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OZET

Amag: Tiumor Nekrozis Faktor-alfa (TNF-a), pleiotropik bir sitokin olup, biyolojik
islevini TNFR1 ve TNFR2 ile baglanarak gosterir. TNFRI1 igerdigi “oliim bolgesi”
araciligiyla kaspaz-8 aktivasyonuyla apoptozisi indiiklerken, TAK1 aktivasyonuyla
IKKo/B, MKK3/6, MKKA4/7 gibi enzimleri aktive eder. IKKao/p aktivasyonu NF-kB
indiiksiyonu saglarken, MKK3/6 ve MKK4/7 aktivasyonlar1 sirasiyla p38 ve JNK
kinazlarinin aktivasyonlarini saglar. TNFR1 sinyal yolaginin aktivasyonu biiyiik oranda
bilinmesine ragmen ERK1/2 ve AKT aktivasyonlarinin nasil saglandigi bilinmemektedir.
Bu iki enzimin aktivasyonunu Grb2-Ras veya SRC-Ras yolaklar1 iizerinden
yapabilecegini varsayarak bu adaptdrlerin baglanma bdolgelerinin TNFR1 iizerinde yer
alabilecegini diisiindiik ve TNFR1 amino asit dizisini inceledigimizde, C-terminalinde
SH3 bolgesi tarafindan taninan “Ps4sPAPss;” bolgesini  kesfettik. Bu  bilgiler
dogrultusunda, bu bolgenin TNFR1 sinyal iletim mekanizmasinda rolii olup olmadigini
tespit etmek ve TNF-a varliginda TNFRI reseptoriiniin SH3 bolgesi tizerinden sinyal
iletimi baglatip baslatmadigini giin 15181na ¢ikarmak istedik.

Yontem: TNFR1’in SH3 baglanma bolgesinde yer alan Pasg ve Pas: no’lu aminoasitlerin
kodu, bolgeye spesifik mutasyon (side directed mutagenesis).16 yontemiyle alanin
kodlayan GCG kodonuna donistiriilmiis ve plazmid TNFR1-SH3-P/A olarak
isimlendirilmistir. Ardindan, yabanil tip TNFR1 ve TNFR1-SH3-P/A ektopik olarak 293T
hiicrelerinde eksprese edilmis ve bu ekspresyonlarin TNFa-aracili ERK, p38, JNK ve
AKT aktivasyon fosforilasyonlarina olan etkisi Western Blot yontemi ile, NF-kB
aktivasyonuna olan etkisi “NF-Luc lusiferaz reporter” yontemi ile, hiicre proliferasyonuna
olan etkisi MTT testi ile ve kaspaz aktivasyonunu “kaspaz aktivasyon kit” ile belirledik.
Bulgular: Yabanil tip TNFR1 ve TNFR1-SH3-P/A’nin asir1 (ektopik) ekspresyonu insan
embriyonik bobrek hiicre hatti olan 293T hiicrelerinde saglanmistir. Mutant proteinimizin
asir1 ekspresyonu TNFa-aracili p38, JNK, ERK ve AKT enzimlerinin fosforilasyonunu
azaltirken, NF-kB ve kaspaz-8 aktivasyonlarimni da belirgin sekilde arttirmistir.

Sonu¢: TNF-a-aracili ERK, AKT, JNK, p38 aktivasyonlart TNFR1 SH3 bolge
modifikasyonlarindan etkilenmektedir.

Anahtar Kelimeler: TNF-a, TNFR1, Grb2, ERK, AKT



ABSTRACT

Objective: TNF-a is a pleitropic cytokine and shows its biological function by binding to
its receptors TNFR1 and TNFR2. While TNFR1 induces apoptosis by activation of
caspase-8 via the “death domain”, it also activates enzymes such as IKKa/p, MKK3/6,
MKKA4/7 by activation of TAK1. While activation of IKKo/f induces NF-kB, activations
of MKK3/6 and MKK4/7 induces activations of p38 and JNK kinases, respectively it is
not known how ERK1/2 and AKT activation are achieved in TNFR signalling pathway.
Assuming that these two enzymes can act on Grb2-Ras or SRC-Ras pathways, we thought
the binding sites of these adapters may be present on the TNFR1. A proline-rich PPAP
region, “Pa4gPAP451”, a binding site for proteins containing the SH3 domain very close to
the C-terminus, was discovered in the translation map of the TNFR1. We wanted to
determine whether this region has a role in the TNFR1 signal transduction mechanism,
and whether the TNFR1 receptor in the presence of TNF-a initiates signal transduction
over the SH3 domain.

Method: The codons of Pasg and Pss: located in the SH3 recognition site on TNFR1 were
changed to that of Alanin, GCG, using site-directed mutagenesis and this plasmid was
named as TNFR1-SH3-P/A. Next, we ectopically expressed the wild type TNFR1 and
TNFR1-SH3-P/A in 293T cells and determined the effect of these expressions on, TNF-
a-mediated phosphorylations of ERK, p38, JINK and AKT using western blotting; on NF-
kB activation using “NF-Luc Reporter Assay”; on cell proliferation using MTT assay and
on caspase activation using colorimetric “Caspase Activation Kit”.

Results: The ectopic expressions of wild type TNFR1 and TNFR1-SH3-P/A was achieved
in 293T cells. While ectopic expression of our mutant diminished TNFa-mediated
phosphorylations of p38, JNK, ERK and AKT, it increased NF-kB and Caspase-8
activations.

Conclusion: TNF-a-mediated ERK, AKT, JNK, p38 activations are affected by TNFR1

SH3 domain modifications.

Key words: TNF-a, TNFR1, Grb2, ERK, AKT
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1. GIRIS

TNF-a, akut inflamasyon sirasinda makrofajlar ve monositler tarafindan {iretilen
proinflamatuvar bir sitokin olup, hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi, apoptoz,
nekroptoz gibi biyolojik siireglerde anahtar gorevi iistlenir. TNF-a bir trimer olarak
etkilerinin ¢ogunu 55 kDa biiyiikligiindeki hiicre membrani reseptorii TNFR1’e
baglanarak gosterir. TNF-a bir¢ok islevini, TNFR1 iizerinden, igerdigi 6liim bolgesi
(death domain-DD) araciligiyla gergeklestirir. TNFR1 igerdigi 6liim domaini ile TNFR1-
TRADD-FADD-kaspaz 8 kompleksini (kompleks-2) olusturup kaspaz-8 aktivasyonu
yaparak apoptozisi indiikklerken ayni zamanda TNFR1-TRADD-RIP1 kompleksini
(kompleks-1) olusturup bu kompleks iizerinden TAK1 aktivasyonu yapar. Aktive olan
TAKI1, IKKo/B, MKK3/6 ve MKK4/7 fosforilasyonlar1 ile bu enzimlerin aktivasyonunu
saglar. Aktive olan bu enzimlerden IKKo/B, NF-kB indiiksiyonu saglarken, MKK3/6
aktivasyonu p38 yolagini, MKK4/7 aktivasyonu ise JNK kinazlarin aktivasyonunu saglar.
Bu yolaklarin yani sira, TNF-a, TNFR1 araciligiyla AKT ve ERK aktivasyonuna yol
acmaktadir fakat bu sinyal yolaklarin1 nasil aktive ettigi heniiz bilinmemektedir. Bu
enzimlerin aktivasyonlarim1 Grb2-Ras veya SRC-Ras sinyal iletimi iizerinden
yapabilecegini varsayarak, bu proteinlerin baglanma bolgelerinin TNFR1 iizerinde
olabilecegini diisiindiik. Bu noktadan yola c¢ikarak, TNFRI1 translasyon haritasini
inceledigimizde karboksi (COOH) terminal bolgesinde SH3 baglanma bolgesi olan
prolince zengin ‘P4sgPAP4s1’ konsensiis dizisinin bulundugunu farkettik. SH3 bolgesi
iceren proteinlerin bu bolgeye baglanarak AKT ve MAPK aktivasyon yolaklari tizerindeki
etkilerini belirlemek amaciyla, Pasg Ve Pss1 kodonlarini bolge spesifik mutasyon ile Alanin
kodonuna gevirerek bu bolgenin bozulmasini sagladik. Boylelikle TNFR1 proteininin
post-translasyonel modifikasyonlar ile sinyal iletimi tizerindeki etkilerini arastirmak ve
SH3 baglanma bolgesi lizerinden nasil bir etki olusturacagini giin yiizline ¢ikarmak icin

caligmalarimizi baslattik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tiimor Nekrozis Faktor (TNF-a, TNF)

TNF-a, pleiotropik bir sitokindir yani farkli zaman dilimlerinde, farkli hiicre tiplerinde,
cok farkli etkiler olusturabilmektedir. Hiicreler arasi iletisimi saglayan bu protein, immiin
cevabin basrol oyuncularindan biri, hatta belki de en 6nemlisidir. TNF-a; isleyisini yiiksek
afiniteli ve dolayisiyla yiiksek 0Ozgilliige sahip hiicre reseptorlerine baglanarak
gerceklestirir. TNF’nin genis ailesi 19 ligand ve 29 reseptorden olusmustur (Locksley,
Killeen ve ark. 2001). Proliferatif ve apoptotik sinyaller; ayni hiicrede, ayn1 anda TNF
ailesinin siiperiiyeleri tarafindan aktive edilir. Biyolojik sistemimizin ip iistiinde yiiriiyen
akrobati olan TNF, hiicrenin hayatta kalmasini, degisimlerini ve apoptozunu muazzam
dengesi i¢inde diizenleyerek yasamin karmasik dansini en basit haliyle gozler 6niine serer

(Sekil 2.1).

Tumdr Nekroz Faktor

Hucre Olimu

Hacre Yasami

Sekil 2.1. Tiimor Nekrozis Faktor ile yagam ve 6liim dengesi

(Aggarwal 2003) revize edilmistir.



2.2. TNF Tarihgesi ve Gelecege Bir Bakis

Bagisiklik sisteminin basrol oyuncularindan tiimoér nekrozis faktorii kesfetmek icin
Fransa’ya 1800’li yillara dondiigiimiizde, Dr.Bruns’un bakteriyel enfeksiyon geciren
hasta tiimorlerinde gerileme veya nekroz gozlemleyerek kaydettigi sonuglara ulasiriz
(Bruns 1887). William tradd adli onkolog New York Hastanesi’nin kayitlarini incelerken
Erizipel enfeksiyonu gegiren ve boynunda malign tiimor bulunan bir hastanin, tizerinden
yedi yil gegmesine ragmen saglikli oldugunu kesfedince literatiir arastirmalarina hiz
vererek tiimorlerin bakteriyel enfeksiyon ile geriledigine dair makaleler tespit etmis ve
1891 yilinda ilk hastasini Streptococcus erysipelas enjeksiyonu gergeklestirerek malign
bir tiimor kiigiilmesini kesfetmistir (Coley 1891). 1963 yilina kadar ‘Coley toksini’ adiyla
bakteri ekstraktlarindan olusan karisim, tiimore karsi bagisiklik yanitini arttirmak
amaciyla kulanilmistir (Coley 1910). 1940’1 yillarda Shear ve ekibi tarafindan timor
regresyonuna gram negatif bakterilerin hiicre duvarinin bir bileseni olan lipopolisakkaritin
(LPS) yol actigi ve tiimor regresyon mekanizmasinin hemorarjik nekroz oldugu

kanitlanmistir (Shear, Turner ve ark. 1943) .

TNF’in biiyiileyici tarihi bir ylizy1l kadar 6ncesine uzansa da TNF ilk olarak 1962 yilinda
Serratia marcescens ile tedavi edilen farelerin serumunda indiiklenen timdriin (Sarkom
37) geriletilmesi i¢in kullanilmistir (O'Malley, Achinstein ve ark. 1962). 1975 yilinda
Carswell ve arkadaslar1 tarafindan in vitro ortamda tiimér hiicrelerinin &liimiine sebep
oldugunun gosterilmesiyle bu molekiil, tiimor nekrozis faktor (TNF) olarak literatiirde
admi almistir (Carswell, Old ve ark. 1975). 1984-85 yillar1 arasinda TNF-a ve LT-a
(Lenfotoksin/TNF-p) adiyla iki farkli TNF tanimlanmis ve klonlanmis bu iki ligandin ayni
reseptore baglandigi gosterilmistir (Aggarwal, Moffat ve ark. 1984, Aggarwal, Kohr ve
ark. 1985).

