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OZET

Tumaor Nekrosiz Faktor Alfa (TNF-a) bir sitokin olup kanser gelisimi gibi patolojik
durumlar, bakteriyal veya viral enfeksiyon sirasinda agirlikli olarak aktive edilen makrofajlar
ve T-hiicreleri tarafindan sentezlenerek viicuda salinan bir proteindir. TNF-a, trimerik yapis1
ile yine trimerik olan iki farkli reseptore baglanarak biyolojik etkinligini gdsterir. Bu
reseptorlerden biri TNFR1 olup (Tumdr Necroz Faktor Reseptor-1) 454 amino asitten
meydana gelir ve intrasitoplazmik 6lim domeyini (Death Domain-DD) olusturur. TNF-a
TNFR1’e baglandigi zaman DD domeynleri aracihigi ile kaspaz-8 aktivasyonu yaparak
apoptoz induksiyonunu saglar. Apoptozu indiiklemesinin yani sira TNFR1 aktivasyonu bu
reseptoriin  intrasitoplazmik bolgesinde olusan NIK-IKK kompleksi araciligi ile NF-kB
(Niklear Faktor Kappa-B) transkripsiyon faktorini de aktive eder. DD ihtiva etmeyen
TNFR2 ise sadece NF-kB aktivasyonu yapar.

TNF-a bilinen bu fonksiyonlarinin yani sira JAK1, JAK2, ¢c-SRC, JNK, ERK, p38,
AKT, STAT1 ve STAT3 gibi sinyal iletim enzimlerini ve transkripsiyon faktorlerini de
aktive eder. Her ne kadar bunlar bilinmesine ragmen bu aktivasyonlarin molekiiler temelini
olusturan ana mekanizma, halen tam olarak bilinmemektedir.

Projemizin amac1 yukarida bahsettigimiz sinyal ileticilerinin ve transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyon temelini olusturabilecek TNFR1 modifikasyonlarin olup olmadigimin
aydmlatilmasidir. Bu baglamda, TNFR1’in intrasitoplazmik bdlgesinin amino asit dizilimine
baktigimizda bu reseptoriin C-terminalinde 359 ve 399 nolu amino asitlerin tirozin
fosforilasyon noktalar1 olabilecek Y350AVV Vve  Y390SML dizileri i¢inde oldugu
gosterilmektedir. TNFR1’in bu Tirozinler tizerinden fosforile olmasi yukarda bahsettigimiz
sinyal ileticilerinin aktivasyonu i¢in bir baslangic noktasi olabilir. Bu yiizden, TNF- a
muamelesinin ardindan TNFR1’in Tirozin fosforilasyonuna ugrayip ugramadigini
arastirilmustir.

Elde ettigimiz verilere gore, TNF-o zamana bagli olarak TNFR1’in  Tirozin
fosforilasyonunu indiiklemektedir.  Bu sonu¢ ile TNFR1 dzerinde gozlenen Tirozin
fosforilasyonunun mekanizmasi agiklanmamis sinyal ileticilerinin aktivasyonu i¢in baslangic
bolgesi olabilecegini diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: TNF-a, TNFR1, Apoptosis, Sinyal Iletimi, Fosforilasyon, Oliim
Domeyni



ABSTRACT

Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-a) is a cytokine produced during pathological
conditions like cancer, viral or bacterial infection mainly by activated macrophages and T-
cells and secreted into the body. TNF-a shows its biological activity by binding to trimeric
receptors. One of these receptors is TNFR1, composed of 454 amino acids and contains
intracytoplasmic death domain (DD). After binding to TNFR1, TNF-a induces apotosis by
activating caspase-8 via DD. In addition to induction of apoptosis, activation of TNFR1 also
activates NF-kB pathway via formation of intracytoplasmic NIK-IKK complex. TNFR2,
which does not contain DD, can only activate NF-kB pathway.

In addition to these known functions, TNF- o also induces the activation of JAK1,
JAK2, c-SRC, ERK, JNK, p38, STAT1 and STAT3. Although we know these, we dont know
the molecular mechanism behind these activations.

The main purpose of our study was to elucidate modifications of TNFR1 which would
explain the mechanism of activation of the above mentioned signal transducers and
transcription factors. In this respect, when we look at the amino acid sequence of the
intracytoplasmic domain of TNFR1 we found two possible Tyrosine phosphorylation sites in
the sequence of Y3s506AVV ve Y399SML. Tyrosine phosphorylation of TNFR1 at these sites
could be basis of activation of above mentioned signal transducers. For this reason, we tested
the tyrosine phosphorylation of TNFR1 after TNF-a stimulation.

According to our results, TNF-a. causes Tyrosine phosphorylation of TNFR1 in a
time dependent manner. With this result, we think that Tyrosine phosphorylation sites of
TNFRL1 could serve as a point of initiation for activation of above mentioned proteins.

Key words: TNF- a, TNFR1, Apoptosis, Signal Transduction, Phosphorylation, Death
Domain.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

LB : Luria Besiyeri

DMEM : Dulbecco’s Medium (Besiyeri)
TBE : Tris-Borik asit- Edta

EDTA : Etilendiamin Tetraasetik Asit
SDS : Sodium Dodsil Sulfat

NacCl : Sodyum Kloriir

NaFlI : Sodium Florir

PMSF : Fenil Metil Sulfonil Florur
EGTA : Aminopolikarboksilik asit

TRIS : Trisaminometin

PBS : Fosfat Tamponlu Salin

CAMP : SiklikAdenozin Mono Fosfat
STNFa : Sistolik TNFalpha

MmTNFa : Membran baghh TNFa

DD : Death Domain (Olim Domeyn)
TRADD : TNFReceptor Associated DD (TNF Reseptor Asosye Oliim Domeyni)
FADD : Fas-Assosiye Olim Domain

RIP : Reseptor Interaksiyonlu Protein
NF-kB : Nuklear Faktér Kappa-B
TRAF1/2 : TNF-Reseptor Assosye Faktorl/2
SDS-PAGE : SDS-Poli akrilemid jel elektroforaz
APS : Amonum Persulfat

TEMED : Tetra-metil-etil-diamine



BSA

PVDF
PBST
CaCl,

MgC|2

Bovin Serum Albumin
Polivinilidin di-florit
PBS Tween-20
Kalsiyum Klorir

Magnezyum Klorir



GIRIS VE AMAC

TNF’in varligi ile ilgili ilk g6zlem 1868 yilinda Brunes tarafindan yapilmistir. Brunes,
bakteriyel enfeksiyon gegiren bir hastasmin timor kitlesinin kendiliginden gerileme
gosterdigini fark etmis ve enfeksiyona bagli olarak viicudun {irettigi molekiill veya
molekiillerin anti-timor aktiviteye sahip olabilecegini iddia etmistir. Bu gozlemden yillar
sonra Dr.Colley filtrasyonla sterilize edilmis gram-negatif bakteri ekstraktinin timor
dokularma verdiginde bu ekstraktin tiimor hiicrelerini 6ldiirdiiglini géstermistir. Bundan
dolay1 bu ekstrakt “Colley’nin Zehiri” olarak tanimlanmistir (2).

Bu caligmalardan haberdar olan Dr.Shear ve arkadasari 1944 yilinda gram-negatif
bakterilerin tiim ekstraktini kullanmak yerine bu bakterilerin hiicre duvarindan izole ettigi ve
LPS (lipopolisakrit) yapisinda olan molekiilii saflastirmiglar ve bu molekiilii timor
bulunduran farelere enjekte etmislerdir. Enjeksiyondan giinler sonrasi, fare tliimdrlerinin
kiiglildiigiinii gozleyen Dr.Shear, izole ettikleri LPS yapisindaki molekiilii “endotoksin”
olarak ismlendirmistir (3). Bu caligmalar1 takip eden Dr.Malley ve arkadaslar1 1962 yilinda
LPS ile muamele edilmis farelerin serumunu tiimor tagiyan farelere verdmis ve gilinler icinde
bu farelerin tiimor dokularinin nekroza ugradigimi saptamislardir (4). 1975 yilinda ise, Loyd
Old ve Carswell LPS ile muamele edilen farelerin serumundan izole ettikleri molekdlleri
timor hiicreleri lizerinde tek tek test ederken tiimor niicrelerinin nekrozuna sebep olan 6rnegi
Tiumor Nekrozis Faktor olarak isimlendirmislerdir (5).

1984 yilinda Pennica ve arkadaslar1 ile David Goeddel grubu insan TNF-a proteinini
saflastirdiktan sonra amino asit dizilimini belirlemisler ve bunu temel alarak hazirladiklar:
DNA primerlerini kullanarak insan cDNA kituphanesinden TNF-a’nin  ¢cDNA’smi1
klonlamiglardir. Ekspresyonu yapilan TNFa’nin 26 kDa biyiikligiinde oldugu ve membran
bagl olarak hiicrenin disinda yer alacak sekilde kosullandig1 gosterilmistir (6,7). TNF-a
sinyal peptit icermediginden TNF-o doniistiiriicii enzim (TACE) tarafindan kesilerek kana
salinir. 1985 yilinda Aggarwal ve arkadaslar1 TNF-a’nin TNFR1 olarak tanimlanan reseptore
baglanarak biyolojik aktivite gosterdigini bulmuslardir (8). Hem membran bagli, hem de kana
salinan ¢oziiniir TNF-a molekiilleri trimer yapisi olusturarak trimer’li yapi dahi reseptorine
baglanir (53). Ancak, ayni reseptore baglanmalarina ragmen ¢6ziiniir TNF-a ile membran
bagli TNF-a’nin farkli sistemleri aktive ettikleri de gdsterilmistir (40). Ornegin, Kollias grubu
sadece mTNFa sentezleyen fare modeli yarattiklarinda bu hayvanlarda hizla romatoid artrit
geligirken kanda dolasan ¢oziiniir TNF-a’nin romatoid artrit gelistirme 6zelliginin ¢ok daha
zay1f oldugunu saptamiglardir (9,10).

