oldugu gosterilmistir (182). Ancak glial tiimorlerde bu 6nemli
yasam transkripsiyon faktoriiniin PI3K yolu ile iligkisi bilinmemektedir. PI3K,
akciger brongial epitel hiicrelerinde PI3K yolunun MAPK yolunda Pak-1 ve Raf
proteinleini  direkt fosforilize ederek Elk-1 aktivasyonunu gerceklestirdigi
gosterilmistir (175). MAPK ve PI3K yollarmin karsilikli konustuklari, hiicre ve
uyarana gore degisiklik gostererek birbirlerini pozitif veya negatif yonde etkiledikleri
bilinmektedir (78, 186-188). Bizim calismamizda hem TPA hem de EGF, Elk-1
transkripsiyon faktoriiniin aktivitesinde artisa neden olmustur. Bu uyaranlar MAPK,
PI3K ve PKC yollarin1 da aktive ettiklerinden, her bir yola 06zel inhibitorler

kullanilarak Elk-1 fosforilizasyonu ve transkripsiyonu arastirllmistir. Bizim
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sonuglarimiza gore, C6 sican glioma hiicrelerinde, EGF daha ¢ok PI3K yolunu; TPA
ise MAPK yolunu aktive etmeyi tercih etmektedir. Veri sunulmamis olsa da C6 sican
glioma hiicrelerinin PKC-n eksprese ettigini gosterdik. Daha Onceki insan GBM
hiicre dizinlerindeki literatiir bulgular1 da TPA uyaris1 sonras1t PKC-n eksprese eden
hiicrelerde, PKC-n ile iligkili yasam ve cogalma avantajinin MAPK yolu iizerinden
Elk-1 aktivasyonu sayesinde oldugunu gostermistir (182).

Elk-1 transkripsiyon faktorii bir yasam ve ¢ogalma faktoriidiir, C6 sican
glioma hiicrelerinde Elk-1 fosforilizasyonun ve transkripsiyonel aktivitesinin TPA ve
EGF uyaranlarina yanit olarak harekete gectigini bu calismada gosterildi. Ilging
olarak, inhibitorler uygulandiginda, PI3K yolu kesildiginde fosforilizasyonun
azalmasina ragmen EIlk-1 transkripsiyonel aktivitesinin azalmadig goriildii. Bir
baska deyisle, Elk-1 transkripsiyonel aktivitesinin tamamiyla MAPK yolu
aktivasyonu ile paralel oldugu goriildii (Bkz. Sekiller 3.1.1, 3.2.1 ve 3.4.1). Elk-1’in
sadece fosforilizasyonu degil, de-SUMOQ’ilasyonu ve translasyon sonrasi diger Ets-1
tiyelerinde oldugu gibi asetilasyonu, glikosilasyonu ve digerleri en son aktivitesinin
belirlenmesini saglar. Elk-1 ve harekete gecen pek cok sinyal iletim yolunun
etkisinin toplami hiicrenin son fizyolojik yanitin1 ortaya ¢ikarir (189).

C6 sican glioma hiicrelerinde yapilan bu calismada, PI3K yolunun MAPK-
Elk-1 yolu akisi ile bir etkilesiminin olup olmadig: arastirildi. Bilindigi gibi, forbol
esterleri yoluyla PKC, tirosin kinazlar yoluyla biiyiime faktorleri ve PI3K karsilikli
konusma ile MAPK yolunu pozitif uyarilma yoniinde harekete gecirebilirler. Ancak
baz1 6zel durumlarda PI3K yolu MAPK yolunu negatif yonde etkileyebilir. PI3K
yolu EGF veya forbol esterleri ile uyarildiginda Elk-1 transkripsiyon faktoriiniin
aktive oldugu hem Gal:lusiferaz reporter gen, hem de alt yolunda yer alan Egr-1
geninin ekspresyonunun artmasi ile gosterildi. Bu aktivasyonu Elk-1 proteinini serin
383 rezidiisiinden fosforileze ederek gerceklestirdigi goriildii. Bir sonraki asamada
Elk-1 fosforilizasyonunun dogrudan PI3K ile degil, MAPK yoluyla oldugu ve
etkilesimin MEK diizeyinde gerceklestigi goriildii. Bu bulgulara benzer bulgular,
literatiirde, bronsial epitel hiicrelerinde de saptanmis ve PI3-kinazin PAK-1’i
fosforilize ederek Raf ve sonrasinda MEK aktivasyonunu sagladigi, Elk-1
fosforilizasyonunun MAPK yoluyla PI3K tarafindan yapildigi gosterilmistir (175).