1990 yilinda yapilan bir ¢alismada, TNF'in 55 kDa ve 75 kDa agirliginda iki farkl
reseptore baglandigi goésterilmis ve tiimor nekroziinii saglayan molekiiliin 55-60 kDa
agirh@indaki TNFR1 reseptorii oldugu ortaya konmustur (Brockhaus, Schoenfeld ve ark.
1990, Thoma, Grell ve ark. 1990). TNF reseptorlerinin kesfi, bu reseptorler iizerine
yapilan ¢aligmalari hizlandirmis ve TNFR1'in 12p13, TNFR2'nin ise 1p36'da
konumlandigi gosterilmistir (Baker, Chen ve ark. 1991).



TNF endojen bir pirojen olarak yangin alarm sistemi olarak kabul edilebilir ve ates,
kaseksi, apoptotik hiicre 6liimii, enflamasyon indiiksiyonunu saglarken, timor olusumu
ve viral replikasyon inhibisyonu da yapabilmektedir. TNF disregiilasyonu; romatoid artrit
(Yamanaka 2015), multiple sclerosis (Carswell, Old et al.), inflamatuvar bagirsak
rahatsizlig1 (Kollias, Douni ve ark. 1999), Alzheimer hastalig1 (Decourt, Lahiri ve ark.
2017), Chron hastaligi (Van Deventer 1997), kardiyovaskiiler rahatsizliklar (Ferrari
1999), kanser (Wajant 2009), major depresyon (Fasick, Spengler ve ark. 2015), Tip 2
diyabet ve obezite (Hotamisligil 1999) gibi sistemik bircok hastalikla
iligkilendirilmektedir (Sekil 2.2).

Romatoid Artrit Multiple Sclerosis

Ates (MS)

Kanser ve \
Tumér Metastazi Osteoporoz
Ulseratif Kolit - - Psbriyazis

inflamatuvar

Tip2 Diyabet -
Bagirsak Hastaliklan

ve Obezite

AIDS Septik Sok

Kardiyovaskiller

Alzheimer ve Rahatsizhklar

Major Depresyon
Alerjik Astim

Sekil 2.2. TNF disregiilasyonunun yansimalar1

TNF, herhangi bir yaralanma veya stresten sonra, dakikalar i¢cinde kanda goriilen ilk
sitokindir. IL-1 ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin TNF salinimiyla aktive oldugu
bilinmektedir (Fong, Tracey ve ark. 1989). Inflamasyon siirecinin bu derece merkezinde

yer almasi, TNF blokajinin bir tedavi yontemi olarak kulanilmasina yol agmustir.

TNF-a ile yapilan insan ve hayvan ¢alismalari, anti-TNF ajanlarinin terdpatik yaklasimlari
ile sonuglanmig ve basta romatoid artrit olmak tizere Chron hastaligy, iilseratif kolit, sedef

hastalig1 gibi birgok immiin aracili inflamatuvar hastaliin tedavisinde kullanilmaya
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baslanmigtir. Bu teropatiklerden en 6nemlileri; hem ¢oziinebilir hem de membran bagl
TNF-a’ya baglanarak reseptor-ligand baglantisini bozan ve TNF-q iireten hiicrelerin de
parcalanmasina sebebiyet veren Infliximab (Present, Rutgeerts ve ark. 1999), TNF-a ve
TNF-beta’nin reseptor-ligand iliskisini inhibe edebilen ve TNF inaktivasyonu
saglayabilen Etanercept (Moreland 1999) ve Humira adiyla bilinen TNF-a’ya baglanarak
pS5 ve p75 reseptor baglantisini inhibe eden ve ayrica TNF-a eksprese eden hiicrelerin
lizisini saglayan Adalimumab (Scheinfeld 2003) olarak 6rneklendirilebilir. Bu

teropatiklerin kullanim alanlar1 Tablo 2.1’de gésterilmistir.

Infliximimab gibi anti-TNF ajanlarinin romatoid artrit hastalarinda; IL-1, GM-CSF, IL-6,
IL-8 gibi bir¢cok proinflamatuvar sitokinlerin regiilasyonunun diigiiriilmesinde (Feldmann,
Brennan ve ark. 1996), VEGF gibi anjiyogenez faktorlerinde azalmsini (Ballara, Taylor
ve ark. 2001), kemokin seviyelerinde ve 16kosit trafiginde azalmasini (Taylor, Peters ve
ark. 2000), eklem tahribatinin azalmasini (Brennan, Chantry ve ark. 1989), hematolojik
normalizasyonu (Elliott, Maini ve ark. 1994) ve kardiyovaskiiler riskin azalmasini
(Jacobsson, Turesson ve ark. 2005) sagladig1 gosterilmistir.

Anti-TNF tedavisi sadece romatoit artrit hastalari i¢in degil ayn1 zamanda Chron hastaligi,
tlseratif kolit, sedef hastaligi, ankilozan spondilit gibi bir¢ok kronik inflamatuvar
hastaliga sahip hastalar i¢in de biiyiik bir umut 15181 olmustur. Yaklasik olarak yillik 50
milyar dolarlik ila¢ satislar ile ilag sirketlerinin yiiziinii giildiirse de bu ilaglarin bazi yan
etkileri bulunmaktadir. TNF inhibitorleri tarafindan provoke edilen immiinolojik
degisimlerin bir sonucu olarak bakteriyel, viral ve mantar enfeksiyonlar1 ortaya
¢ikmaktadir. Bunlar arasinda pndmoni, septisemi, tiiberkiiloz, histoplazmoz ve
koksidiyoidomikoz gésterilmistir (Inanc and Direskeneli 2006, Rogan and Thomas 2007,
Estrada, Garcia-Campos ve ark. 2009). TNF inhibitorlerinin immiin sistemin
baskilanmasindan dolay1 kanser riskini arttirdigina dair de arastirmalar bulunmaktadir.
147 hastanin katildigi bir arastirmada Infliximab kullanimi sonrasinda %6 oraninda
malignite gelismis oldugu gosterilmistir (de Vries, van Oijen ve ark. 2008). Anti-
TNF’lerin neden oldugu sistemik degisiklikler; T hiicrelerinin ve makrofajlarin
otoreaktivitesinde dengesizlige yol agarak, CNS ve periferal sinirlere saldiran otoimmiin
noropatileri indiikleyebilmektedir (Weimer and Sachdev 2009). TNF inhibitorlerinin en

onemli yan etkilerinden biri de dzellikle Infliximab ve Adalimumab ile tedavi sirasinda
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antiniikleer antikorlar, anti-DNA ¢ift sarmal, antikardiyolipinler gibi otoantikorlarin
olusmasidir (Gonnet-Gracia, Barnetche ve ark. 2008). Her ilacin yan etkisi olabilecegi goz
Oniline alinarak tedavilerde, insan immiin sisteminin izleycegi yol ayrmtili olarak
diistiniilerek kisiye 6zel tedavi sistemi 6n plana konulmalidir. Bu sebeple, TNF-o’nin ana

reseptorlii olarak sayabilecegimiz TNFR1’in molekiiler mekanizmasini aydinlatmak

mithimdir.
Tablo 2.1. Anti-TNF ilaglarinin tedavi amaciyla kullanildigi hastaliklar
infliximab Chron Hastaligi (Santos, Malaguti ve ark. 2017)
Ulseratif Kolit (Rutgeerts, Sandborn ve ark. 2005)
Romatoid Artrit (Blair and Deeks 2016)
(Escudero-Vilaplana, Ramirez-Herraiz
Ankilozan Spondilit ve ark. 2015)
Psoriatik Artrit ve Psoriyazis (Papoutsaki and Costanzo 2013)
Etanercept Tiim artrit tipleri (Romatoid, (Cantini, Niccoli ve ark. 2017, Horneff,

psoriatik, idiyopatik, jiivenil)

Schulz ve ark. 2017)

Psoriyazis

(Feldman, Foster ve ark. 2017)

Graft Versus Host Hastaligi

(De Jong, Saes ve ark. 2017)

Hidradenitis Supuritiva

(Lee and Eisen 2015)

Adalimumab

Chron Hastalig:

(Nuti, Fiorino ve ark. 2015)

Ulseratif Kolit

(Taxonera, Iglesias ve ark. 2017)

Hidradenitis Supuritiva

(Lee and Eisen 2015)

Tiim artrtit tipleri (Romatoid,
psoriatik, idiyopatik, jiivenil)

(Mease, Hall ve ark. 2017, Ramanan,
Dick ve ark. 2017, Taylor, Keystone ve
ark. 2017)

Psoriyazis

(Wu and Valdecantos 2017)

Ankilozan Spondilit

(Escudero-Vilaplana, Ramirez-Herraiz
et al. 2015)

Golimumab

Romatoid Artrit

(Tanaka, Senoo ve ark. 2016)

Psoriatik Artrit

(Manara, Caporali ve ark. 2017)

Ankilozan Spondilit

(Manara, Caporali et al. 2017)

Ulseratif Kolit

(Flamant, Paul ve ark. 2017)




2.3. TNF’nin Karakteristik Ozellikleri

TNF; tiimor 6limii ile alakali ayn1 zamanda dogal bagisiklik, hiicre regiilasyonu, hiicre
farklilagsmasi ve apoptoz siire¢lerinde rol oynayan polipeptit yapida inflamatuvar bir
sitokindir. TNF-a. geni insanda 6. Kromozom {izerinde lokalizedir (6p21.3); 3 kilobaz
uzunlugimdadir ve 4 ekzon icerir. Insan TNF-a proteini 26 kDa molekiiler agirliginda, 233
aminaoasit icerir ve membrandz TNF (MTNF) tip 2 transmembran proteini olarak
sentezlenir (Kriegler, Perez ve ark. 1988).. Sinyal peptidi icermeyen TNF-a; ADAM
ailesinin bir iiyesi olan TNF-a-converting enzyme (Wagner, Stacey ve ark.) (Wagner,
Stacey et al.) (Wagner, Stacey et al.) tarafindan, amino ucundaki (N-terminal) 76
aminoasitin enzimatik uzaklagtirmasina tabi tutularak, hiicre ylizeyinden biyoaktif bir
trimer olarak kana salinir ve 17 kDa'luk ¢6ziilebilir formu (sTNF) olusur (Black, Rauch
ve ark. 1997, Itai, Tanaka ve ark. 2001). ADAM ailesi disintegrin ve metalloproteinaz
icerir ki membran bagli proteazlarin genel adi olarak gecer. Hem mTNF hem de sTNF
dedigimiz formlar trimer olan reseptorlerine baglanarak trimerizasyon ile aktivasyon
gosterirler (Smith and Baglioni 1987) (Sekil 2.3). TNF-a; aktive edilmis monositlerden,
makrofajlardan, mikroglialardan, dogal Sldiiriicii hiicrelerden (NK), T hiicrelerinden ve
ayni zamanda immiin 6zellik gostermeyen endotellerden ve fibroblastlardan eksprese

edilir (Tsai, Jain ve ark. 1996, Falvo, Tsytsykova ve ark. 2010)
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Sekil 2.3. TNF-o’nin trimerizasyon ile aktivasyonu

(Chan 2000)’den uyarlanmustir.