TNF-o’nin ve Aggarwal tarafindan 55 kDa biiyiikliigiindeki TNFR1’e baglandigimnin
gosterilmesinin ardindan ayni grup TNF-a’nin baglandigr ve 75 kDa biyiikligiinde olan
TNFR2 olarak isimlendirilen reseptore de baglandigmi belirlemislerdir (43,47). Her iKi
reseptor de glikozillenen reseptorler olup TNF-a baglayan hiicre disindaki boliimii daha fazla
amino asit benzerligi gosterirken hiicre sitoplazmasinda kalan kisimlar1 ¢ok farklidir (40). Bu
iki reseptOr arasindaki en 6nemli fark “6liim domaini” olarak bilinen, 80 amino asitten olugan
ve “juxta membran” bdlgesinde yer alan bolge TNFR1’de mevcut iken TNFR2’de bu bdlge



yoktur. Olum Domeyninin olmayis1 TNFR2 nin apoptosis indiikleme yetenegini de ortadan
kaldirir (11,12).

TNFR1 ve TNFR2’nin klonlanmalarinin ardindan devam eden klonlama
calismalarinda bu reseptorlere benzeyen ve Ozellikle intrasitoplazmik bdlgeleri bakimidan
birbirine ¢ok benzeyen 29 farkli reseptér ve bu reseptorlere baglanan 19 farkli ligant
kesfedilmistir. Bu durum “TNF-Super Family” olarak adlandirilan bir aileyi ortaya
cikarmistir (13). Bu aile liyelerinden bazilar1 CD27, CD27L, CD30, CD30L, CD40, CD40L,
LT-Rb, Fas/APO-1/CD95, FasL olarak bilinirler. TNFR1 ve TNFR2 ekspresyon noktalari
bakimindan farklilik gosterir. TNFR1 hemen hemen her dokuda ifade olurken TNFR2
Ozellikle lenfoid orijinli hiicrelerde, CD4+ ve CD8+ T-lenfositlerinde, endotel hiicrelerinde,
mikroglialarda, oligodendrositlerde, timositlerde, kardiyak miyositlerde ve embriyonik
mezenkimal hicrelerde ekspresyon gosterir (14-19).

Indiana Universitesinden Dr.Donner’in laboratuar1 1998 yilinda DanQun Guo ve
arkadaslar1t TNF-" anin JAK/STATI sinyal yolagini da aktive ettigini bulmuslardir (31). Bu
calisma TNF-o’nin sadece apoptoz ve NF-kB indiiksiyonu yapan bir molekiil degil i¢inde
ayn1 zamanda STAT] transkripsiyon faktoriinii aktive edebildigini gosterirken ayn1 zamanda
transkripsiyonu STAT]1 tarafindan indiiklenen genleri de bir anlamda TNF-o’nin hedef genleri
arasma koydu. Bu yayinin {lizerinden yaklasik 15 yil gegmesine ragmen bu konuda yapilan
caligmalar yok denecek kadar azdir. 2002 yilinda Mincia ve arkadaslar1 (32) B-hicrelerinde
TNF-o’nin TNFRI1 {izerinde JAK1/STAT3/STATS aktivasyonu yaptigini gosterdiler. 2008
yilinda yine Donner’in laboratuari, TNF-[J-aracili ERK, AKT, JNK ve p38 yolaklarmin
aktivasyonlarinin PI3K ve c-SRC yolaklari1 tizerinden oldugunu gésterilmistir (32).

Yaymlanan 3 ayr1 makaleye ragmen TNFRI1 {izerinden baslayan PI3K, ¢-SRC, ERK,
AKT, JNK ve p38 enzimlerinin aktivasyonu ile sonlanan olaylar1 baslatan TNFRI1
modifikasyonlar1 halen bilinmemektedir. Bu soruya cevap bulmak amaci ile yaptigimiz bu
calismada, yukardaki son 5 enzimin aktive edilebilmesi icin TNFR1’in mutlaka tirozin
fosforilasyonuna ugramasi gerektigini diisiilmiis ve gosterilmeye calisilmistir.



GENEL BiLGILER

TNF-a ile ilgili yapilan ilk c¢aligmalar 1991 yilinda fare modelinden elde edilen
sonuglara dayanir (34). Bu modelin yaratilmasinin ardindan ayni transgenik farelerle yapilan
caligmalarin sonuglarina gore TNF-o sentezleyen farelerde sentezlemeyenlere gére ¢ok daha
kisa siire icinde Romatoid Artrit gelisimi gozlenmistir (47). Romatoid Artrit kronik ve
otoimmiin bir hastalik olup tiim poupulasyonlarin %1’inde gézlenir. Kadinlarda erkeklere
gore 3 kat daha fazla saptanir. Ayni hayvanlarm ilerleyen yillarda kullanimi ile farkh
arastirmacilar sinovial bolgede biriken TNF-o’nin 6zellikle NF-kB sinyal yolaginini aktive
ederek enflamatuar sitokinler olan IL1, IL6, TNF-a ve GM-CSF basta olmak iizere g¢ok
sayida Interlokin ve Kemokinlerin bu bdlgede bolca iiretilmesine neden oldugunu
gostermislerdir (41,42). Primer olarak sentezlenen sitokinler inflamatuar kan hiicrelerinin
Ozellikle CD8+ T-hiicreleri, B-hiicreleri, dentritik makrofajlar, makrofajlar ve plazma
hiicrelerinin bdlgede birikmesine ve bu bdlgede kronik inflamasyonun devamli olmasma
sebep olduklarint ve kemik hiicreleri osteoblastlarin pargalanmasina sebep olarak kemik
harabiyetine neden olduklar1 gosterilmistir (35- 39).

2.1. TNFa Sinyal iletim Yolag

TNF-a biyolojik etkinligini her iki reseptorii iizerinden gercgeklestirir. Ancak, her iki
reseptorin intrasitoplazmik bolgeleri ¢ok farkli oldugundan TNF-o baglanmasinin ardindan
bu reseptorlerden salinan sinyal ¢ok farklhidir. Sekil 2.1.”de, gosterildigi gibi, TNFR1’de ligant
baglanmasindan sonra gergeklesen en etkin sinyal yolagi Kaspaz-8 (FLICE) aktivasyonu dur.
TNF-a ligantiin baglanmasinin ardindan konformasyonel degisime ugrayan trimerik reseptor
“Juxta Membran” bolgesinde yer alan DD araciligi ile yine ayni bolgeyi bulunduran TRADD
isimli adaptor proteine baglanir. TRADD, DEAD, araciligi ile FADD’a ile baglanir ve FADD
da DD bolgesi ile Kaspaz-8’in DD bolgesine baglanarak klasik DISC kompleksini
olustururlar (55). Bu komplekde FLICE kesilerek aktif hale getirilir ve olgun Kaspaz-8
olusur. Aktiflesen Kaspaz-8 pro-kaspaz-3 ve Bid kesimi yaparak bu molekiilleri aktiflestirir
ve apoptosis siireci aktive edilmis olur. Apoptoz induksiyonuna sebep olan kaspaz-8
aktivasyonunun yani sira FADD ile baglanan TRADD ayni zamanda farkli bir bdlgesi ile de
RIP ile baglanarak RIP aktivasyonu iizerinden NF-KB ve MKKS3 aktivasyonu da yapar.
Dolayisi ile TNFR1 iizerinden yayilan sinyaller hem Kaspaz-8 Uzerinden hiicre 6limiine
sebep olurken ayni zamanda NF-kB aktivasyonu ile de yasamsal veya anti-apoptotik
yolaklarin da aktive olmasina sebep olur.



Kaspaz 9

Sekil 2.1. TNF-a. aracili, kaspaz 8 aktivasyon yolagi

TNFRI1 {izerinden yaratilan sinyalin aksine TNF-o’nin TNFR2’e baglanmas: ile daha
farkli bir sinyal yolagi agilir. Burada, ligant bagli TNFR2’e ilk baglanan proteinler
TRAF1/2(TNF-Receptor Associating Factor) kompleksidir. Bu kompleksde TRAF2’ye
baglanan RIP NEMO’ya baglanarak IKKo/IKKfB kompleksini aktive eder. Aktive olan
IKKo/IKKB kompleksi inhibitor proteinler IkBa ve IkBf’y1 fosforile ederek bu proteinlerin
pargalanmasina neden olur. Uyarilmamis sartlarda IkBo proteinleri NF-kB (p65)’e baglanarak
bu transkripsiyon faktoriiniin proteinin sitoplazmada tutuklanmasina sebep olur, ancak, TNFa
varliginda fosforilasyona wugrayan IkBa/f ubikinasyona ugrayip 26S Proteozomlarda
parcalanir. BOylece sitoplazmada serbest kalan p65(RelA), p50 ile heterodimer olusturarak
hiicre ¢ekirdegine go¢ eder ve genomik DNA’da 500°den fazla genin promotoruna baglanarak
bu genlerin transkripsiyonlarini indiikler. TNFR2 iizerinden yayilan tek sinyal yolagi NF-kB
aktivasyonu degildir. Aktive olan TRAF2 ayni zamanda bagladigi CIAP2 iizerinden de
MEKKI1/7 ile baglanarak bu enzimleri aktive eder. Aktiflesen MKK7 dogrudan JNK1
fosforilasyonu yaparak bunun aktivasyonuna sebep olur. Aktiflesen JNKI ise bagta
cJUN/cFOS (AP1) olmak iizere ¢cok sayida proteini fosforile ederek bunlar1 aktive eder. AP1
aktivasyonu genel olarak yasamsal yolaklarin aktivasyonuna yol agar. Son olarak TNFR2



aktivasyonu RIP’e baglanarak aktive olan MKK3 enzimini kullanarak p38 enziminin de
aktivasyonuna sebep olur (26-30).