PI3K yolunun verilen uyaranlar ile harekete gectigini gostermek i¢in alt yolunda yer
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alan Ozel substrati, Akt fosforilizasyonu degerlendirildi. Verilen EGF veya TPA ile
PI3K yolunun uyarildigi ve PI3K 6zel inhibitorii LY294002 ile bu uyarilmanin
tamamiyla geri ¢evrildigi goriildii. Ancak, kullamilan EGF ve TPA sadece PI3K
yoluna ©zel uyaranlar degildir. EGF reseptorii hiicre zarinda yer alir ve hiicrenin
icinde birden fazla sinyal iletim yolunu harekete gecirir. EGFR, MAPK ve PI3K
yollarin1 aktive ettigi bilinmektedir. Benzer sekilde forbol esterleri ile uyarilma
kapasitesine sahip klasik ve novel pek cok PKC izoformu MAPK yolunu ve PI3K
yolunu uyarir (73, 99, 183). Glioma calismalarinda verilen uyaranlar inhibitorleri
kadar sinyal iletim yollarinin bir molekiiliine 6zel degildir. Verdigimiz TPA ve EGF
ile uyarilan iki ayr1 sinyal iletim yolu ortak bir noktada bulusarak Elk-1 ve alt
yolunda bulunan Egr-1’1 aktive etmistir. Her iki yolun birlestigi kavsak MEK olarak
diisiiniilmistiir. PI3K yoluyla Elk-1 transkripsiyon faktoriiniin uyarilmasiyla ilgili
onerilen mekanizma Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Bu calismadaki sonuglarimiz gostermistir ki PI3K yolu MAPK iizerinden
Elk-1 fosforilizasyonunu gerceklestirebilir ve biiyiik ihtimalle bu iki yol MEK
seviyesinde birlesmektedir. Ancak Elk-1 aktivasyonu ortaya konulmasina ragmen,
C6 sigcan glioma hiicrelerinde, EGF ve TPA fizyolojik bir yanit ile sonlanmamugtir.
Mevcut sonuglar ile, EGF veya TPA’ya yanit olarak hiicrelerin yasam ve
cogalmasinda Elk-1 roliiniin arastirilmasi i¢in C6 sican glioma hiicreleri ideal bir

model olmayabilir.
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Sekil 4.1: C6 sican glioma hiicresinde MAPK ve PI3K yollart ile Elk-1

aktivasyonunu gostermek icin Onerilen sema
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5. SONUC VE ONERILER

C6 sican glioma hiicrelerinde Elk-1 aktivasyonunu yoneten ana yolun
MAPK oldugu ve PI3K yolunun etkisini MAPK yolu iizerinden gosterdigi bu
calismanin sonucunda ortaya konmustur. Ancak, MAPK yolunda hedef molekiillerin
noktasal olarak tayin edilebilmesi i¢in giincel yontemlerden olan siRNA ile
transkripsiyon diizeyinde verilen molekiile 6zel inhibisyon yapmak olasidir.
Deneylerin bir sonraki asamasinda MAPK ve PI3K yolunun kesisme noktasindaki
hedef molekiil bu yontemle belirlenebilir.

C6 sican glioma hiicreleri in vitro ve in vivo kosullarda glioblastoma
arastirmalart i¢cin kullanilmaktadir. Hem hizla biiyiiyerek kitle etkisi olusturdugundan
hem de beyin dokusuna invazyon yaptigindan glioblastomayi taklit eder (190). Bu
calismada, Elk-1 fosforilizasyon ve aktivasyonundaki ana akim yolunun MEK-ERK
1/2 oldugu ve birden fazla iist yolun bu ana arterde bilesebilecegi gosterildikten
sonra, uyarilan Elk-1 transkripsiyon faktoriiniin C6 sican glioma hiicrelerinde
fizyolojik olarak ne gibi degisiklikler yaptigimi belirlemek {izere yapilan hiicre
canlilig1 ve apoptoz analizlerin sonuclar1 insan glioblastoma hiicrelerinden farklilik
gostermistir. Beklenendan farkli olarak EGF ve TPA, C6 sican glioma hiicrelerinde
bliyime ve c¢ogalma yoOniinde yanit vermemis, aym zamanda apoptozu da
artirmamugstir. Elk-1 cogalma yoniinde bir transkripsiyon faktoriidiir ve EGF ve TPA
varliginda aktive oldugu bu calismada da teyit edilmistir. Elk-1 uyarilmasinin
fizyolojik yanita doniisememesinin nedeni Elk-1 transkripsiyon faktoriiniin C6 sican
glioma hiicreleri i¢in ¢ok onemli bir yasam molekiilii olmamasi olabilir. Hiicrenin
cogalmasi ve apotozdan kacis1 karmasik bir olusum olup, Elk-1 disindaki
transkripsiyon faktorlerinin bilesenlerinin toplami son yaniti belirliyor olabilir. Elk-1
transkripsiyon faktoriiniin asir1 ekspresyonu veya nakavti ile fizyolojik sonuglarin
belirlenmesi daha ileri calismalar ile anlasilabilir.

Sican C6 glioma hiicreleri in vitro kosullarda insan glioblastomalarinin
cogalma, invazyon gibi Ozelliklerini gosterebilir ancak Elk-1 transkripsiyon
faktoriiniin bu tiimorlerde hedeflenebilecek yasamsal bir faktor olup olmadiginin
belirlenmesi insan kaynakli glioblastoma Kkiiltiirlerinde calisilmasi bir bagka ¢alisma

olarak planlanabilir.
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