TNF-o’nin  membran bagli ve ¢Ozlnlir formlari, reseptor seciliminde farklilik
gostermektedir. MTNF-a tercihi olarak TNFR2’ye baglanirken, sTNF-o TNFR1 ile
aktivasyon saglar (Grell 1995, Grell, Wajant ve ark. 1998). TNFR1 her hiicrede eksprese
olurken; TNFR2 o6zellikle CD4/8+ T hiicrelerinde, timositlerde, endotel hiicrelerinde,
mikroglialarda, embriyonik mezenkimal hiicrelerde ekspresyon gosterir (Ware, Crowe ve
ark. 1991, Grell, Becke ve ark. 1998, Irwin, Mak ve ark. 1999, Arnett, Mason ve ark.
2001, Dopp, Sarafian ve ark. 2002, Yang, Lindholm ve ark. 2002, McCoy and Tansey
2008) Her iki reseptoriin ekstraseliiler bolgeleri benzerdir, CRD denilen sisteince zengin
tekrarlardan olusur ve ligand-Oncesi baglanma bolgeleri (pre-ligand assembly domain,
PLAD) ihtiva ederler. PLAD, reseptorlerin ligand baglantisi olmaksizin da trimerik
sekilde durabilmesine, boylece trimer halindeki ligand geldiginde sinyal iletiminin hizli
bir sekilde baslatilmasina aracilik eder (Chan, Chun ve ark. 2000). iki reseptor arasindaki
esas fark, intraseliiler bolgelerinden kaynaklanir. TNFR1 sitoplazmik kisminda “6liim
bolgesi” denilen 80 aminoasit uzunlugunda bir “death domain-DD” bulunurken
TNFR2’de DD bulunmaz (Tartaglia, Ayres ve ark. 1993). TNFR1 sitoplazmik bolgesi
araciligiyla nétral sfingomiyelinaz aktivasyonu (Adam, Wiegmann ve ark. 1996),
apoptozis indiiksiyonu (Micheau and Tschopp 2003), nekroptozis indiiksiyonu (He, Wang
ve ark. 2009) saglayabildigi gibi NF-kB aktivasyonu (Duh, Maury ve ark. 1989), mitojenle
aktive edilmis protein kinazlarin (MAPK) aktivasyonunu (Sabio and Davis 2014) ve
JAK/STAT yolaginin aktivasyonunu (Miscia, Marchisio ve ark. 2002) gergeklestirdigi
gosterilmistir. TNFR2'nin sitoplazmik kuyruklar:t DD icermemekle birlikte bunun yerine,
TRAF (TNF-receptor associated factor) ile iliskilendirilmesine izin veren dizilere sahiptir.
Bugiine kadar alt1 TRAF proteini (TRAF1-TRAF6) tanimlanmig olmasina ragmen, sadece
bes tanesi (TRAF1, TRAF2, TRAF3, TRAF5 ve TRAF6) TNFR2'nin sitoplazmik
kuyruklarina baglanmaktadir (Sato, Irie ve ark. 1995). Hiicre sagkaliminin indiiksiyonu
sirasinda MAP3K (Mitojenle-aktive edilmis protein-3 kinaz) aile tiyeleri, JNK'yi (c-Jun
N-terminal kinaz) aktive eden TRAF2 ile birleserek NIK (Nuclear Factor-kappaB
Inducing Kinase) hayatta kalmaya yol agan TNFR2 kaynakli NF-KappaB (Niikleer
Faktor-KappaB) aktivasyonuna aracilik etmede TRAF2'nin asag: akis hedefi olarak gorev
yapmaktadir (Cabal-Hierro, Rodriguez ve ark. 2014). TNFR2’nin genel olarak hiicre



sagkaliminda rol oynadigr gosterilmis ve bu nedenle TNF-a’nin fizyolojik

fonksiyonlarinin ¢ogu TNFR1 sorumluluguna birakilmistir.

2.4. TNFRI1 Sinyal Iletim Mekanizmasi
Bir membran reseptorii olan TNFR1, TNFRSF1A geni tarafindan kodlanan, 12p13°te
konumlanmisg, bir DD ve dort adet sistein tekrari igeren, her hiicrede eksprese olan bir

proteindir (Fuchs, Strehl ve ark. 1992).

Kesfedildigi yillarda 6liim bdlgesi igermesi sebebiyle ilk hedefinin apoptoz oldugu
diisiiniilen TNFR1 proteininin TNF-a-aracili gen ekspresyonu NF-kB indiiksiyonuna
dayanmaktadir (Tartaglia, Ayres et al. 1993, Viemann, Goebeler ve ark. 2004). Membran
bagli halde hiicre proliferasyonunu sagladiktan sonra hiicre i¢ine alinmasiyla birlikte
apoptoz indiiksiyonunu gergeklestirir (Micheau and Tschopp 2003). Ayni zamanda NF-
kB aktivasyonu TNFR1-aracili apoptozu sinirlandirmaktadir (Liu, Hsu ve ark. 1996). NF-

kB aktive edilmedigi durumlarda hiicre apoptoza yonelir.

TNFR1, ligand1 TNF-a ile baglanmasini takiben, TNFR1 iligkili 6liim bolgesi proteini
(TRADD) iizerindeki 6liim bolgesi ile TNFR1’in 6liim bolgesine baglanir ve bu iki
proteinin baglanmasi ile iki zit mekanizmanin kapilari agilir: Hiicrenin hayatta kalmasi ve
hiicrenin 6liimii (Tummers and Green 2017). TNFR1 ile TRADD arasindaki etkilesim;
RIP1-TRADD kompleksinin TNFR1’den ayrilip 6liim bolgesi interaksiyonu ile FADD
(Fas-asociated death domain) baglayarak ardindan FADD iizerinden prokaspaz 8 ile 6liim
yolagini baglatan apoptoz yolagina yonlendirirken (Boldin, Goncharov ve ark. 1996),
RIP1 (Receptor-interacting protein) ve TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2) ile
olusturduklar1 kompleks proliferatif yolaklarin yolunu agar (Hsu ve ark 1996).

TNFR1 proteinine TNF-a ligand1 baglanmadigi zamanlarda 6liim susturucusu denilen
SODD (Silencer of Death Domains) proteini baglanir ve TNFR1’in kendi {izerinde
y1gilma olmasmi Onler. Ayn1 zamanda hiicre i¢i sinyallesmesini de durdurarak sinyal
iletimine engel olur. SODD proteini, ligand baglanmasinin ardindan TNFR1’den ayrilir
(Miki and Eddy 2002). Hiicre i¢i sinyal iletimini engelleyen proteinlerden biri de ARTS-
1 (Aminopeptidase regulator of TNFR1 shedding) proteinidir. Bu protein, TNFR1’in



salmimii arttirarak membran iligkili TNFR1’in azalmasmna boylece TNF-a

sinyallesmesine engel olur (Cui, Hawari ve ark. 2002).

2.4.1. TNFRI1 Sinyallesmesinde NF-kB Aktivasyonu

NF-kB; proinflamatuvar sitokinler, kemokinler, adezyon molekiilleri gibi dogustan gelen
immiin cevaplarin yanisira major histokompatibilite kompleksi gibi spesifik immiin yanit
olusturan proteinlerin ve lenfosit proliferasyonu ile farklilasmasini kontrol eden IL-2,
interferon-y gibi sitokinlerin bagisiklik tepkisini diizenler ve genis yelpazedeki biyolojik
stireclerin transkripsiyon faktoriidiir (Li and Verma 2002). NF-kB; apoptozu inhibe eden,
hiicre sagkalimi1 ve proliferasyonunu destekleyen proteinlerin ekspresyonunu diizenler
(Karin and Lin 2002). Bir ¢ok hiicre tipinde eksprese edilen TNFR1 esas olarak, NF-kB
ve AP-1 transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna yol acar ve TNF-a-aracili gen
indiiksiyonundan NF-kB yolaginin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Liu, Sidiropoulos
ve ark. 2000, Fotin-Mleczek, Henkler ve ark. 2002).

Membrana bagli TNFR1’in TNF-a ile baglanmasi sonucu saniyeler igerisinde protein
kompleksi (kompleks 1) meydana gelir ve kanonikal NF-kB aktivasyonu yoluyla
proinflamatuvar bir cevap olusur (Shih, Tsui ve ark. 2011). TRADD araciligiyla RIP1 ve
TRAF2 bir kompleks olustururlar (Hsu, Huang ve ark. 1996, Hsu, Shu ve ark. 1996).
TRAF2 proteini; clAP1 ve clAP2 (Cellular inhibitor of apoptosis protein 1/2)’yi bu
komplekse getirerek RIP1’i politibikiitinasyona ugratip, RIP1’in TAK1 (Transforming
growth factor-activated kinase 1) baglayabilmesini saglar (Bertrand, Milutinovic ve ark.
2008, Mahoney, Cheung ve ark. 2008). Bu olusum gergeklesmez ise RIP1, TAK1 yerine
kaspaz-8’e baglanarak apoptoz yolagini indiikler (Bertrand, Milutinovic et al. 2008). Ayni
zamanda cIAP1/2 kendi kendini iibikiitinleyerek LUBAC (linear ubiquitin chain assembly
complex) baglanmasina aracilik eder. Adim adim kurulan bu iibikiitinel formasyonlar
TNFR1-aracili kompleks I’e NEMO (NF-Kappa-B essential modiilator) proteinin de
baglanmasiyla kararlilik kazanir (Varfolomeev, Goncharov ve ark. 2008, Tokunaga,
Sakata ve ark. 2009). Bu kompleks TAKI1 aktivasyonu ile IKKo/p fosforilasyonuna
dolayisiyla IKK (Inhibitor of NF-kB kinase) kompleksinin aktivasyonuna yol agar ve
kanonikal NF-kB aktivasyonu saglanir (Jackson-Bernitsas, Ichikawa ve ark. 2007).
RIP1'deki K63/M1-bagli poliiibikiitin zincirlerinin TAB2/3-TAK1 arasinda yakinlik
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sagladigini gosteren galigma ile NEMO-IKKa-IKKf§ komplekslerinin olusumunu ve IKKa
ve IKKB'nin TAK1 aktivasyonunu kolaylastirir (Emmerich, Ordureau ve ark. 2013).

TNFRI1 ile TNF ligandinin trimerizasyonu sonucu olusan kompleks I; TRADD, TRAF2,
ClAP1/2, LUBAC, RIP1, TAB2/3-TAK1 ve NEMO-IKKo/f proteinlerini igerir. TRAF2-
clAP1/2 ile LUBAC formunun RIP1 proteinini iibikitilasyonu sonucu TAB2/3-TAK1 ve
NEMO-IKKo/f protein olusumlarmin komplekse katilmasiyla NF-kB aktivasyonu
olusur. RIPI; TNFR1-aracili NF-kB aktivasyonununda anahtar rolii oynar (Ting,

Pimentel-Muinos ve ark. 1996).

Klasik NF-kB aktivasyon yolagi TRAF2 veya cIAP1/2 olmadigi durumlarda, alternatif
bir NF-kB sinyal yolagina doner (Zarnegar, Yamazaki ve ark. 2008). Alternatif (veya non-
kanonikal) NF-kB yolunda, NF-kB2 p100/RelB kompleksleri sitoplazmada aktif degildir.
LTR, CD40 ve BR3 dahil olmak iizere bir reseptdr alt kiimesi araciligiyla sinyallesme,
NF-kB2 p100'deki C-terminal kalintilarin1 fosforile eden IKKa komplekslerini aktive
eden kinaz NIK (NFkB inducing kinase)’in aktivasyonunu saglar. NF-kB2 p100'in
fosforilasyonu, NF-kB2 p52'nin ubikitinasyon ve proteazomal islenmesine yol agar. Bu
modifikasyonlar, p52°nin niikleusa gidip hedef gen aktivasyonunu gerceklestirecek NF-
kB  p52/RelB  kompleksini  olusturabilmesini,  dolayisiyla  hedef  genlerin
transkripsiyonunun baslatilabilmesini saglar (Sun 2011). RIP1'in yoklugunda, TNFR1
stimiilasyonu, NIK stabilizasyonuna, IKKa fosforilasyonuna ve TRAF2 degredasyonuyla
birlikte, kanonik olmayan NF-kB yolunun aktivasyonuna yol acar (Kim, Morgan ve ark.
2011). NIK aktivasyonunun yaninda TNFR1 araciligiyla aktive olan Akt, IKKa’y1
T23’den fosforile ederek aktivasyonuna dolayisiyla NF-kB indiiksiyonuna sebebiyet verir

(Ozes, Mayo ve ark. 1999).

2.4.2. TNFR1 Sinyallesmesinde Apoptoz ve Nekroptoz

Grekge yaprak dokiimii anlamina gelen apoptoz kelimesi ilk kez 1972’de yayinlanan bir
makalede morfolojik olarak farkli bir 6liim seklini anlatmak i¢in kullanmilmistir (Kerr,
Wyllie ve ark. 1972). Apoptoz, sistematik ve kademeli olarak ilerleyen programlanmis

hiicre 6lim bi¢imidir.
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NF-kB aktivasyon yolagi olan Kompleks I (bkz. 2.4.1) kurulamadigi zamanlarda TNFR1,
kompleks-11a ve kompleks-1Ib araciligiyla apoptoz indiiksiiyonunu baslatir (Wang, Du ve
ark. 2008).