Tiim bu agiklanan yolaklarm yani sira 6zellikle TNFR1 iizerinden yayilan baska bir
sinyal yolaginin da oldugu Dr.Donner grubu tarafindan tekrar tekrar gosterilmistir (31). Bu
grup ilk olarak TNFR1’in intra-sitoplazmik bolgesine devamli sekilde baglanan JAK1 Tirozin
kinaz enziminin transkripsiyon faktorii STAT1 aktivasyonu yaptigii ilk kez 1998 yilinda
gostermislerdir. Ayni grup ilerleyen yillarda TNFR1’in sitoplazmik kismma JAK1’in yanisira
c-SRC ve PI3K alt iinitesinin de baglandigini1 ve bu sayede TNFR1’in RAS iizerinden ERK ve
PI3K aktivasyonu ile de AKT yolagmi actigmi gostermislerdir (32). Bu calismalar 2002
yilinda Miscia ve arkadaslarinin yaptigi calisma ile de dogrulanmistir (33).

2.2.  TNF a ’min Patolojisi

1998 yilinda Feldman ve arkadaslar1 romatoit artrit olusumundan TNF- o’ nin ne kadar
sorumlu oldugunu saptamak igin sinovial bdlgede biriken ve adeta infilamatuvar sitokinleri
sentezlemeye programlanmis hiicreleri doku kiiltiirii ortamina aldiklarinda bu hiicrelerin yedi
gun boyunca ilgili sitokin ve kemokinleri sentezlemeye devam ettiklerini bulmuslardir (41).
Arastirmacilar ortama notralize edici anti-TNF-o antikoru ilave ettiklerinde ise kemokin ve
sitokin sentezinin hemen azalmaya basladigini saptamiglardir (42,45). TNF-a’ya bagl oldugu
diistiniilen tek hastalik rUmatoit artrit degildir. TNF-a salgilanmasmna sebep oldugu
inflamatuar sitokinlerden dolay1 yaygin inflamasyona neden oldugundan inflamasyona bagh
olarak gelisen Chrone hastaligi, infilamatuvar bagirsak sendromu ve demiyalinasyon sonucu
ortaya ¢ikan Multiple Skleroz (MS) hastaliklarinin gelisiminden de TNF-a sorumlu
tutulmaktadir (40).

Tim bunlar goéz Oniine alindiginda TNF-a sistemik rahatsizliklara sebep olma
potansiyeli olan bir sitokin olarak karsimiza ¢ikmaktadir. TNFa sentezinin kontrolli c¢oklu
faktorlere bagl oldugundan TNF-a’ya karsi gelistirilecek en etkin basa ¢ikma yonteminin
TNF-o molekiiliiniin veya reseptoriiniin dogrudan hedeflenmesi  ile miimkiin oldugu
diistiniildiigiinden ¢ok sayida biyoteknoloji firmas: bu molekili veya reseptérlerini ndtralize
edecek antikorlar gelistirmisler ve insanligin kullanimina sunmuslardir (41,42). TNF’in
etkiledigi bu hiicresel yasam ve apoptoz yolagi, sekil 2.2°de gosterilmistir.



Normal T Hiicresi TNF TNF

Sekil 2.2. TNFR1 ve TNFR2 indiikledigi Apoptoz ve Hiicresel Yasamini saglayan yolaklar



MATERYAL VE YONTEMLER

Molekiiler klonlamada, kulanilacak konukgu hiicreyi, vektor DNA’y1, ve klonlanacak
DNA’y1 hazirlamak icin, birden farkli metodlar1 denedikten sonra, en agik sonuglar1 elde
etmemizi saglayan sonuglar1 destekleyen yontemleri uyguladik.

3.1.  293T Hucrelerinin Kilttrasyonu

Calismamizda kullandigimiz insan embriyonik bobrek epiteli hiicre hattt DMEM besi
ortaminda kiiltlire edilmistir. Steril olarak alinan 500 ml’lik besi ortamina Steril kabin i¢inde
1s1 ile inaktive edilmis 50 ml FBS (Fetal Bovine Serum) ve 5 ml 100X PSA (Penisilin-
Streptomisin-Amfoterisin B) solusyonlarindan ilave edilerek besi ortami hazirlanmistir. 293T
hiicreleri bu besi ortaminda kiiltiire edilmis ve her 2-3 giinde bir hiicrelerin besi ortami
degistirilerek siirekli proliferatif asamada kalmalar1 saglanmaistir.

3.2. TNFRI1 ¢DNA’sinin PCR Yontemi ile Amplifikasyonu

3.2.1 TNFR1 cDNA’simn Klonlanmasinda kullanilan Primerler

Forward Primer: 5’- cgc ggatcc gcc gec atg ggc cte tcc acc gtg cct gac ctg- 3°
Reverse Primer: 5°- cgc-ggatcc tct gag aag act ggg cgc ggg cgg gag ggc gge-3°
3.2.2 PCR Reaksiyon Karisimi

10 x PFU Polimeraz Tampon: 5 ul
MgCl, : 2.5 ul

dNTP (10 mM): 1 pl

[leri primer (10 mM): 1 pl

Geri primer (10 mM): 1 ul

Q solusyon: 5 ul

Plasmit: 2 ul (100 ng)

Steril distile su:27 pl

PFU Polimeraz: 0.5 pl

3.2.3. PCR Amplifikasyon Sartlar

Hazirlanan PCR karisimi asagidaki programa gore Amplifiye edilmistir.

94°C’ de 5 dakika

94 °C> de 45 saniye

60°C’de 1 dakika

72°C’ de 3 dakika 35 Dongii

72°C°de 5 dakika 1 Dongii

4°C°de oo

3.3. BamH1 Enzimi ile Dogrusal Hale Getirilen pcDNA3-A Vektoriiniin Yapiskan



Uclarinin Alkalin Fosfataz Enzimi Ile Traslanmasr:

BamHI enzimi ile kesildikten sonra yapigskan ug¢ olusturan pcDNA3-A vektorunin
Ligasyon islemi sirasinda kendi kendine kapanmasi s6z konusu olacagindan bunu 6nlemek
icin BamHI ile kesilerek dogrusal hale getirilmis olan vektoriin tamami 44 mikrolitre steril
saf su iginde ¢ozildiikten sonra 5 miktrolitre 10X Sigir Alkalin Fosfatazi (CIP-Calf
Intestinal Phosphatase) enzim tamponu ve 1 mikrolitre CIP ilavesinin ardindan gece boyu
37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin CIP aktivitesini inhibe etmek i¢in reaksiyon
tipli  65°C’de 5 dakika inkiibe edilmis ve Ornegin {izerine 100 mikrolitre
Fenol:Kloroform:izoamil alkol (25:24:10 v/v) karisimmdan konarak 6rnek vortekslenmis ve
buz i¢inde 30 dakika bekletildikten sonra 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Iginde vektor DNA’sinm bulundugu iist faz steril bir tiipe alindiktan sonra toplam hacmin
1/10’u kadar pH’1 4.2 olan 3 M Sodyum aseta solusyonu ilave edilmis ve olusan toplam
hacmin 2 kat1 saf etanol ilavesinin ardindan érnek -20°C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra
10.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilerek traglanmis vektor DNA’s1 ¢oktlriilmiistiir. Steril
su i¢inde ¢ozilinen vektor klonlamada kullanilmistir.

3.3.1. TNFR1 ¢cDNA’simnin pcDNA3-A Vektoriine Ligasyon ile Klonlanmasi

pcDNA3.A Vektora: 1 pl (100 ng)
TNFR1 ¢cDNA’st: 1 pl (300 ng)
T4-Ligaz Tamponu (5X): 4 pl
T4-Ligaz: 1 pl

Steril Su: 13 pl

Toplam reaksiyon 20 mikrolitre olarak hazirlandiktan sonra 6rnek 16 derecede
geceboyu inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyon iiriiniine bagka bir islem yapmadan bunun
tamami1 50 mikrolitre “transformasyon kompetent” E.coli DH5- susuna transform edilmistir.

3.4. Bakteriyel Transformasyon Yontemi

Ligasyon isleminin ardindan TNFR1 ¢cDNA’smi1 bulunduran plazmitleri se¢ebilmek
amaci ile 20 mikrolitre ligasyon iirlinii E.coli’nin DH5- o susuna transform edilmistir. Bunun
icin stoklar1 daha Once hazirlanmig 50 mikrolitre “transformasyon kompetent” DHS5-a
bakterileri -80’den alinmis ve buz i¢inde ¢oziinmesi saglandiktan sonra Ligasyon tiriiniiniin
10 mikrolitre’si bakterilere ilave edilmis ve O0rnek 30 dakika buz i¢inde bekletilmistir. Bu
stirenin sonunda bakteriler su banyosunda 42°C’de 1 dakika 1s1 sokuna maruz birakildiktan
sonra tekrar buz ig¢ine alinmis ve {lizerine 1 ml Amfisilin icermeyen normal LB besiyeri
konulduktan sonra ¢alkalamali inkiibatorde 1 saat inkiibe edilmistir. Ardindan, bu bakterilerin
50 mikrolitresi 50 ng/ml Amfisilin iceren LB-agar petrilerine ekilmis ve gece boyu 37°C’de
inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda petride gozlenen koloniler plazmit izolasyonunda
kullanilmustir.

3.4.1. Amfisilin iceren, LB besiyeri ile hazirlanan Agar Petrinin Hazirlanmasi

Bir Litre suya 25 gm LB powder konularak otoklav edilmis ve kullanima kadar
buzdolabinda 4 derecede tutulmustur. Amfisilin igeren Agar’li petriler hazirlanirken 1 LT
suya 25 gram LB powder ve 10 gram Bacto Agar konulmus ve ayni sekilde otoklav edildikten
sonra Ornek laminar flowda sogumaya birakilmistir. ~ Donmadan hemen once 50
mikrogram/ml olacak sekilde steril Amfisilin ilavesi yapilmis ve besiyeri laminar flow i¢inde
steril petri kaplarma dokiilmiistiir. Besiyeri tamamen donduktan sonra petri kenarlar1 parafilm
ile kapatilarak kullanilana kadar buzdolabinda 4°C’de tutulmustur.



3.4.2. Agar Petride Biiyiiyen Ve Secilen Kolonilere, Miniprep Plasmit izolasyon

Protokol Uygulamasi

Secilen tek kolonilerden alman bakteriler 50 mikrogram/ml Amfisilin iceren LB
besiyerinde calkalamali inkiibatérde 150 rpm’de gece boyunca inkiibe edildikten sonra 15
ml’lik tiiplere alimmis ve 15 dakika 4,500 rpm’de santrifuj edilmistir. Siipernatant atilip pelet
iizerine 300 mikrolitre Solusyon 1 ilave edilmis ve 6rnek oda sicakliginda 5 dakika inkiibe
edildilmistir. Bunun iizerine 300 mikrolitre Solusyon 2 eklendikten sonra ornek oda
sicakhginda 5 dakika bekletilmistir. Ikinci solusyonun ilavesinden sonra 6rnek berrak bir
goriinim alana kadar yavas yavas ters-diiz edilerek karistirilmig ve berrak goriintii elde
edildikten sonra 300 mikrolitre Solusyon 3 eklenmis ve hizlica karistirildiktan sonra 6rnek
buz i¢inde 30 dakika bekletilmistir. Plazmit solusyon Ornegi ependorf tiipe alinmis ve
4°C’de 10.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant temiz bir ependorfa
almmus ve iizerine esit voliimde Fenol:Kloroform:izoamil alkol (25:24:10 v/v) konarak 6rnek
votekslenmis ve buz ig¢inde 30 dakika tutulduktan sonra 10.000 rpm’de santrifligasyon
yapilmstir. Ustfaz temiz bir tiipe alindiktan sonra iizerine 1/10 hacminde pH:4.2 olan 3 M
Sodyum asetat solusyonundan konmus ve ardindan toplam hacmin iki kat1 saf etanol ilave
edilmistir. Ornekler -20°C’de 1 saat tutulduktan sonra 10.000 rpm’de 4°C’de santrifiij edilmis
ve ¢oken pelet TE (10 mM Tris pH:8; 1 mM EDTA) tamponunda ¢6ziilmiis ve elektroforez
icin kullanilmistir.

3.4.3. Miniprep Plasmit izolasyon Solusyonlar
Solusyon 1: 100 ml

0.9 gm Glukoz

2.5 ml (1 Molar Tris)

10 ml (100 mM EDTA)
87.5 ml distile H20

Solusyon 2: 100 ml

e 0.2ml (10 N NaOH)
e 10 ml (%10 SDS)
e 90 ml distile H20

Solusyon 3: 100 ml

e 11.5 ml Glacial Asetik Asit
e 28.6 ml Steril H,0
e 60 ml, 5M Potasyum Asetat

3.5.  TNFR1 Ekspresyon Vektorianin 293T Hucrelerine Transfeksiyonu

Klonlama isleminin ardindan TNFR1 vektorii Kalsiyum-Fosfat transfeksiyon yontemi
ile 293T hiicrelerine transfekt edilmistir. Bunun i¢in %70 konfluent olan hiicreler
kullanilmistir. 30 mikrogram TNFR1 ekspresyon vektorii 1 ml 2XHEPES Tamponu iginde
15 ml’lik steril tiipde ¢oziindiikten sonra oda 1sisinda 5 dakika tutulmus ve bunun iizerine 1
ml 0.25 M CaCL; solusyonu damlalar halinde ilave edilmistir. Kalsiyum kloriir ilavesi
sirasinda  pipet tabancasi kullanarak Ornek hava kabaciklari yardimi ile karigtirilmigtir.
Karistirma isleminin sonunda hazirlanan DNA karisimi oda 1sisnda 30 dakika bekletilmis ve
cOkelti olustukdan sonra Ornekler maksimum hizda 1 dakika vortekslenmistir. Ardindan,
DNA 6rnegi 10 ml besiyeri i¢inde olan hiicreler iizerine damlalar halinde verilmis ve gece
boyu DNA-Kalsiyum fosfat kompleksinin hiicrelerin iizerine baglanmasi saglanmistir. Ertesi



giin besi yeri tiimden uzaklastirilmis ve hiicreler 10 ml %10 gliserol igeren DMEM ile 1
dakika inkiibe edilmistir. Bu soklamanin ardindan bu ortam da uzaklastirilmig ve hiicreler 10
ml steril PBS ile yikandiktan sonra 10 ml serum ve antibiyotik igeren 10 ml DMEM hiicreler
iizerine verilmis ve hiicreler inkiibasyona alinmustir.

3.6.  Elektroforez igin % 1 ’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

Cam beher iginde 1 gram agaroz (Sigma) ve 100 ml 1XTBE tamponu iginde
¢Ozlilmiis ve karisim mikrodalga firinda 2 dakika kaynatimistir. Tamamen eriyen agaroz
Uzerine ceker baca i¢cinde 10 mg/ml konsantrasyondaki Etidyum Bromid solusyonundan 5
mikrolitre ilave edilerek O6rnek jel tankma dokiilmiis ve 30 dakika katilasmasi icin
beklenmistir. Ardindan, plazmit 6rneginden yaklasik 1 mikrogram 5 mikrolitre 2x yiikleme
tamponu ile karistirilmis ve 6rnek jele yliklenmis ve 120 volt’da 30 dakika elektroforeze
tabii tutulmustur. Elektroforez sonunda DNA 06rnekleri UV-transilluminatér yardimi ile
goriintiilenmistir.

3.6.1. Elektroforezinde Kullanilan Solusyonlar
10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Tampon hazirlanisi

e 108 gm TrisBaz
e 55 gm Borik Asit
e 7.44gmEDTA + Na
1 Lt suda ¢6zilindiikten sonra solusyonun pH’1 8.0°¢ ayarlandi.

3.7.  Protein Hiicre Lizati Hazirlanmasi

Western Blot ve immiinogoktiirme i¢in hiicre lizati HEPES tamponu i¢inde
hazirlanmistir. Hiicre lizat1 hazirlanacagi zaman TNF-a ile muamele edilmis veya edilmemis
hicreler zerindeki besi yeri uzaklastirilmis ve hiicreler 10 ml 1xSteril PBS ile yikandiktan
sonra 1 ml Hepes-Lizis tamponu hiicrelerin izerine verilmis ve steril kaziyic1 yardimi ile tiim
hiicreler bu lizatm icine almmustir. Ornek daha sonra 1 dakika vortekslenmis ve hiicrelerin
tamamen lizise ugramalar1 saglanmistir. Ardindan, 6rnek 4 derecede 10.000 rpm hizda 5
dakika santrifiij edilerek hiicresel atiklar c¢oktiirilmiis ve siipernatant temiz bir ependorfa
almarak kullanima kadar -80°C’de derecede tutulmustur.

3.7.1. HEPES Lizis Tamponu icerigi

100 mM NaF

50mM Hepes pH:7.00

150 mM NaCL

1 mM MgCL2

1 mM EGTA

1 mM PMSF

1 mM Sodyum Orto-Vanadate
10 mikroM Pirofosfat

10 mikrogram/ml Leupeptin
10 mikrogram/ml Aprotinin
1 mikrogram/ml Pepstatin
1.2% Triton-X

3.7.2. 2X HEPES Tamponu



280 mM NacL

1.5 mM Na;HPO,4.2H20
12 mM Glukoz

50 mM HEPES)

3.8.  Protein immunoprepisitasyon Amaci

Lizatlar’da kompleks miks olarak, proteinler, lipitler, karbonitratlar, niikleik asitler,
bulundugu i¢in, bunlarin arasindan hedef proteinimizi uzaklastrmak i¢in, ilk Once, On
temizleme metodu uygulariz. On temizlemede, Lizat1 immunopresipitasyonda kulanacagimiz
solusyonlarmn aynisi, kullanacagimiz antikorun ayni sinifinda, ancak ilgisiz bir antikor ile
inkiibe ederiz. Buradaki amag, hedef proteinin disinda olabilecek diger non-spesifik
proteinleri yakalamaktir.