TNFR1 ligand baglanmasiyla indiiklenen apoptoz; TRADD ve RIP1 kompleksinin
adaptor protein FADD ve kaspaz-8 interaksiyonu ile ilerleyen bir mekanizmadir (Hsu,
Shu et al. 1996). TNFR1’in TNF-a trimerizasyonu ile TRADD, FADD, kaspaz-8 ve
cFLIP (Cellular FLICE-inhibitory protein) igeren sitozolik bir kompleks olusur. Eger NF-
kB bloke edilirse, CFLIP ekspresyon seviyesi azalir ve kaspaz-8, apoptozu baslatmak igin
oto-katalizme ugrar (Irmler, Thome ve ark. 1997). Bu 6liim-sinyal kompleksine Kompleks
[la adi verilir ve RIP1 bu kompleks iginde fiziksel olarak diisiik miktarlarda
bulunabilirken, kaspaz-8 ve apoptozun aktivasyonu igin gerekli degildir. Eger NF-kB'ye
ek olarak, kaspaz-8 de bloke edilirse, Kompleks Ila nekroptozu indiikleyebilir ve bu
durumda RIP1 RIP3'i aktive etmek i¢in gereklidir (Wegner, Saleh ve ark. 2017).

TNFR1 inhibitorii olarak ¢alisan, 6liim bdlgesi susturucusu SODD proteininin serbest
birakilmasi ile ligand baglanmasi ile trimerik bir yap1 kazanan reseptér; TRADD, FADD
ve RIP1 proteinlerinin baglanmasiyla DISC (Death signaling inducing signaling complex)
kompleksinin olusumu ile sonuglanir (Hsu, Shu et al. 1996). Bu kompleks apoptotik
yolaklar1 agan kaspazlar i¢in bir iskele gorevi gormektedir. DISC kompleksinin olusumu
yoluyla gii¢lii ve hizli proapoptotik bir sinyal saglanir (Scaffidi, Schmitz ve ark. 1999).
Ayn1 zamanda FADD, DED (Death effector domain) araciligiyla prokaspaz 8’in
aktivasyonunu saglar. Ardindan sitoplazmik kaspaz-8 apoptotik siirecin yiiriitiilmesine
katilan kazpaz-3-6-7’yi aktive ederek prokaspazlarin kendilerini aktif kaspazlara
doniistiiriir (Ho and Hawkins 2005). Ozellikle kaspaz 3 aktivasyonu; genomik DNA’y1
bozan apoptotik bir DNAaz hedefledigi i¢in TNF-a aracili apoptoz indiiksiyonu i¢in
onemli bir yere sahiptir (Enari, Sakahira ve ark. 1998). Kaspaz-8 enzim aktivasyonu
negatif inhibitor protein cFLIP (Cellular FLICE (FADD-like IL-1B coverting enzyme)-
inhibitory protein) ile diizenlenir. cFLIP proteini DED igerir ve aktif kaspaz 8
fragmanlarimin kompleksten salinmasini inhibe eder (Irmler, Thome et al. 1997) ve

boylelikle hiicrede apoptoz indiiksiyonu bloke olur.
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TNFR1 iizerinden ilerleyen apoptoz indiiksiyonunu diizenleyicilerinden biri de IAP
(Inhitor of Apoptosis protein) molekiilleridir. IAP ile TRAF2 etkilesimi dogrudan
gerceklesir ve kaspaz bagimli hiicre 6limiinii indiikler (Wang, Mayo et al. 1998, Vince,
Pantaki ve ark. 2009).

TNFRL1’in TNF trimerizasyonu ile ger¢eklesen hiicre o6limiiniin ¢ogunlukla kanser
hiicreleri ve viriisle enfekte olmus hiicrelerde, biyokimyasal olarak dengesiz hiicrelerde
6liim yolunu agan bir sévalye oldugu unutulmamalidir (Munker and Koeffler 1987, Wong,
Tartaglia ve ark. 1992).

Hiicre bilesenlerinin enfeksiyon, travma, hipoksi veya toksik bir etki altinda kalmasi
sonucunda plazma membraninin pargalanarak hiicre i¢i materyallerin dagilip diizensiz
sindirimiyle meydana gelen duruma nekroz ad: verilir (Adigun and Bhimji 2018). Onceki
inaniglarin aksine nekroz sadece patolojik bir siire¢ degil, ayn1 zamanda apoptoz gibi
programlanmis bir hiicre 6limii mekanizmasina sahiptir ve apoptotik aktiviteye sahip
hiicrelerde 6liim yollart {izerindeki diizenleyici etkileri kanitlanmistir (Gizycka and

Chorostowska-Wynimko 2015).

Nekroptoz adin1 alan inflamatuvar hiicre 6liim mekanizmasinin nekrozdan farki,
nekroptoz sirasinda hiicre membraninin permeabilizasyonu kontrol altinda tutulur ve
apoptozdan farkli olarak da kaspaz aktivasyonunun olmadigi durumlarda gerceklesir

(Vandenabeele, Galluzzi ve ark. 2010).

TNF-o’nin TNFR1 ile trimerizasyonu sonucu 6liim alanina baglanan TRADD ile TRAF2
RIP1’1 yanlarma alarak kompleks I olusturduklarinda ve kompleks Ila olusmadigi
zamanlara -kaspaz 8 yoklugunda- RIP3 proteininin katilimiyla ripoptozom adini alan bu
kompleks nekroptoz indiiksiyonunu baslatir (Zhang, Shao ve ark. 2009). RIP3 ve RIP1
proteinleri birbirlerine baglanarak mikrofilamen bir yap1 olusturup, otofosforilasyon ve
transfosforilasyon gerceklestirirler ve bu sekilde nekroptoz indiiksiyonunun devam etmesi
saglanir (Vanden Berghe, Linkermann ve ark. 2014). Ardindan fosforilasyon yoluyla pro-
nekroptotik protein olan MLKL aktive edilerek hiicre igeriginin hiicre dis1 bosluga
atilmasini saglayan nekrotik mekanizmay1 gergeklestirir (Vanden Berghe, Linkermann et
al. 2014).
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2.4.3. TNFR1 Sinyallesmesinde PI3K/AKT Aktivasyon Yolagi

Fosfotidilinozitol-3 kinaz/Protein Kinaz B (PIBK/AKT) sinyal yolagi; hiicre dist
sinyallere yanit olarak metabolizmay1, proliferasyonu, hiicre sagkalimini, biiyiimesini
diizenleyen hiicre i¢i sinyal transdiiksiyon yolagidir (Engelman, Luo ve ark. 2006).

PI3K mekanizmasi temelinde 3 sinifa boliinebilen bir ailedir (Jean and Kiger 2014). Sinif
| PI3K'ler adaptor secilimine bagli olarak sinif IA ve siif IB olmak iizere ikiye ayrilir.
Sinif TA PI3K'ler ve sinif IB PI3K'ler, sirasiyla reseptor tirozin kinazlar (RTK) ve G-
proteini kenetli reseptorler (GPCR) tarafindan aktive edilir. Aktivasyonu gerceklesen
PI3K’ler substrati fosfotidilinozitol 4,5 bisfosfat (PIP2) baglanarak fosfotidilinozitol 3,4,5
trisfosfat (PIP3) olusumunu saglar (Thorpe, Yuzugullu ve ark. 2015). PIP3 ve PIP2 zar
icerisinde birikerek lipit baglayic1 protein kinaz olan AKT icin kenetlenme bolgeleri
olusturur ve AKT aktivasyonu saglanir (Sekil 2.4). AKT; apoptoz inhibisyonu ve hiicre
sagkalim mekanizmalari ile iliskili serin/threonin kinazdir. Proteinin N-terminal ucu 100
aminoasitlik plekstrin homoloji (PH) bdlgesi igerir ki proteinin membrana yakin
yerlesimini saglar. PIP3 ve PIP2 lipitlerine PH alaniyla baglanan Akt, bu plazma
membrani lokalizasyonu ve Thr308 ve Ser473'teki fosforilasyonu ile tamamen aktive olur

(Tsuchiya, Kanno ve ark.).

Biiytime faktorlerinin baglanmasiyla gerceklesen anti-apoptotik cevaplarin ¢ogunda
PI3K’lere bir p110 katalitik alt iinite ve bir p85 regiilator alt birim eslik eder (Engelman,
Luo et al. 2006). PI3K’ler; p85°lerdeki SH2 baglanma bolgelerinin (fosfotirozin-tanima
motifi) RTK’leri ile ve bunlarin substratlar1 veya adaptorlerindeki “YxxM’ motiflerinin
fosfo-tirozinlerine baglanmasiyla aktive edilirler (Hartley, Meisner ve ark. 1995).
PI3K’ler; SH2 baglanma bolgesi ile “Y XXM’ motifi tizerindeki fosfo-tirozinlere ya da SH3
baglanma bdlgesi ile hedef proteinlerdeki prolince zengin motiflere baglanarak protein-
protein etkilesimlerine aracilik eder (Wagner, Stacey et al. , Batra-Safferling, Granzin ve
ark. 2010). TNFR1’de ‘YxxM’ motifi olmamakla birlikte TNFR1’e baglandigi
gosterilmistir (Madge and Pober 2000) (Hapil, 2017, Ref N0:455120). Dolayisiyla PI3K
ya TNFR1 iizerindeki diger proteinlere, ya da SH3 baglanma bolgesi ile TNFR1’e
baglaniyor olabilir. HEK293 hiicrelerinde TNF-a-aracili c-Src proteininin PI3K ile
etkilesime girerek Akt aktivasyonu sagladigi bilinmektedir (Pincheira, Castro ve ark.
2008).
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Akt sinyallesme yolagi, B ve T hiicresi reseptorleri, sitokin reseptorleri, G-proteini kenetli
reseptorler, reseptor tirozin kinazlar ve PIP3 iiretimini indikleyen diger uyaricilar
tarafindan aktive edilir (Fruman and Bismuth 2009, Jellusova and Rickert 2016). AKT
genis yelpazadeki tiimorlerde ve hematolojik malignitelerde saldirganligin  ana
bilesenlerinden biri olarak kabul edilir ve kanser terapilerinde potansiyel bir hedeftir
(Mitsiades, Mitsiades ve ark. 2004).

RTK @ GPCR

@ PIP, <— PIP,

p85

ls

- |
Sinif lA/SInif IB

v

Buyume/Hucre Siklusu
Glukoz Metabolizmasi
Sitoskeletal Hareket
Apoptoz/Hicre Sagkalim

Sekil.2.4. PI3K/AKT Sinyal Yolagi

(Thorpe, Yuzugullu et al. 2015)’den revize edilmistir.

2.4.4. TNFR1 Sinyallesmesinde ERK/p38/IJNK Aktivasyon Yolaklar:

Mitojen aktive protein kinaz (MAPK) ailesi, hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve hiicre
sagkaliminin regiilasyonunu saglayan kritik diizenleyicilerdendir (Cowley, Paterson ve
ark. 1994). MAPK ailesinin {i¢ 6nemli {iyesi, kendi igerisinde farkli izotiplere sahip p38
MAPK ’ler, c-Jun amino-terminal kinazlar (JNK'ler) ve hiicre dis1 sinyallerce diizenlenen

kinazlar (ERKler)’dir. ERKler hiicre boliinmesinin kontroliinde 6nemli rol oynarken,
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JNK'ler ve p38’ler transkripsiyonun kritik diizenleyicileri olup, inflamatuvar sitokinler ve

cevresel stresler tarafindan aktive edilir (Johnson and Lapadat 2002).

TNF-0; MAP kinazlarin ii¢ grubunun da aktivasyonunu saglayabilir (Amrani, Ammit ve
ark. 2001).

MAPK yolak aktivasyonu, bir MAPK kinaz kinazi (MAP3K, MKKK) ve MAPK kinaz
(MAP2K, MKK) ile karakterize edilen, {i¢ katmanli bir protein kinaz sistemi kullanir.
MAP3K, MAPK'yi aktive eder, MKK'yi fosforile eder ve aktive eder (Derijard,
Raingeaud ve ark. 1995). p38 MAPK, en az iki MAP2K, MKK3 ve MKK®6 tarafindan
aktive edilir (Raingeaud, Whitmarsh ve ark. 1996). MKK4 ve MKK?7 dogrudan JNK’yi
fosforile ederek aktivasyonunu saglar (Kishimoto, Nakagawa ve ark. 2003).