IP deneyin amaci, hedef protein antijenimizi (TNFR1) ¢Oktlrmektir. Coktlirerek hedef
proteinin yuksek konsantrasyon halini elde ederiz. IP’de hedef proteinimizi taniyan ve
baglanan spesifik antikor kulanilir. Sonra protein miktar tayini yaparak, protein miktarmi
Olcllerek, western blot uygun konsantrasyonda proteini yiklenebilsin.

3.8.1. TNFRI1 Proteininin Immiinopresipitasyon yontemi

TNF-a muamelesi ile hazirlanmis hiicre lizatindan 1 miligram lizat steril ependorfa
alindiktan sonra Ornegin hacmi Lizis tamponu ile 900 mikrolitre’ye tamamlanmistir. Bu
ornegin iizerine 50 mikrolitre Protein A/G-Agaroz (Santa Cruz: sc-2003) ilave edilmis ve
Nutator kullanarak 4°C’de 1 saat calkalanmasi saglanmustir. Ardindan, drnekler 10.000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant temiz bir tiipe almmis ve iizerine 1
mikrogram anti-TNFR1 (Santa Cruz: sc-8436) antikoru ilave edilmis ve 6rnek 4 saat
buzdolabinda Nutator kullanarak ¢alkalanmistir. Bu siirenin sonunda orneklere 100 mikrolitre
Protein A/G-Agaroz ilave edildikten sonra drnekler gece boyunca 4 derecede galkalanmustir.
Bu siirenin sonunda 6rnekler 10.000 rpm’de 1 dakika santriflij edildikten sonra slipernatant
atilmig ve pelet 1’er ml Lizis tamponu kullanarak 3 kez yikanmistir. Ardindan peletin {izerine
100 mikrolitre SDS-yiikleme tamponunu ilave edilmistir. Ornekler kaynar su i¢inde 5 dakika
bekletildikten sonra vortekslenmis ve tekrar santrifiij edilerek agarozun ¢okmesi saglandiktan
sonra list ornekten 50 mikrolitre alinarak yukarda agiklandig1 gibi elektroforeze tabi tutulmus,
bloklanmis ve antikor ile isaretlenmistir.

3.8.2. Protein Miktar Tayini

Hepes tamponu icinde hazirlanmis hiicre lizati orneklerinden 1 mikrolitre lizat 3
tekrarli olacak sekilde 96-well petrilere konulduktan sonra 1/5 (1 Reagent 4 distile su)
sulandirilmasi yapilmig Bradford (BioRAD) solusyonundan 100 mikrolitre ornekler Uzerine
konulmus ve 5 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra 590 nM’de spektrofotometrede
absorbans 6l¢iimii yapilmigtir. Elde edilen O.D degerleri 0-1-3-5-7-9-11 ve 13 mikrogram
BSA standartinin okuma degerlerine gore lizatlarin protein miktar tayini yapilmistur.

3.9. Western Blot Deneyin Amaci

Hiicre orneklerimizde hedef proteinlerin varliini gozlemek i¢in hiicre lizatlar1 SDS
PAGE jel elektroforez’de yiiriitiiriz. Lizatlardaki proteinler, 3-D yapilarma gore, ve yada
denatiire olmus proteinleri, protein polipeptit Uzunluklarina gore ayirir. Sonra, hedef
proteinimizi igaretlemek i¢in, jel’i PVDF membran’a aktaririz; bu membrani, proteinimize
hedeflenmis antikorlar ile, Blotlama adli basamakta isaretleriz.



3.9.1. Western Blot Kullanilan Solusyonlar

1-Akrilamit-29:08, (29 gram akrilamit: 08 gram Bis-Akrilamit 100 ml i¢inde ¢dziilmiistiir)
2-Alt (Resolving) Tamponu: 1.5 Molar Tris pH:8.8

3-Ust (Stacking) Tamponu: 0.5M Tris pH:6.8

4-Elektroforez Tamponu (10X): 15 gram Trizma-base, 94 gram glisin ve %10’luk 50 ml SDS
solusyonu 1 litre i¢inde ¢oziildiikten sonra solusyonun pH’1 8’e dengelenmistir.

5-Transfer Tamponu: 3.75 gram Glisin ve 7.25 gram Trizma-base 1 litre suda ¢ozindukten
sonra 250 ml metanol ilavesi yapilmis ve tampon kullanima kadar buzdolabinda 4°C’de
tutulmustur.

3.9.2. Western Blot Deneylerinin Yapihsi
Calismamiz boyunca %10’luk SDS-PAGE kullanilmis olup jel soyle hazirlanmustir.

20 ml Alt (Resolving) Jel icin

8 ml Akrilamit:Bis-akrilamit solusyonu
5ml ‘Resolving’ tamponu

200 mikrolitre %10’luk APS

200 mikrolitre %210 SDS

20 mikrolitre TEMED

7.7 ml distile su

Bunlarin hepsi cam beherde karistirildiktan sonra 20x20 cm boyutlarindaki cam
plakalar arasma dokiilmiis ve 1 saat siireyle polimmerizasyona birakilmistir. Polimerizasyon
sonunda 10 ml Stacking jel hazirlanmis ve tarak yerlestirilerek Stacking Jel dokiilmiistiir.

10 ml Ust (Stacking) Jel i¢erigi

0.625 ml Akrilamit solusyonu
1.25 ml Stacking Jel Tamponu
50 mikrolitre %10’luk APS
50 mikrolitre %10 SDS

10 mikrolitre TEMED

3 ml distile su

3.9.3. SDS-PAGE Elektoforezi ve Proteinlerin PYDF Membrana Transferi

Jelin polimerizasyonunun ardindan tarak uzaklastirilmis ve kuyucuklar distile su ile
yikandiktan sonra jel tankma yerlestirilmistir. Ornekler jele yiiklenmeden dnce miktar tayini
yapilmig olan hiicre lizatlarindan 100 mikrogram protein lizat1 ve alinan hacmin yaris1 kadar
SDS-yiikleme tamponu ile karistirilmis ve 6rnek kaynar su icinde 5 dakika denatiirasyona
birakilmigtir. Ardindan, oda 1sisinda sogutulan lizat jele yiiklenmis ve 6rnekler resolving jele
gecene kadar 100 volt’da yaklasik 30 dakika elektroforeze tabi tutulmustur. Resolving jele
gecisten sonra voltaj 150°e ¢ikarilmis ve elektroforeze 2 saat daha devam edilmistir.
Elektroforezi tamamlanmis jeldeki proteinlerin PVDF membran transferi gece boyunca
yapilmistir. Bunun i¢in transferden énce PVDF membran jel biiylikliiglinde kesilmis ve saf
metanol i¢cinde 5 dakika bekletildikten sonra Hoofer marka protein transfer cihazi kullanilarak
transfer solusyonu icinde gece boyu 40 volt’ta transfer gergeklestirilmistir. Bu siirenin
sonunda proteinlerin {izerine gegirildigi PVDF membran transfer cihazindan alindiktan sonra
saf metanol i¢inde 1 dakika bekletilerek membrana baglanan proteinlerin kalici sekilde
mebran iizerine sabitlemeleri (fiksasyon) saglanmigtir.



3.9.4. PVDF Membranin Antikorla Isaretlenmesi

Uzerine protein transferi yapilmis PVDF membran %1 BSA iceren PBST (1x PBS ve
%0.1 Tween 20) solusyonu i¢cinde 2 saat oda sicakliginda calkalanarak bloklanmistir. Bu
islemin ardindan membran fosfotirozin spesifik monoklonal PY20 antikorunun 1/1000
diliisyonu ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmis ve membran PBST solusyonu ile her biri
30’ar dakikadan iki kez yikanmistir. Ardindan, anti-mouse sekonder antikor’un 1/2000
dilisyonu ile membran oda isisinda 1 saat inkiibe edilmistir. Bu isaretlemenin ardindan
membran PBST ile her biri 30’ar dakikadan iki kez daha yikanmistir. Yikamanin ardindan
membran {izerine ECL solusyonu konmus ve 1 dakika inkiibe edildikten sonra karanlik odada
membran Uzerine kemiliiminasans’a duyarli film kullanilarak sinyal elde edilmistir.



BULGULAR

4.1. 'TNFRI1 ¢cDNA’sinin PCR ile Cogaltilmasi

Calismamizda, pTNFR1p55 olarak isimlendirilmis plasmit ile baglanmistir. Bu plazmit
TNFR1 c¢DNA’sin1 igeren bir “klonlama vektorii” olup bu vektérden protein ekspresyonu
yapilmamaktadir.

Biz ¢alismamizda bu cDNA’y1 amplifiye ederek okaryotik bir ekspresyon vektori olan
pcDNA3a vektorine Klonlanmistir. Bu amagla uygun restriksiyon klonlama enzimlerini
tanimlamak icin bu c¢cDNA’nin restrikksiyon profilini “Restriction Mapper” programini
kullanarak belirledik. Cizelge 4.1.’de ORF’e karsilik gelen TNFR1 dizisi, Cizelge 4.2.’de ise
bu diziye karsilik gelen “restriksiyon enzim kesim profili” verilmektedir. Bu dizilere gore
ORF’de BamHI kesim noktasi (GGATCC) yoktur, bu yiizden klonlama i¢in klonlama
primerlerimize bu diziyi koyduk.

Cizelge 4.1. Insan TNFR1 ¢cDNA’nin niikleotit dizisi

ATGGGCCTC TCCACCGTGC CTGACCTGCT GCTGCCGCTG GTGCTCCTGG
AGCTGTTGGT-60

GGGAATATAC CCCTCAGGGG TTATTGGACT GGTCCCTCAC CTAGGGGACA
GGGAGAAGAG

AGATAGTGTG TGTCCCCAAG GAAAATATAT CCACCCTCAA AATAATTCGA
TTTGCTGTAC-180

CAAGTGCCAC AAAGGAACCT ACTTGTACAA TGACTGTCCA GGCCCGGGGC
AGGATACGGA

CTGCAGGGAG TGTGAGAGCG GCTCCTTCAC CGCTTCAGAA AACCACCTCA
GACACTGCCT-300

CAGCTGCTCC AAATGCCGAA AGGAAATGGG TCAGGTGGAG ATCTCTTCTT
GCACAGTGGA

CCGGGACACC GTGTGTGGCT GCAGGAAGAA CCAGTACCGG CATTATTGGA
GTGAAAACCT-420

TTTCCAGTGC TTCAATTGCA GCCTCTGCCT CAATGGGACC GTGCACCTCT
CCTGCCAGGA

GAAACAGAAC ACCGTGTGCA CCTGCCATGC AGGTTTCTTT CTAAGAGAAA
ACGAGTGTGT-540



CTCCTGTAGT AACTGTAAGA AAAGCCTGGA GTGCACGAAG TTGTGCCTAC
CCCAGATTGA

GAATGTTAAG GGCACTGAGG ACTCAGGCAC CACAGTGCTG TTGCCCCTGG
TCATTTTCTT-660

TGGTCTTTGC CTTTTATCCC TCCTCTTCAT TGGTTTAATG TATCGCTACC
AACGGTGGAA

GTCCAAGCTC TACTCCATTG TTTGTGGGAA ATCGACACCT GAAAAAGAGG
GGGAGCTTGA-780

AGGAACTACT ACTAAGCCCC TGGCCCCAAA CCCAAGCTTC AGTCCCACTC
CAGGCTTCAC

CCCCACCCTG GGCTTCAGTC CCGTGCCCAG TTCCACCTTC ACCTCCAGCT
CCACCTATAC-900

CCCCGGTGAC TGTCCCAACT TTGCGGCTCC CCGCAGAGAG GTGGCACCAC
CCTATCAGGG

GGCTGACCCC ATCCTTGCGA CAGCCCTCGC CTCCGACCCC ATCCCCAACC
CCCTTCAGAA-1020

GTGGGAGGAC AGCGCCCACA AGCCACAGAG CCTAGACACT GATGACCCCG
CGACGCTGTA

CGCCGTGGTG GAGAACGTGC CCCCGTTGCG CTGGAAGGAA TTCGTGCGGC
GCCTAGGGCT-1200

GAGCGACCAC GAGATCGATC GGCTGGAGCT GCAGAACGGG CGCTGCCTGC
GCGAGGCGCA

ATACAGCATG CTGGCGACCT GGAGGCGGCG CACGCCGLCGG CGCGAGGCCA
CGCTGGAGCT-1320

GCTGGGACGC GTGCTCCGCG ACATGGACCT GCTGGGCTGC CTGGAGGACA
TCGAGGAGGC-1380

GCTTTGCGGC CCCGCCGLCCC TCCCGLCCCGC GCCCAGTCTT CTCAGATGA-1429

Cizelge 4.2. Insan TNFR1 cDNA’nin niikleotit dizisi.



MGLSVPDLLLPLVLLELLVGIYPSGVIGLVPHLGDREKRDSVCPQGKYIHPQNNS
ICCTKCHKGTYLYNDCPGPGQDTDCRECESGSFTASENHLRHCLSCSKCRKEM
GQVEISSCTVDRDTVCGCRKNQYRHYWSENLFQCFNCSLCLNGTVHLSCQEKQ
NTVCTCHAGFFLRENECVSCSNCKKSLECTKLCLPQIENVKGTEDSGTTVLLPLV
IFFGLCLLSLLFIGLMYRYQRWKSKLYSIVCGKSTPEKEGELEGTTTKPLAPNPS
FSPTPGFTPTLGFSPVPSSTFTSSSTYTPGDCPNFAAPRREVAPPYQGADPILATAL
ASDPIPNPLQKWEDSAHKPQSLDTDDPATLY 350AVVENVPPLRWKEFVRRLGLSD
HEIDRLELQNGRCLREAQY309SMLATWRRRTPRREATLELLGRVLRDMDLLGC
LEDIEEALCGPAALPPAPSLLR-454

Cizelge 4.3. insan TNFR1 ¢cDNA’sinin “Restriction Mapper” programina gore belirlenen Restriksiyon Enzim
Kesim Profili ve fragman uzunluklari

TNFR1 ¢cDNA’sim1 Kesmeyen Enzimler: Aatll, Absl, Accl, Acll, Aflll, Agel, Ajul, Alol,
Apal, Arsl, Ascl, Asull, Bael, Ball, BamHI, Bcgl, Bcll, Bdal, Bgll, BsaAl, BsaBl, BsePI,
Bsgl, Bsml, BspHI, BsrDI, BstEll, BstXl, BtgZl, Btrl, Cfrl, CspCl, Drall, Drdl, Eam1105I,
Ecil, Eco31l, Eco47Ill, EcoRV, Esp3l, Fall, Fsel, FspAl, HaelV, Hindll, Hpal, Kpnl, MauBI,
Nael, Ncol, Ndel, Nhel, NmeAlll, Notl, Nrul, Pacl, PfIMI, PmaCl, Pmel, Ppil, PpuMI,
PshAl, Psil, PI-Pspl, PspXIl, Psrl, Rsrll, Sacl, Sall, SanDlI, Sapl, Scal, PI-Scel, SexAl, SfaNI,
Sfil, Sgfl, SgrAl, SgrDI, Smll, SnaBI, Spel, Srfl, Sse83871, Sspl, Stul, Swal, Tagll, Tfil,
Tsol, Tth111l, Vspl, Xbal, Xcml, Xhol

Restriksiyon Tamdig1 Dizi Uzunluk Kesim Sikhig1 | Kesme Pozisyonu
Enzimi sekli

BsrBl CCGCTC 6 blunt 1 257
Msll CAYNNNNRTG 6 blunt 1 631
Olil CACNNNNGTG 6 blunt 1 631
Pwvull CAGCTG 6 blunt 1 302
Smal CCCGGG 6 blunt 1 224
Xmnl GAANNNNTTC 6 blunt 1 1117
Aarl CACCTGC 7 five_prime |1 508
Acyl GRCGYC 6 five_prime |1 1128
AflllI ACRYGT 6 five_prime |1 1266
Apol RAATTY 6 five_prime |1 1117
Aval CYCGRG 6 five_prime |1 222
BbvClI CCTCAGC 7 five_prime |1 298
Bglil AGATCT 6 five_prime |1 338
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Sekil 4.1. pcDNA3A vektdriin ana omurgasi ve klonlama bdlgesinin detayl: niikleotit dizini
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Cizelge 4.4. pcDNA3A vektdriiniin ana omurgasi ve klonlama bolgesinin detayli niikleotit dizisi

Cloning into pcDNA3.1(-)/Myc-His A, B, and C, continued

Mllllplc' Clon Below i1 the multiple cloning site for pdDNA3. 1(-yMyc-His A Restriction sites are

Site of Versio labeled 1o indscate the cleavage st The boved nucleotides wdicate the vansbie regiop
Please note that there is a stop codon after the Xba | site. The muluple cloning site has
been confimmed by sequencing and functional tesung

CAAT
741 AAATGTCGTA ACAACTCCGC CCCATTGACG CAAATGGGCG GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG

TATA
—9 I putative inmscnphonal stant
801 GTCTATATAA GCAGAGCTCOT CIGGOTAACT AGCAGAACCCA CTGCTTACTG GCOTTATCGAA

] . [ Niel Pre 1 Apal® Xbal
861 ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGG CTA GCG TTT AAA CGG GCC CTC
Leu Ala Phe Lys Arg Ala Leu

Xho | Nor | BeX | EcoR V EcoR 1 BX 1
!

' ) | |
917 TAG ACT CGA GCG GCC GCC ACT GTG CTG GAT ATC TGC AG‘A ATT CCA CCA CAC
*** Thr Arg Ala Ala Ala Thr Val Leu Asp Ile Cys Arg Ile Pro Pro His

BamH | ApTIR] Kpnl Hind I Apa I* myc epitope
| ! | | L
968 TGG ACT AGT tccmgggwaccqcc_g@mcumm
Trp Thr Ser Gly Ser Glu Leu Gly Thr Lys Leu Gly Pro Glu Gln Lys Leu
— Pol yhistidme ug

1019 ATC PCA GAA GAG GAT CTG AAT AGC GCC GTC GAC CAT CAT CAT CAT CAT CAT
Ile Ser Glu Glu Asp Leu Asn Ser Ala Val Asp His His His His His Bis
Prve ] pdm.lmim-m‘-h
' U
1070 TGA GTTTAAMACCG CTGATCAGCC TCGACTOTSC CTTCTAGTTS CCAGCCAT

4.2.  TNFR1 cDNAsmn PCR ile Amplifikasyonu
PCR reaksiyonu  Materyal ve Yontemler boliimiinde tarif edildigi sekilde

hazirlanmistir. iki ayr1 tiipde ayn1 anda yapilan PCR reaksiyonu sonunda elde edilen 50 ul’lik
PCR iirlinliniin 5 mikrolitresi %1°’lik agaroz Jel eletroforezine tabi tutulmustur. Sekil 4’de
goriildiigii gibi PCR reaksiyonu TNFR1 cDNA’sina karsilik gelen yaklasik 1450 niikleotit
uzunlugunda DNA fragmenti olusturmustur, Sekil 4.
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Sekil 4.2. PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen TNFR1 cDNA’sinin goriintiisii.