TNFR1-aracili MAPK aktivasyonu tam olarak aydinlatilmamis olsa da, TPL2 (Tumor
Progression Locus 2) serin/treonin kinazin ERK aktivasyonuna TAK1-IKK2-TPL2 yolagi
ile aracilik ettigi diisiiniilmektedir. Ote yandan, stresle aktive edilmis MAP kinazlarin (p38
ve JNK) TNF-a ile uyarilmig aktivasyonuna, ASK 1, MLK, TAK1 ve TPL2 ile baglananlar
dahil olmak iizere ¢oklu yollar aracilik eder (Sabio and Davis 2014).

TNFR1; MADD (MAPK Activating Death Domain) aktivasyonuyla da ERK
sinyallesmesinin yolunu agar (Schievella, Chen ve ark. 1997). TNFR1 proteininin 6liim
bolgesi ile MADD proteinin 6liim bolgesi interaksiyona girerek Grb2 (Growth Factor
Adaptor Protein) adaptor proteini tizerinden ERK aktivasyonu saglar (Kurada, Li ve ark.
2009).

TNFR1, MAP kinaz yolagini aktive etmek i¢in; sfingomiyelinin seramide hidrolizi ve bir
serin/threonin seramid ile aktive olan protein (Manara, Caporali et al.) kinazinin
uyarilmasiyla baslatilan sfingomiyelin yolagini da kullanabilir. CAP kinaz sitoplazmik
Rafl (proto-oncogene serine/threonine protein kinase)’i fosforile ederek MEK (MKK)

asag1 akigina dogru aktivasyonunu arttirabilmektedir (Yao, Zhang ve ark. 1995).

2.5. SH3 Protein Bolgesi (SRC Homoloji 3 Bolgesi)
Fonksiyonel protein bolgesi (domain), protein zincirinin geri kalanindan bagimsiz olarak

islev gorebilen ve proteinin dizisinin evrimsel olarak korunmus bir pargasidir. Genel
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olarak bu bolgeler 50 ile 250 aminoasit uzunlugunda olabilmektedir (Xu and Nussinov
1998).

Src homoloji bolgeleri SH2 ve SH3 sirasiyla 100 ve 60 amino asit uzunlugunda kiigiik
protein motifleridir. SH2 bolgeleri, proteinlerde fosforile olmus tirozin amino asitini
tanirken, SH3 bolgeleri etkilesime girdigi proteinlerin prolince zengin motiflerini ve

hidrofobik aminoasitleri igeren dizileri tanir ve baglanir (Vidal, Gigoux ve ark. 2001).

SH3 bolgeleri, hiicre iskeleti, Ras proteini ve Src kinaz ve diger birgcok protein ailelerini
diizenleyen sinyal yollarinin proteinlerinde bulunur (Pawson and Schlessingert 1993).

SH3 proteinleri, adaptor proteinleri ve tirozin kinazlar ile etkilesime girer.

Proteinlerin birgok SH3 baglayici epitopu, kisa dogrusal motif olarak temsil edilebilen bir
konsensiis dizisine sahiptir: P-x-x-P (Cheadle, Ivashchenko ve ark. 1994, Sparks, Rider
ve ark. 1996).

SH3 bolgesi, sinyal iletisim yollarindaki protein-protein etkilesimlerinin kontrol
edilmesinden (Schlessinger 1994) ve sitoplazmik sinyallesmede yer alan proteinlerin

etkilesimlerinin diizenlenmesinden sorumludur (Koch, Anderson ve ark. 1991).

SH3 baglanma bdlgesi, genellikle, diger proteinlerle etkilesime giren proteinlerde bulunur
ve spesifik protein komplekslerinin, baglayic1 partnerindeki prolin agisindan zengin

peptitlere baglanma yoluyla birlesmesine aracilik eder.

2.6. TNFR1 ile Grb2 Adaptor Proteinin Interaksiyonu

Adaptor protein Grb2 normal hiicre proliferasyonu ve onkojenik sinyal iletim olaylarinin
onemli bir aracidir. ki SH3 bolgesi tarafindan kusatilmis bir merkezi SH2 bdlgesi
barindirir. Grb2 SH3 bolgesinin baglanma 6zellikleri zayif olarak tanimlansa da Grb2'nin
etki alanlar ile yapilan ¢okeltme deneyleri, Gab1'in Grb2 SH3 C terminal alanina kararh

bir sekilde baglanabilecegini gostermektedir (Lewitzky, Kardinal ve ark. 2001).

TNFR1’in, adaptor protein Grb2 ve SOS degisim faktorii ile etkilesime girerek bazi
aktivasyonlari sagladigi bulunmustur (Hildt and Oess 1999). Grb2, -COOH terminali SH3
bolgesi ile TNFR1’e ve NH2 terminali SH3 bolgesi ile SOS proteinine baglanir.
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TNFR1/Grb2 etkilesimi, c-Raf-1 kinazin TNF-a-bagimli aktivasyonu i¢in esastir; c-Raf-
1 kinazin TNF-a ile aktivasyonu, NH2 veya C terminali SH3 bolgesindeki inaktive edici
nokta mutasyonlarmi barindiran Grb2 mutantlarinin, Grb2/TNFR1 etkilesimini veya
transdominant negatif Ras't bozan hiicre gecirgen peptitlerin birlikte sentezlenmesiyle
bloke edilebilir. TNFR1/Grb2/SOS/Ras etkilesiminin islevselligi bir 6n kosuldur (Hildt
and Oess 1999), ancak c-Raf-1 kinazin TNF-a-bagimli aktivasyonu i¢in yeterli degildir.
Notr sfingomiyelinazin aktivasyonu igin gerekli olan TNFRI/FAN etkilesiminin
inhibisyonu, ya hiicre gegirgen peptidler ya da FAN baglanma alaninin silinmesi ile c-

Raf-1 kinazin aktivasyonunu 6nler (Aggarwal 2000).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Bolge Spesifik Mutasyon (Side Directed Mutagenesis/SDM)

TNFRI1 proteinin translasyon haritasinda C-terminal bolgesine ¢ok yakin prolince zengin
“P448PAP4s1” motifinde 448 ve 451°nci sirada yer alan prolin amino asitinin kodlari olan
CCG ve CCC kodonlari Alanin kodlayan GCG ve GCC kodonlarina asagida gosterilen
primerler kullanilarak bolge spesifik mutagenez yontemi (site-directed mutagenesis) ile

degistirilmigtir.

TNFR1-SH3 ileri Primer:
5’ CCCGCCGCCCTCGCGCCCGECAGCCAGTCTTCTCAGATG 3

TNFR1-SH3 Geri Primer:
5> CATCTGAGAAGACTGGCCGCGGGCGCGAGGGCGGLCGEGGE 3

Primerlerimiz 100 uM derisimi stok haline getirebilmek i¢in biyoteknoloji firmasinin

gonderdigi orana gore TE Buffer ile sulandirilmistir.

PCR Reaksiyonu; mevcut pcDNA 3.1A vektérinde CMV promotorunun altina
klonlanmigs TNFR1 reseptorii kullanilarak mutant formu olusturmak igin tasarlanan

primerler ve Pfu DNA Polimeraz (Thermo Cat. EP0502) ile gergeklestirildi.

Reaksiyon:

Steril ddH20, 10X Pfu Buffer, 1 pmol dNTP, 0,5 uM final konsantrasyonda ileri ve geri
primerler, 2,5 iinite Pfu DNA Polimeraz ve 50 ng plazmid kullanilarak 25 pl toplam
hacimde Thermal Cycler cihazi ile reaksiyon gerceklestirildi. Reaksiyon kosullari;
95°C'de 1 dakika &n denatiirasyon olmak iizere, 95°C de 30 saniye, 65°C de 1 dakika ve
72°C'de 21 dakika olacak sekilde 18 dongii tekrarlandi. 72°C de 7 dakika son uzama ve
son olarak 4°C’de kalacak sekilde diizenlendi.

3.2. Plazmidlerin Dpn-1 Enzimi ile Kesilmesi

PCR tiiplinde ¢ogaltilan mutant vektorlerin, bakteriden izole edilmis ve mutagenize kalip
olarak kullanilmis yabanil tip TNFR1’den ayirt edilebilmesi i¢cin Dpnl enzim kesimi
gerceklestirildi. Dpnl enzimi (Roche 10 742 988 001) bakteriden izole edildigi i¢in metile
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durumda olan yabanil tip TNFR1 plazmidini keserken, mutagenez amaciyla tiipte

sentezlenmis plazmid metile durumda olmadigi i¢in tantyamaz ve kesemez.

Reaksiyon:
Steril ddH20, 10X Cut Smart Buffer, 1 pl Dpn-l enzimi, 10 ul SDM firiinii toplam
reaksiyon 25 ul olacak sekilde ve Dry Block Heating Thermostat cihazinda 37°C de gece

boyu inkiibe edildi. Ertesi giin 65 °C’de 20 dakika inkiibe edilerek enzim inaktivasyonu

saglandi.
3.3. Dpnl Kesim Uriiniiniin DH5a Bakterilerine Transformasyonu

3.3.1. Kompetan Hiicre Hazirlama

Bu islem i¢in kullanilan soliisyonlar;

LB (Luria-Bertani) Sivi Besiyeri: 25 gr LB, 1 litre distile su i¢inde ¢ozdiiriiliip
cam erlenlere dagitilarak 121°C ‘de 15 dakika otoklavlandi.

50 mM CaCl2 (Sigma C1016) /10 mM Tris (pH:7.4): 5,55 gr CaCl> (pelet) 50 ml dH0
vorteksleyerek ¢ozdiiriiliip 1M CaClz elde edilir. 1 M Tris hazirlanip otoklav islemine

tabi tutulduktan sonra;

5ml 1M Tris + 25 ml 1 M CaCl; eklenerek 300 ml’ye dH20 ile tamamland1 ve pH:7,4’¢

ayarlandiktan sonra son hacim 500 ml’ye tamamlandi.
Tez ¢alismamizda DHS5a E.Coli susu kullanildi ve igslemler sirasiyla;

1) DH5a E.Coli bakteri susunda 20 pl alinarak 10 ml LB sivi besiyerine eklendi ve
calkalamali inkiibatorde 37 °C’de 120 rpm gece boyu inkiibasyonu saglandi.

2) Ureyen hiicrelerden 1 ml almarak 100 ml LB siv1 besiyeri igerisinde 4 saat inkiibe
edildi. Bakterilerin konak¢t DNA’y1 almaya hazir olduklar1 zaman biiylime egrisinde log

fazinin ortalarina denk gelen stiredir.

3) Inkiibasyon sonras1 10 dakika buz iizerinde bekletildi.

4) 50 mI’lik falkonlara boliinerek 2000 rpm’de +4 °C’de santrifiij edildi.

5) Siipernatant atild1 ve pelete soguk 50 mM CaCl2 /10mM Tris (pH: 7.4)’den 100 ml
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ilave edildi.

6) 15 dakika buzda bekletildi ve 2000 rpm 37 °C’de 15 dakika santrifiij edildi.
7) Siipernatant atildi.

8) Pelete 9 ml 50 mM CaCl/10 mM Tris + 1 ml %100 gliserol eklendi.

9) Eppendorf tiiplere boliinerek -80 °C’ye kaldirildi.

3.3.2. Agar Plate Hazirlama

Agirlik/Hacim oram1 %1 olacak sekilde 200 ml besiyeri i¢in 2 gr bakteriyolojik agar
(Oxoid L11) tartildi ve 200 ml LB siv1 besiyeri eklenerck otoklavlandi. Sogumaya
birakilan 200 ml s1v1 besiyeri i¢in final konsantrasyonu 100 mg/ml olacak sekilde 200 pl
amfisilin (Sigma A9393) eklendi. Besiyeri bakteriyolojik petrilere 30- 40 ml dagitilarak
sogumasi beklendi. Petriler su buhar1 olugsmamasi adina yar1 agik konumda laminar flow
icerisinde bekletildi ve donma gerceklestikten sonra kapaklar kapatilip parafilmlenerek

kullanim zamanina kadar +4C’de muhafaza edildi.

3.3.3. E.Coli DH50 Kompetan Hiicresine Plazmid Transformasyonu

-80 °C’den ¢ikarilan kompetan hiicrelerin buz tizerinde erimesi beklendi ve sirasiyla;

1) 75 pl kompetan hiicre ile 25 pl Dpnl kesim tirtinii (50-10 ng) steril bir eppendorf tiipte
ve buz iizerinde 30 dakika inkiibe edildi.

2) Siire sonunda 42 °C’de 1 dakika 1s1 sokuna maruz birakildi ve tekrar buz tizerine alindu.
3) Tiipiin tizerine antibiyotiksiz 950 ul LB sivi besiyeri eklenerek 37 °C 120 rpm’de gen
ekspresyonu saglamasi adina 1 saat cogalmaya birakildi.

4) Siire sonunda antibiyotikli Agar petrilere yayma islemi gergeklestirildi ve 37°C’de
inkiibasyonu saglandi. Bu sayede amfisilin direng geni igeren plazmid DNA’sim alan
bakteriler cogalip koloni olusturmustur.

5) Olusan kolonilerden tek koloni se¢imi gergeklestirildi ve amfisilin i¢ceren 200 ml LB
s1v1 besiyeri igerisinde gece boyu 37 °C ve 150 rpm’de inkiibasyonu saglandi.

6) Ertesi giin plazmid izolasyonu gergeklestirmek i¢in 4500 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilerek supernatant atild1 ve peletler -20 °C’ye kaldirildi.
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3.4. Bakteriden Fenol-Kloroform-izoamil Alkol Yontemiyle Plazmid izolasyonu

Glukoz/Tris/EDTA (Soliisyon 1)
e 50 mM Glukoz
e 25mM TrisCl
e 10mMEDTA

0,9 gr glukoz tartilir. 50 ml ddH2>0O’da ¢oziiliir. 2,5 ml 1M TrisCl (pH.8) ve 10 ml 0,1 M
EDTA (ethylendiamine tetra acetic acid) eklenerek 100 ml ddH20’ya tamamlandi.

Bu soliisyondaki EDTA; hiicre yapisinin korunmasi igin gerekli olan Mg*2 iyonlarini
baglayarak hiicre yapisini bozar ve DNA degradasyonunu saglayan hiicre enzimlerini
inhibe eder. Glukoz bir sonraki lizis asamasi i¢in hiicrelerin sigsmesini saglar. Tris ise

ortam pH’sinin sabit kalmasini saglayan bir tampondur.

NaOH/SDS (Soliisyon 2)
e 2ml NaOH
e 10 ml %10 SDS

Bu soliisyondaki anyonik deterjanlar hiicre zarmmin lipid yapisimi lizise ugratarak
uzaklastirir ve hiicre membran yapisini1 bozarak bakteri hiicrelerinin lizise ugramasin ve

plazmidlerin ortama salinmasini saglar.

Potasyum—Asetat pH:4,8 (Soliisyon 3)
e 49,075 gr KAc tartilip 80 ml dH20’da ¢ozdiiriiliip pH ayarlandiktan sonra 100

ml’ye tamamlandi.

Bu soliisyon proteinlerin ve genomik DNA’nin yiiksek konsantrasyonda potasyum asetat

baglayarak santrifiigasyon ile ¢oktiiriilmelerini saglar.

Fenol/Kloroform/izoamil Alkol

e Oranlar sirastyla 25:24:1 ml’dir.

1) Biitiin gece iireyen bakterilerden 1,5 ml eppendorfa alindu.

2) 13400 rpm’de 75 saniye satrifiij yapildi.
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3) Siipernatant ¢ekip atildi.

4) Pelet 100 ul Soliisyon 1 ile vorteks ve pipetaj yapilarak kaldirildi. Pelet tekrar siispanse
edildikten sonra 5 dk buz {lizerinde inkiibe edildi.

5) 200 ul Soliisyon 2 eklenerek birka¢ defa alt list edildikten sonra 5 dk buz iizerinde
inkiibe edildi.

6) 150 ul Soliiston 3 eklenerek 2 saniye vortekslendi ve 10 dk buz iizerinde inkiibasyon
saglandi.

7) 8000 rpm 10 dk santrifiij edildi.

8) Ust faz yeni eppendorflara aktarilds.

9) Final dozu 0,5 ug/ul olacak sekilde RNase eklendi ve 37°C’de 30 dk su banyosunda
enzimin aktiflesmesi saglandi.

10) Esit hacimde Soliisyon 4 eklendi.

11) 8000 rpm 10 dk santrifiij edildi.

12)Ust faz yeni eppendorflara aktarildi. Ust faz alinirken kesinlikle ara fazda bulunan
beyaz c¢okeltiye temas edilmemelidir. F:C:I protein ve RNA komplekslerine baglanip
¢Okmesini saglar ve bu ¢oOkelti ile temas olursa protein kontaminasyonuyla
karsilasilmaktadir.

13) Hacmin 2 kat1 oraninda %100 Etanol eklendi ki bu DNA molekiiliiniin etrafindaki
H20 molekiillerini cekmek amaciyla kullanilir.

14) En az 1 saat -80°C’de inkiibe edildi.

15) 8000 rpm 10 dk santrifiij edildi.

16) Siipernatant atild1 ve peletin speedvac kullanilarak kurutulmasi saglandi.

17) Alkolden tamamen arindiktan sonra pelet, 50 ul TE Buffer’da (TrisCI/EDTA: DNA’y1

uzun siire saklamak i¢in kullanilir) ¢6zdiirtildii.

3.4.1. Bakteriden Plazmid Izolasyonu

Plazmid izolasyonu bir baska yontem olan Invitrogen Purelink HiPure Midiprep Kkiti
(K2100-14) ile de gergeklestirildi. -20°C’den ¢ikartilan peletler vortekslenerek
¢Ozdiiriildii ve buz iizerine alindi.

1) Peletin yogunluguna gére RNaz eklenmis Resuspension Buffer (50 mM Tris-HCI, pH
8.0, 10 MM EDTA) ilave edilerek siispansiyon bir karisim elde edildi.
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2) Ayni oranda Lysis Buffer (0.2 M NaOH, %1 SDS) eklenerek birkag defa nazik bir
sekilde altiist edildi ve 5 dakika inkiibasyon saglandi.

3) Siire sonunda sogutulmus Precipitation Buffer (3.1 M Potasyum asetat, pH 5.5) eklendi
ve siit kesigi goriinlimii kazanana kadar hafifce altiist edildi.

4) 10.000 rpm 15 dakika santrifiij edildi.

5) Bu sirada anyon takasli kolonlara dengeleme amagli kullanilan kolonlara yiiksek tuz
konsantrasyonlu Equalibration Buffer 10 ml (0.1 M Sodyum asetat, pH 5.0, 0.6 M NaCl,
0.15% (v/v) TritonX-100) eklendi.

6) Santrifiij bitiminde siipernatant temiz tiiplere alindi ve kolonlara yiiklendi.

7) Sonrasinda 2 defa 10 ml Wash Buffer (0.1 M Sodyum asetat pH 5.0, 825 mM NaCl)
eklenerek kolonlar yikandi.

8) Negatif yiikli DNA’y1 tutan kolonlar 15 ml’lik falkona aktarilarak 5 ml Elution Buffer
(100 mM Tris-HCI pH 8.5, 1.25 M NaCl) ile temiz tiipe akmas1 saglandi.

9) 3,5 ml isopropanol eklenerek 10.000 rpm +4°C’de 1 saat santrifiij edildi.

10) Siipernatant atildi ve soguk %70’lik etanol eklendi ve ¢oken DNA’nin Yeri
belirlenerek 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

11) Siipernatant atildi. Alkoliin DNA etrafindaki suyu cekerek saflagtirma islemini
tamamlamasiyla ¢okelti kurumaya birakildi.

12) Coken DNA miktarina gore 100-200 ul TE Buffer (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 0,1 M
EDTA) ile ¢ozdiiriilerek Multiskan Thermo spektrofotometrede DNA konsantrasyonu
olgiildi.

13) Plazmid DNA’s1, %1,5 agaroz jelde incelenerek -20°C’ye kaldirildi.

3.5. Agaroz Jel Elektroforezi

%1,5’lik agaroz jel hazirlanmasi i¢in 1,5 gr toz agaroz (Sigma Cat. A5093) tartild1 ve 100
ml TBE (Tris-Sigma /Borat- Merck 1.00165.1000 / EDTA- Sigma E5134) ile kaynatilarak
¢ozdiiriildii. Sogumaya birakilan ¢ozelti 1lik hale geldiginde igerisine 0,5 pg/ml etidyum
bromiir (EtBr/Sigma E87519) eklendi. EtBr DNA’ya interkalasyon yaparak UV 15181
altinda floresan sinyal veren katyonik ve mutajenik bir ajandir. Elektroforez kiivetine
taraklar yerlestirilerek 1lik agaroz jel elektroforez kiivetine dokiildii. Oda sicakliginda 15-
20 dakika polimerize olmast igin beklendi. Jel polimerize olduktan sonra taraklar jelden

cikarildi ve agaroz jel elektroforez tankina (BIORAD) yerlestirildi.
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100 bp’lik DNA marker ve jelde goriintilenmek istenen DNA {irlinii mikropipet
yardimiyla kuyucuklara koyularak tanka bagli glic kaynagi ile 100 voltta 20 dakika

yiiriitiildii ve UV 15181 altinda transilliiminatdr yardimiyla bantlar kontrol edildi.

3.6. TNFR1 Geninin Mutasyon Yaratilan Bolgesinin PCR Yontemi ile Cogaltilmasi
Elde edilen plazmidlerde mutasyon, Sanger dizileme ile belirlendi. Bu amagla, 6ncelikle,

gen bolgesi PCR yontemi ile Palm Cycler cihazinda reaksiyon gerceklestirildi.

Reaksiyon:
Steril ddH20, 5ul Q soliisyonu (Qiagen), 2,5ul 10X tampon (Qiagen), 1pmol dNTP,
1pmol ileri ve geri primerler, 2 iinite Taq Polimeraz, 100ng plazmid DNA’s1 toplam hacim

25 ul olacak sekilde deney tiipiinde hazirlandi.
pcDNA3.1A fleri Primer: 5> GCGTTTAAACGGGCCCTCTAGACTC 3’
pPcDNA3.1A Geri Primer: 5 GTCGACGGCGCTATTCAGATCTC 3°

Reaksiyon kosullar; 95 °C’de 5 dakika ilk denatiirasyonun ardindan, 95 °C’de 45 saniye,
61 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 90 saniyeden olusan 35 déngii, son olaraksa 72 °C’de 15
dakika son uzama evresi olacak sekilde diizenlendi. PCR reaksiyonu sonunda reaksiyonun

gerceklesip gergeklesmedigi %1,5°lik agaroz jelde kontrol edildi.

3.6.1 PCR Purifikasyonu

PCR purifikasyonu, istenmeyen dNTP’lerin, primer atiklarinin kimyasallar yardimiyla
uzaklagtirilmasini  saglar. Amacimiz saf reaksiyon {riinii elde etmektir. PCR
purifikasyonu, kit kullanilarak (Invitrogen, K3100-01) diretici firmanin protokolii

cergevesinde gergeklestirildi:

1) Reaksiyon hacminin 4 kat1 kadar Binding Buffer (B2) eklendi.

2) Bu karigim negatif yiiklii DNA’y1 tutmast i¢in tasarlanan silika membrane yapisindaki
pozitif yiiklii kolonlara yiiklendi.

3) 12500 rpm’de 60 saniye santrifiij edildi.

4) 650 ul Wash Buffer (W1) kolonlara yiiklendi.

5) 12500 rpm 60 saniye, ve hemen ardindan 13400 rpm 120 saniye santrifiij edildi.
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6) Kolonlar yeni eppendorf tiiplere alindi ve 50 pl Elution Buffer eklenerek oda
sicakliginda 1 dakika inkiibasyonu saglandi.
7)13400 rpm 120 saniye santrifiij edildi ve DNA kolondan ayrildi.