4.3. pcDNAB3.A Vektorinin BamHI Enzimi ile Kesimi

PCR iirtini TNFRI c¢cDNA’smin pcDNA3A omurgasmma klonlanabilmek i¢in
pcDNA3.A vektoriiniin omurgasinin ayni enzim ile acilmasi gerektiginden vektér BamHI
enzimi ile kesilmis ve tam kesime ugrayan ve dogrusal hale gelen vektor %21 agaroz jel
elektroforezine tabi tutularak goruntilenmistir. Bu jel elektroforez goriintiisii, sekil 4.3°de
gosterilmistir.
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Sekil 4.3. BamHI enzimi ile dogrusal hale getirilmis pcDNA3A plazmitinin goriintiisii



4.4.  TNFRI1 ¢cDNA’sinin T4 Ligaz Kullanarak Klonlanmasi

PCR amplifikasyonu ile ¢ogaltilan ve BamHI enzimi ile kesilen TNFR1 ¢cDNA’s1 ve
ayn1 enzimle kesilip CIP ile traglanan pcDNA3-A vektorli yontemde belirtildigi gibi ligasyon
islemine tabi tutulmus ve ligasyon iiriinii E.coli’'nin DHS5-a susuna transform edilmistir.
Transformasyon sonrast 50 mikrogram/ml amfisilin iceren 2 adet LB-agar petrilerine ekilen
transformatlar bir gece boyu 37°C’de inkiibe edildikten sonra her petriden 5’er koloni almmis
ve 15 ml Amfisilin igeren LB besiortamina ekilerek gece boyu 37°C’de 150 rpm’de
kiiltiirasyon yapilmistir. Ertesi giin bakterier santrifiigasyonla toplanmis ve elde edilen
peletlerden Miniprep yontemi ile plazmit izolasyonu yapilmistir. Elde edilen plazmitler %1
agaroz jel elektroforezine tabi tutulmustur, ve sekil 4.4.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Transformasyon sonrasi olusan 10 koloniden elde edilen plazmitlerin jel goriintiisii

4.5.  TNFRI1 cDNA’simin pcDNA3A vektoriine klonlanmasinin gosterilmesi

[zolasyonu yapilan plazmitlerin TNFR1 cDNA’sin1 icerip igermedikleri BamHI kesimi
ile gosterilebilecegi gibi vektor icinde ve TNFR1 ¢cDNA’sinda tek kesim noktasi olan EcoRI
enzimi kullanilarak da gosterilebilirdi. EcoRI kesim bolgesi cDNA’da 1117.pozisyonda
bulunan GAATTC dizisidir. Ayn1 dizi vektdr omurgasinda klonlamada kullanilan BamH1
bolgesinden 24 niikleotit once gelmektedir. Bu durumda, eger TNFR1 ¢cDNA’s1 vektore
anlamli “sense” pozisyonda klonlanmis ise izole edilen plazmitlerin EcoR1 ile kesiminden
yaklagik 11174+24=1141 b¢ uzunlugunda bir DNA fragmentinin olusmasi gerekir.
Caligmamiz i¢in sadece 1 “Sense” klona ihtiyacimiz oldugundan ilk olarak sadece 5
plazmitin EcoR1 kesimi yapilmistir. Bu kesim driinleri, agaroz jelde yiiriitildigiinde
klonlarin tamammin TNFR1 c¢DNA’sin1  “sense” orientasyonda icerdigi saptanmis
gosterilmistir. Elde etigimiz sonug, sekil 4.5°de gosterilmistir.
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Sekil 4.5. EcoRI ile kesilen plazmitlerden elde edilen TNFR1 ¢cDNA’smin uzaklastiriimasi

4.6. Klonlanan TNFR1 Ekspresyon Vektorinden Protein Ekspresyonunun Western

Blot ile Gosterilmesi

TNFR1 c¢DNA’sin1  “sense” orientasyonda iceren plazmitlerden protein
ekspresyonunun olup olmadigini géstermek i¢in bu plazmitlerden bir tanesinin 30 mikrogrami
Kalsiyum-Fosfat transfeksiyon yontemi ile 293T hiicrelerine verilmis ve 72 saat
inkiibasyonun ardindan toplam hiicre lizat1 hazirlanmis ve 100 mikrogram total lizat %10’ luk
SDS-PAGE’de yiiriitiildiikten ve PVDF membrana transfer edildikten sonra anti-mouse anti
TNFR1 antikorunun 1/1000 dilisyonu ile isaretlenmistir. Sekil 4.6’da gorildigi gibi
transformasyona ugratilmamis 293T hiicre lizati ile yan yana yiiklendiginde ekspresyon
vektoriinii bulunduran hiicrelerde 55 kDa biiyiikliiglinde TNFR1 proteininin ekspresyonu agik
sekilde goriilmektedir. Western Blotting siirecinde her iki kuyucukta esit miktarda protein
oldugunu gostermek i¢in “internal” kontrol olarak yine bir anti-mouse antikoru olan anti-beta
aktin antikoru da isaretlemede ayni anda kullanilmistir. Molekiil agirligi 42 kDa olan beta-
aktin proteininin miktarlarinin her iki kuyucukta da ayni oldugu goériilmektedir.
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Sekil 4.6. TNFR1 Ekspresyon Vektoriinden Protein Ekspresyonunun Gosterilmesi



4.7. TNFR1 Proteininin TNF-o muamelesinin ardindan Tirozin Fosforilasyonuna

Ugradiginin Gosterilmesi

Insan TNFR1 proteininin amino asit dizilimine bakildiginda C-terminalin sonuna
dogru 2 adet muhtemel Tirozin (Y) fosforilasyon noktast YAVV ve YSML dizileri i¢inde
bulunmaktadir. Konsensus Tirozin fosforilasyon motifi YxxL dizisidir. Bu durumda YSML
dizisi konsensus diziye tam uyan bir dizidir. Literatiire bakildiginda TNF-a muamlesinin
ardindan RAS/RAF/ERK ve PI3K/AKT yolaklarmin TNF-a tarafindan aktive edilmesi ve bu
yolaklarin klasik NF-kB ve Apoptosis yolagi ile bir ilgilerinin olmamasi TNF-a’nin TNFR1
reseptoriinde tirozin fosforilasyonunu indiiklemesi ile bunun miimkiin olabilecegini diislindiik.
Bu diisiinceden yola ¢ikarak da TNF-o muamelesinin TNFR1’de tirozin fosforilasyonu yapip
yapmayacagini cevaplamak istedik.

Calisacagimiz 293T hiicreleri ¢ok az miktarda TNFR1 ekspresyonu yaptigindan bu
reseptorin - Okaryotik ekspresyon vektoruni yaparak bu hiicrelerde bol miktarda
sentezlenmesini sagladik. On santimetrelik petrilerde iiretilen ve yaklasik %70 konfluent olan
293T hiicreleri transfeksiyondan 1 giin dnce tripsinize edilip 6 ayr1 petriye ekildikten sonra
ertesi giin yine %70 konfluent diizeye gelmeleri saglanmistir. Bu petrilerin her birine
Kalsiyum-Fosfat yontemi ile 30 mikrogram TNFR1 vektorii transfect edilmis ve ertesi glinki
soklamanin ardindan 24 saat serum iceren besiyerinde inkiibe edilmislerdir. Bu hiicreler gece
boyu serumsuz ortama alindiktan sonra ertesi giin 10ng/ml TNF-o ile muamele edilmis ve
hiicre lizatlart 0-5-15-3-45-ve 60.c1 dakikalarda toplanmustir. Hiicre lizatinin protein
konsantrasyonu belirlendikten sonra her lizatin 1 miligrami1 1 mikrogram anti-TNFR1
antikoru kullanimi ile IP yontemi ile ¢Oktiiriilmiistiir. Final peletin iizerine 100 mikrolitre
SDS-yikleme tamponu konup kaynayan suda 5 dakika inkibe edildikten sonra 6rnekler
santriflij edilmis ve tist fazin 50 mikrolitresi %10 SDS-PAGE kullanarak elektroforeze tabii
tutulduktan sonra PVDF membran tarnsfer yapilmis ve membran Yontem kisminda
aciklandig1 gibi anti-fosfotirozin antikoru (sc-7020) ile isaretlenmistir. Sekil 9’da agikca
goriildiigii gibi 50 kDa’luk IgG bantinin hemen {izerinde 55 kDa biiyiikligiinde bantin
zamana bagli olarak tirozin fosforilasyonuna ugradigi agikca goriilmektedir. “Sifir”
noktasinda bile hi¢ goriinmeyen Tirozin fosforilasyonu TNF-a ilavesinden 5 dakika sonra
ortaya ¢ikmakta ve 45.ci dakikaya kadar artarak devam etmekte ve 60.c1 dakikadan itibaren
azalmaya baglamstir.
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Sekil 4.7. TNFO muamelesinin ardindan 55 kDa’luk TNFR1’de gozlenen Tirozin Fosforilasyonu



TNFR1’in IP ile saflastirilmis formunda tirozin fosforilasyonunun gosterilmesinin
ardindan ayni1 fosforilasyonun sadece lizat kullanimi ile de gosterilip gosterilemeyecegini test
etmek i¢in ayni orneklerin 100 mikrogram lizatlart %10 SDS-PAGE ile elektroforeze tabi
tutulduktan ve PVDF mebrana transfer edildikten sonra membran anti-fosfotirozin antikoru
ile isaretlenmistir. Bu isaretlemeden sonug¢ alindiktan sonra membran “strip off” edilmis ve
anti-TNFR1 antikoru ile tekrar isaretlenmistir. Sekil 4.7°de goriildiigii gibi TNFR1’in tirozin
fosforilasyonu sadece lizat kullanildiginda da goriinmektedir. Her kuyucuga esit miktarda
protein yiiklendigini gostermek i¢in blot daha sonra anti-GAPDH (sc-47724) antikoru ile de
isaretlenmistir.
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1
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Sekil 4.8. TNF-a ile muamele edilen 293T hiicre lizatinda TNFR1 Tirozin Fosforilasyonu.



TARTISMA

Tumor nekrosis faktor-alfa genetik temelde ilk kez 1975 yilinda Carswell ve
arkadaglar tarafindan bakteriyel lipopolisakkaritlerin indiikledigi bir serum faktorii olarak
tanimlanmistir(5). Bu tarihten tam 10 yil sonra ilk insan TNF- a molekiiliiniin ¢cDNA’s1
klonlanmig ve bakterilerde ekspresyonu gosterilmistir (6). TUimor’ii nekroza ugratan bir
protein olarak akillarda yer ettigi i¢in klonlandig1 giinden bu yana da onkolojide tedavi
amagcl kullanilabilecek molekiillerin baginda gelmistir (47,54). TNF- o’nin tiimor hiicrelerini
nasil 6ldiirdiigliniin anlasilmas1 yoniinde yapilan ¢alismalarla bugiin “6liim domeyni” olarak
bilinen yap1 TNF- a’nin baglandigi TNFR1 reseptoriinde yeni bir domeyn olarak ilk kez
gosterilmistir (11,12). Bu yapmin belirlenmesi ve homologlarinin aranmasi sonucunda da
TNFR1’in yalniz olmadig1 aslinda ‘“TNF siiper ailesi” olarak adlandirilan bir grubun liyesi
oldugu anlagilmistir. Bu grubun en &nemli ortak yam “6liim domeynidir” dir (21). Oliim
domeynin bulunmasindan sonra bu aile iiyeleri ile yapilan ¢aligmalarm tamamimim vardigi
ortak sonu¢ bu aile iiyelerinin hiicre 6liimiine sebep oldugunun anlagilmasidir (43). Bu “6liim
domeynin”nin hiicre 6liimii ile nasil bagdastirildigimi bulmak icin yapilan ¢aligmalar ayni
domeyni iceren kaspaz-8 aktivasyonunun bulunmasi ile sonlanmis ve bir anlamda TNF-
o’nin tiimorleri neden 6liime gotiirdiigiiniin de molekiiler temeli anlagilmistir (24). Bu bulus
ile TNF-o’ya atfedilen hiicre dldiiriicii 6zelliklerinin molekiiler temeli de anlasilmistir.

TNF-o’nin rolii, artrit ve akciger kanserin, hem apoptotik hemde anti-apoptotik 6zeligi
ile Onem tasimaktan yami sira, giinlimiizde, hiz ile artan, meme kanseri ve diabet
hastaligindaki arastirilan rolll, TNF-a ilgili ¢alismalarin daha 6n planda tutulma gerektigini
diisiinmekteyiz.

Pek ¢ok calismada, insiilin proteini kodlayan, IRS1 genin tirozin fosforilasyonuna
ugratildig1 gosterilmistir (45). Bu tirozin fosforilasyonu ile, insulin veya IGF1 reseptorin
tirozin fosforilasyonu, TNF- a’nin insiilin ¢aligmalar1 ile 6n plana ¢ikan protein olarak kabul
edilmistir. Bu sebepten dolayi, TNF- o’nin tetikledigi downstream sinyal yolaklari: P13 Kinaz,
Akt, Erk MAP kinaz mekanizmasi anlasilmast i¢in ¢alismalar yapilmistir. Insulin reseptori ve
IGF-1 reseptdriin, hiicre dis1 ligant baglanmasindan kaynaklanan tirosin fosforilasyonu,
sitoplasmik IRS-1’in, bu reseptorlerin SH2 domainlerine baglanmasina izin verildigi
gosterilmistir. Bu, IRS-1’in birden fazla sinyal yolaklarin1 aktiflestirme 6zelligini
saglamaktadir, PI3K ve MAPK gibi. Fare deneylerinde, IRS1 geninde defekt ve yetersizligin,
diabet fenotipi olustururken; IRS1’in kanserde ¢ok onemli bir rolluda vardir. IRS1 genin
overekspresyonu, fare modelerinde, meme kanserin olusum riskin artigida gosterilmistir.

Insan endotal hiicrelerindeki (HUVECS) proliferasyon yolaklarinda aktif rol aldigini
gosterilmis yaymlarda, TNF’in, anjiogenezdaki roliinii, VEGF’1 tetikliyerek gostermislerdir.
Bundan sonra sebep olan yolaklar, SHP-1 ve KDR aktivasyon sayesinde, angiogenazin
dahada artig1 gosterilmistir. TNF’in gobek bagi hiicre proliferasyonunu destekledigini
bilmek,giliniimiizde ve gelecekteki genig kok hiicre bilimlerinde, TNFRI1 iizeri yapilan
caligmalarin biiytik bir katki sagliyacagini tahmin ediyoruz.



SONUCLAR

Anti-timor ozelligini test etmek igin TNF- o kanser hastalarinda denendiginde ¢ok
ciddi bir immiin yanitin olustugu, makrofaj aktivasyonlari ile interlokinlerin sentezinin ¢ok
yiikseldigi goriiliir (13). Bu gozlenen ozellikler 6liim domeyni ile agiklanamayinca sentezi
indlklenen genlerin promotor analizleri ile bu genlerin cogunun transkripsiyon faktori NF-
kP tarafindan indiiklendikleri anlasilmaktadir. Bu yonde yapilan ¢alismalar sonunda da TNF-
o’nin NF-kB’yi aktive ettigi bulunmustur (20-22). Molekiiler immiinoloji alanmin en 6nemli
transkripsiyon faktorinin TNF- o tarafindan indiiklendiginin gosterilmesi ile bu molekiiliin
onemi daha da artar ve son 20 yilda bu konuda yiizlerce makale yaymlanmaktadir.

Bunu diistinmemizin ardindaki temel sebep ise bu reseptdriin konsensus Tirozin
fosforilasyon motifinden (YxxL) en az bir tane icermesidir. Bu dizi olabilecek en uygun yerde
reseptorin C-terminalinin sonuna yakin bir bdlgede yer almaktadir. Bunu gostermek igin
yaptigimiz ¢alismada ilk olarak TNFR1’in ekspresyon vektoriinii yapip bunun ekspresyonunu
293T hicrelerinde gosterdikten sonra TNF- oo muamelesi ile bu reseptdriin gercekten tirozin
fosforilasyonuna ugradigimni ilk kez gostermis bulunmaktayiz.

Bize gore yaratilan bu fosforilasyon noktast SH2 domeyni iceren GRB2 gibi adaptor
proteinlerin veya c-SRC gibi tirozin kinazlarin dogrudan baglandigi bolge olabilir. Bundan
sonra yapilacak mutasyon ¢alismalar1 ile TNFR1 tizerindeki Y399SML dizisi ve muhtemelen
Y350AAV dizilerindeki tirozin amino asitleri degistirilerek bunlarm ERK,STATI, c¢-SRC,
PI3K, JNK, PI3K ve p38 aktivasyonlarma olan etkisi arastirilabilecektir.
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Madker Eco-1 Eco-2 Eco-3 Eco-§4 Eco-5 Eco-f Eco-7 Eco-8 Eco-8 Eco-10 Eco-11 Ste1 S#e2 S#e3 Sted St Steb

ts from ecor1 digest made on 15-8-11

a2 X 2
-";_" Z v vid from 05

— = |




Ek-2

Plasmitlerin BAMH]1 kesimleri ve fenol ekstraksiyon sonuclari




CIP’lenmis ve CIP’lenmemis vektorler

Matksr CIF1 CIPAIB CIF2Z CIF3 NON1 NONZ NONG

- - W
Madar NONZ NONE NONG NONGD NONTO NON11

Ek-3



Ek-4

TNFR1 Amplifikasyon Jel Elektroforez gorinttsu

TNFR1-1 TNFR1-2 TNFR1-32 TNFR1-4 TNFR1-5 TNFR1-G

-
)




Ek-5

PcDNA 3A BAMH1 kesimi




Ek-6

Insertsiz plasmit izolasyon sonuglari