Saflagtirma islemi gerceklestirilen plazmid DNA’s1 oncelikle %1,5°lik agaroz jelde
kontrol edildi ve -20 °C’ye kaldirildu.

3.7. Sanger Dizileme Yontemi ile Dogrulama Reaksiyonu
Sekans reaksiyonu, BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit ile kuruldu ve ABI
MicroAmp Fast 96 kuyucuklu optik plakalara 6rnekler yiiklenip Tibbi Biyoloji ve Genetik

Anabilim Dali’nda bulunan 16 kapillerli sekans cihazinda yiiriitiiliip analiz edildi.

Reaksiyon:
Steril ddH-0, 3.2 pmol geri primer, 2 pl 5X tampon, 1 pl BigDye, 1 ul PCR purifikasyon
tirlinii toplam hacim 10l olacak sekilde , 96°C’de 1 dakika 6n denatiirasyonun ardindan,

96°C°de 10 saniye, 50°C’de 5 saniye ve 60°C’de 4 dakika 25 déngii ile tamamland.

3.7.1 Sekans Purifikasyonu
Sekans reaksiyonunun ardindan, tiip igerisinde kalan DNA atiklarini temizlemek amaciyla

Etanol-Sodyum asetat presipitasyon yontemiyle gergeklestirildi.

3M NaAc: 4,92 gr NaAc tartildi ve 10 ml steril su ile ¢ozdiiriildi. pH 5.2’ye ayarlanarak
hacim 20 ml’ye tamamlandi. Ependorflara alikotlanarak -20 °C’ye kaldirildi.

1) Reaksiyon iriinlerinin tizerine 2 ul 3M NaAc yiiklendi.
2) Bu karigim yeni ependorf tiiplere alinarak 30 pl %100 etanol eklendi. Birkag saniye

boyunca vortekslenerek 20 dakika boyunca buz iizerinde inkiibasyonu saglandi.
3) 13400 rpm’de 25 dakika santrifiij edildi.

4) Tiipiin dibine ¢oken ¢okeltiye degmeden supernatant atildi.

5) 200 pl etanol eklenerek 13400 rpm’de 8 dakika santrifiij edildi.

6) Dikkatli bir sekilde ¢okeltiye degmeden supernatant atildi.

7) Alkolden armincaya dek SpeedVac cihazinda kurumaya birakildi.
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3.7.2 Sekans Uriinlerinin Cihaza Yiiklenmesi
Sekans iirtinleri 20 pl steril su ile ¢ozdiiriilerek 96 kuyucuklu optik plakalara aktarildi ve
151k gérmeyecek sekilde septa ile kapatilarak ABI 3130 Genetic Analyzer cihazinda

yiiriitiildii. Sonuglar Chromas programinda incelendi.

3.8. Hiicre Kiiltiirii

In vitro olarak gerceklestirdigimiz ¢alismamizda, SV40 biiyiik T antijeni ile transforme
edilmis insan embriyonik bobrek hiicre hatti 293T kullanildi. Hiicreler L-glutamin
(Lonza), esansiyel olmayan amino asitler, sodyum piriivat, %10 Fetal Dana Serumu (FBS-
Biochrom cat. N0:S0115), Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin B (Bl- 03 033 113) ve
gentamisin ilaveli DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium- Biochrom FG0415)
icinde; %5 CO2’lik atmosfer, %95 nem ve 37°C’lik inkiibatérde monolayer kiiltiir olarak

cogaltild.

3.9. 293T Hiicrelerine CaPO4 Yontemiyle Yabaml Tip TNFR1 ve Mutant Plazmid
Transfeksiyonu

Yabanci DNA’nin Okaryotik memeli hiicresine aktarilmasi ve gen ekspresyonunu
gerceklestirme islemi olan transfeksiyon yontemi, kimyasal yontemle uygulandi. Bu

yontem i¢in kullanilan soliisyonlar;

0,25 M CacCl2 (Sigma C1016): 2,75 gr CaCl; 100 ml distile su ile ¢ozdiiriildii ve 0,2 um
filtreden gecirilerek 15°1ik falkonlara alikotland:

2X HEPES (pH 7.05): 500 ml hazirlamak igin; 8 gr 280 mM NaCl (Merck 1.06404.1000),
0,37 gr 10 mM KCI (Sigma P9333), 0,3 gr 1.5 mM Na2HPO4.H20 (Merck
1.06345.1000), 1 gr 12 mM D-Glukoz (Sigma 16301), 5 gr 50 mM HEPES (Sigma
H3375) kullanildu.

PBS (Phosphate Buffer Saline) Soliisyonu (pH 7.4): 8 gr NaCl, 0,2 gr KCI (Sigma),
1,44 gr NaH2PO4 (Sigma), 0,24 gr KH2PO4 800 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriiliip pH 7.4
olarak ayarlandiktan sonra hacim 1 litreye tamamlandi. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda

kullanilmadan 6nce otoklavlandi.
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293T hiicreleri transfeksiyondan bir giin once, Tripsin-EDTA (Gibco 25200-056)
soliisyonu ile kaldirilip, 100x20 mm steril petri kaplarina ertesi giin %60-70 yogunluk
olacak sekilde pasajlandi. Petri basina 8 ug DNA olacak sekilde karisim hazirlandi. 15°1ik
falkon tiiplere oncelikle DNA koyuldu ve iizerine 500 ul’ye tamamlanacak sekilde 2X
HEPES soliisyonu eklendi. 500 ul1 0,25 M CaCl» yavasca ve damlalar halinde kopiirtiilerek
¢ozeltiye eklendi. 30 dakika kadar DNA+CaPOs4 kompleksinin olusmasi beklendi.
Presipitatlar gozlemlendikten sonra vortekslenerek pipetaj yapilan karisim 10 cm
yiikseklikten hiicrelerin iizerine birakildi ve gece boyu inkiibasyonu saglandi. Ertesi giin
transfeksiyonun etkinligini arttirmak amaciyla besiyeri ¢ekilerek, hiicreler 1 dakika %10
gliserolli DMEM ile muamele edildi ve siire sonunda 1X PBS ile yikama islemi
gerceklestirildi. Ardindan normal biiyiime ortamina alinarak %210 serumlu DMEM ile
inkiibatore kaldirildi.

3.10. 293T Hiicrelerinin TNF ile Muamelesi

Transfeksiyon isleminden 48 saat sonra gen ekspresyonu gerceklesen hiicrelere; %10
serumlu besiyeri uzaklastirilarak, biliylime faktorlerinin olmadigi serumsuz besiyeri
eklendi. Hiicreler 16 saat boyunca serumsuz ortamda inkiibe edildi. Siire sonunda 1 saat
fosfataz inhibitérii olan Sodyum orthovanadate (NasVaOas’den 5 ul eklenerek 1 saat
inkiibe edildi. Final konsantrasyonu 10 ng/ml TNF muamelesi ardindan deney

basamaklarina gore degisen siireler icerisinde hiicre lizatlar1 toplandi.

3.11. Hiicre Lizati Hazirlanmasi

Triton-X Lizis Tamponu (pH 7.4): 100mM Sodyum Floriir (NaF-Sigma S7920), 50mM
HEPES (Sigma H3375), 150mM Sodyum Kloriir (NaCl- Merck1.06404.1000), %10
Gliserol (Sigma G2025), %1,2 Triton-X100 (Merck 1.08603.1000), 1ImM Magnezyum
Kloriir (MgCl2-SigmaM8266), 1ImM EGTA (Amresco 0732), 1ImM Sodyum-o-vanadate
(Sigma S6508) ve 1x proteaz inhibit6r kokteyli (Roche-cat. no: 11 836 145 001).

Hiicre petri kaplarindan besiyeri uzaklastirillarak 1X PBS ile yikama islemi
gergeklestirildi. 1 ml Triton-X Lizis tamponu hiicrelere verilerek hiicre kaziyicisi (Greiner
cell scraper 541 080) ile petrilerden toplanan lizatlar 1,5 ml’lik ependorflara alinarak -80
°C’de sakland.
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3.12. Hiicre Lizatlarinin Protein Miktarinin Belirlenmesi (Bradford Yontemi)
Stok BSA (10 mg/ml): 100 mg BSA tartilarak 10 ml steril su igerisinde ¢ozdiiriildii ve
0,2 um filtreden gegirilerek -20°C’de saklandi.

-80 °C’den buz tizerine alinan hiicre lizatlar1, 10.000 rpm’de santrifiij edildikten sonra dibe
coken hiicre artiklart atilarak siipernatant yeni ependorfa aktarildi. 10 mg/ml stok BSA
soliisyonundan 1 mg/ml BSA hazirlandi. Bradford (BioRad 500-0006) reaktifi ddH-O ile
5 kat seyreltilerek hazirland1 ve 151k gormeyecek sekilde saklandi. 96 kuyucuklu kiiltiir
kaplarina 0, 0.5, 1, 3, 5, 7, 9 ul BSA iiger tekrarli olacak sekilde eklendi. Ayni sekilde
hiicre lizatlarindan 1 pl Gi¢li tekrarlar halinde ayr1 ayri koyuldu. 100 pl Bradford Assay
Reagent eklenerek 595 nm dalga boyunda protein miktar1 tayin edildi. Islem BSA

sollisyonu baz alinarak standart egri formiiliine gore proteinlerin miktarlarini ortaya koyar.

3.13. Western Blot Yontemi
5X PBS (pH 7.4): 40gr NaCl, 1gr KCl, 7,2gr Na2HPOA4, 1,2gr KH2PO4 tartilip, 800 ml

distile su icerisinde ¢oziildii. pH 7.4’e ayarlanarak hacim 1 litreye tamamlandi.

1X PBS-T: 800 ml distile su ile 200 ml 5X PBS igerisine 1 ml Tween-20 (Merck
8.22184.1000) eklendi ve altiist edilerek karistirildi.

Resolving Buffer (1,5M TrisBase pH 8.8): 90,85 gr Tris Base tartild1 ve 400 ml distile

suda ¢ozdiiriiliip pH ayar1 yapildiktan sonra hacim 500 ml’ye tamamlandh.

Stacking Buffer (0,5M TrisBase pH 6.8): 30,28 gr Tris Base tartildi ve 400 ml distile

suda ¢ozdiiriiliip pH ayar1 yapildiktan sonra hacim 500 ml’ye tamamlandi.

%10 SDS: 50gr Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) tartilip 300ml distile suda ¢6zdiiriildii ve

hacim 500 ml’ye tamamlandi.

10X Running Buffer: 15 gr Tris Base ile 94 gr Glisin (Vivantis PR0608) tartildi. 800 ml
distile suda ¢ozdiiriilerek 50 ml %10 SDS eklendi ve hacim 1 litreye tamamlandi.

1X Running Buffer: 1350 ml distile su ile 150 ml 10X Running Buffer ile karistirilarak
elde edildi.
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Akrilamid/Bisakrilamid (29/0.8): 290 gr Akrilamid (Merck 8.00830.1000) ile 8 gr
Bisakrilamid (Merck 2610) 1 litre distile suda ¢ozdiiriilerek 0,22 um vakum filtreden

gecirilerek 151k almayacak siselerde saklandi.

%10 Amonyum Persiilfat: 0,1 gr APS (Sigma A3678) 1 ml steril distile su icerisinde

vortekslenerek ¢ozduriildi.

Transfer Buffer: 14,5 gr Tris Base ile 7,5 gr Glisin 2 litre su icerisinde ¢ozdiiriildi ve

deney oncesinde 500 ul metanol eklendi.

SDS Yiikleme Tamponu: 1 ml gliserol, 3 ml %10 SDS, 1.25 ml 1M Tris-HCI pH 6.7,
1,2pg bromofenol mavisi eklendi. 0,22 pm filtreden gegirilerek alikotlanip -20 °C’ye
kaldirildi. Kullanmadan 6nce Im1’ye 50 pl B-merkaptoetanol (Sigma M3148) ilave edildi.

Membran Bloklama i¢in %1 BSA: 1 gr Bovine Serum Albumine tartilarak 100 ml 1X
PBS-T icerisinde ¢ozdiiriildi ve kagit filtreden gegirildi.

Kullanilan Antikorlar: p-JNK (Santa Cruz sc-12882), INK (Santa Cruz, sc-7345), p-p38
(Cell Signalling, 9211L), p38 (Cell Signalling, 9212S), p-AKT (Cell Signalling, 92715S),
AKT (Cell Signalling, 9272S), p-ERK (Santa Cruz, sc-7383), ERK (Santa Cruz, sc-94),
GAPDH (Santa Cruz, sc-47724), Anti-Mouse Sekonder Antikoru (KPL, 474-1806), Anti-
Rabbit Sekonder Antikoru (KPL, 474-1506) katalog numaralariyla Cell Signalling, Santa-

Cruz ve KPL Biyoteknoloji firmalarindan temin edilmistir.

3.13.1 SDS-Page Jel Elektroforezi
[saretledigimiz proteinler 25-120kDa aralifinda oldugu igin isaretleme ve rezoliisyon

etkinligi acisindan %10°luk resolving jel kullanim1 tercih edildi.
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Resolving Jel i¢in;

Resolving Jel %7 %10 %12 %15
Su 15 ml 11,55 mi 10,5 ml 7,05 mi
Resolving 7,5 ml 7,5 ml 7,5 ml 7,5ml
Buffer
Acr:Bis 7,05 ml 10,5 ml 12 ml 15 mil
%10 SDS 300 pl 300 pl 300 ul 300 pl
APS 300 pl 300 pl 300 pl 300 pl
Temed 30 ul 30 ul 30 ul 30 ul
Toplam 30 ml 30 ml 30 ml 30 ml

Resolving jel hazirlanan camlarin arasindan dokiildiikten sonra jelin {izeri %1 SDS ile

diiz bir yap1 olugmas1 i¢in kaplandi. Ardindan Stacking jel hazirlandi:

10 mi(iki jel icin)

Stacking Jel 5 mi(Tek jel icin)

Su 3aml 6 ml
Stacking Buffer 1,25 ml 2,5ml
Acr:Bis 625 pul 1,25 ml
%10 SDS 50 pl 100 pl
APS 50 ul 100 pl
Temed 5ul 10 pl
Toplam 5mil 10 ml

Stacking hizalama jeli hazirlaninca taraklar takilarak jelin 1 saat siire boyunca donmasi

beklendi. Resolving ayristirici, Stacking hizalama jeli olarak anilir.

3.13.2. Jele Yiiklenecek Orneklerin Hazirlanmasi

Protein konsantrasyonlar: belirlenen lizatlar buz iizerine ¢ikarilarak erimesi beklendi.

Orneklerden 100 pg almarak, iizerlerine lizat hacminin yarist kadar SDS yiikleme

tamponu koyuldu. 95 °C’de 5 dakika boyunca Dry Block Heating Thermostat (Bio TDB-
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100) cihazinda inkiibe edildi. Jel yiikleme tipleri (ExactaCruz sc-201732) ile
poliakrilamid jele yiiklendi. Jelin ilk sirasina protein marker (Bio-Rad 161-0374)
yiiklendi. Jele yiiklenen 6rnekler stacking jeli gecene kadar 120 voltta, resolving jelde ise
150 voltta 1X running buffer ile yiiriitildi. (Cihaz: Amersham 80-6171-96). Yiiriitiilen

orneklerin goriintiilenmesi amaciyla, jelden PVDF membrana transfer agsamasina gegildi.

3.13.3. Proteinlerin PVDF Membrana Transferi

Proteinlerin jel igerisinde yiiriime islemi sonlandiktan sonra camlar akan soguk suyun
altinda bekletildi. Transfer cihazinin aparatlari, transfer stingeri, whatman kagidi (Sigma
Z691011), PVDF membran (Biorad Cat. No: 1620177), transfer tamponu ve metanol
hazirlandi. Transfer aparatinin negatif yiiklii siyah kismina transfer tamponu ile 1slatilmis
transfer siingeri yerlestirildi. Uzerine whatman kagidi uygun boyutlarda yerlestirilerek
tizerine camlarin arasindan dikkatlice ¢ikarilan jel koyuldu. Poliakrilamid jelin iizerine
metanol ile 1slatilmis PVDF membran hava kabarcig1 kalmayacak sekilde yerlestirildi.
Ardindan tekrar whatman kagidi ve en iiste siinger gelecek sekilde konularak transfer
aparat1 dikkatlice kapatildi. Transfer tamponu ile doldurulan transfer cihazina aparatlar
hizlica yerlestirildi. Cihaz buz iizerine yerlestirilip, gece boyu 40V akimda yiiriitiilerek

proteinlerin membrana transferi saglandu.

3.13.4. PVDF Membranin isaretlenmesi

Proteinlerin PVDF membrana transferi gerceklestikten sonra, membran metanol ile fikse
edilip kurutulduktan sonra %1 BSA soliisyonu ile 2 saat boyunca bloklandi. Sonrasinda
%1 BSA ile hazirlanmis primer antikor (1/1000 ile 1/10.000 arasinda degisen oranlarda)
ile 1 saat isaretlendi. Bazi primer antikorlarin isaretlemesi gece boyu +4 °C’de yapildi.
Primer antikor uzaklastirilarak 30’ar dakika 2 kere 1X PBS-T ile yikama islemi
gerceklestirildi ve %1 BSA ile hazirlanmis sekonder antikor olan anti-mouse veya anti-
rabbit (1/2500 ile 1/5000 arasinda degisen oranlarda) ile oda sicakliginda 1 saat
isaretlendi. Siire sonunda sekonder antikor alinarak 2 kez 30’ar dakika 1X PBS-T ile
yikama gergeklestirildi. Membran temiz bir alana alinarak 1 dakika boyunca ECL (Biorad
Clarity ECL Cat.1705061) reaktifine maruz birakildi. Ardindan karanlik odada
kemiiliminesans olarak ECL reaktifi kullanilarak membran iizerindeki spesifik sinyaller

radyolojik filme (Kodak 8116428) aktarildi. Filme gecen sinyaller Developer soliisyonu
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ile gelistirilerek Fixer soliisyonunda fikse edildi ve son olarak su icerisinde yikanarak

kurumaya birakildi (ILFORD PQ UNIVERSAL Cat. 1155082).

Fosforilasyon seviyesi belirlenen proteinlerin ayn1t membran {izerindeki bazal seviyelerini

belirlemek amaciyla strip-off islemi gerceklestirildi.

3.13.5. Strip Off islemi
Strip-off Soliisyonu: 67,5 ml steril H20, 20 ml %10 SDS, 12,5 ml TrisBase 0.5M pH 6.5
soliisyonlar1 cam bir sisede hazirlanarak mikrodalga firinda 55°C’ye kadar 1sitild1 ve 704

ul B-Merkaptoetanol eklendi.

Calkamali inkiibator sicakligi 55°C’ye ayarlandi ve membran agzi kapali bir kap
icerisinde 55°C sicakliktaki strip-off soliisyonu ile 20-30 dakika boyunca ¢alkalandi.
Daha sonra oda sicakliginda 15’er dakika 3 defa 1X PBS-T ile yikama islemi
gerceklestirildi. Membran bagka bir antikorla isaretlenmek {izere 3.13.4 baglig1 altinda

anlatilan islemlere tabi tutuldu.

3.14. NF-kB Aktivasyonun Etkisinin Belirlenmesi

293T hiicrelerine; her kuyucuga 150 ng NF-kB baglanma bolgesi i¢eren ve lusiferaz geni
klonlanmig NF-luc plazmidi ve 150 ng salmon sperm DNA’s1 (bos), yabanil tip TNFR1,
TNFR1-SH3-P/A ile lipofektamin 2000 ajani kullanilarak 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kaplarinda, her kuyucukta esit hiicre olacak sekilde transfeksiyon islemi gerceklestirildi.
Transfeksiyon islemi 25 pl serumsuz besiyeri igerisinde; 150 ng NF-luc, 150 ng plazmid
ornegi ve 0,4 pl Lipofectamine-2000 (Thermo-Fisher Cat. 18324012) ajani ilave edilerek
kuyucuklara dagitildi. 20 dakika kompleks olusumu beklendi. Her bir kuyucuk i¢in thoma
laminda sayilan 293T hiicreleri, 25.000 hiicre/100 pl serumlu besiyeri olacak sekilde
kuyucuklara ilave edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra, her bir setten (mutant, yabanil
tip ya da bos transfekte ornek setleri) 5’er kuyucuga TNF-a verilip, 5’er kuyucuga
verilmeyecek sekilde tasarlandi. Serumlu besiyeri igerisinde final konsantrasyonu 10
ng/ml olacak sekilde TNF-a verilecek kuyulara ilave edildi. TNF-a verilmeyen kuyulara
serumlu besiyeri eklendi. TNF-o muamelesinden 6 saat sonra, hiicrelerde gerceklesen
lusiferaz aktivitesi Promega OneGlo lusiferaz assay kiti ile luminometrede Slgiimii

gerceklesti.
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3.15. MTT Proliferasyon Testi

MTT (5 ng/ml): (Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT,
AppliChem, A2231), belirtilen konsantrasyonda 1X PBS ile ¢6zdiiriildii ve steril kabinde
0,22 um filtreden gegirilerek karanlikta muhafaza edildi.

NF-kB aktivasyon sonucunun hiicre sayisina bagli olmadigini kanitlamak amaciyla MTT
canlilik testi ile karsilagtirildi. MTT deneyine baslamadan 6nce 96 kuyulu kiiltiir kaplari
ile 3.14 basghig altinda anlatilan deney tekrarlandi. Daha sonra kuyu basina 20 ul MTT
soliisyonu eklendi ve 4 saat boyunca 37°C etiivde inkiibe edildi. Elde edilen verilerin

analizleri Prism GraphPad programlar1 kullanilarak degerlendirildi.
Sonuglar normalize edilerek ve + standart hata degerleri belirlenerek gosterildi.

3.16. Apoptoz Indiiksiyonu
Yabanil tip TNFRI1 ile mutant plazmidin apoptoz indiiksiyonuna olan etkilerinin
belirlenmesi adina kolorimetrik Kaspaz-3 (Biovision K106) ve Kaspaz-8 (K113-200)

aktivasyon deneyleri yapildi.

Transfeksiyon isleminin 48. saatinde, 24 saat boyunca kuyucuklara 10 ng/ml TNF-a
muamelesi yapildi. TNF-o muamelesi yapilan kuyucuk kadar islem gormemis
kuyucuklarda 24 saat boyunca serumlu besiyerinde bekletildi. Siire sonunda lizatlar 1X
PBS ile kazmarak toplandi ve 13400 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
dokiilerek ¢oken peletin iizerine 50 pl Cell lysis buffer ile hiicreler lizis edildi. 10 dakika
buz tizerinde inkiibasyon gerceklestirildi. 13400 rpm’de 1 dakika santrifiij tekrarlandi ve

stipernatant yeni ependorf tiipe alinarak -80 °C’ye kaldirildu.

Protein konsantrasyonu Bradford yontemi (3.12) ile belirlendi. Her bir protein lizati, 150
ng lizat hacmi olacak sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina eklendi ve hacim hiicre liziz

tamponu ile 50 pl’ye tamamlandi. 10 mM DTT igeren 2X reaksiyon tamponu her bir

kuyucuga 50 pl ilave edildi. Lizatlar, 2 saat boyunca kaspaz 3 aktivasyon deneyi i¢in 200
uM DEVD-pNA ile veya kaspaz 8 aktivasyon deneyi i¢in 200uM IETD-pNA ile 37 °C’de
151k almayacak sekilde inkiibe edildi. 405 nm dalga boyunda ELISA okuyucusu (Thermo
Labs Multiskan Spectrum) ile gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. TNFR1 Translasyon Haritasinin incelenmesi ve SH3 Baglanma Bolgesinin
Belirlenmesi

TNFR1 proteininin aminoasit dizilimi incelendiginde C-terminal bolgesinde prolince
zengin P4sgPAP4s1 motifini belirledik ve bu dizinin SH3 domain igeren proteinler i¢in bir

baglanma bolgesi olabilecegini ongordiik (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. TNFR1 proteininin translasyon haritasindaki C-terminal bolgesindeki SH3 baglanma bolgesi
PPAP aminoasitlerinin kirmizi ile gosterimi

Calismamizda prolince zengin SH3 baglanma bolgesi olabilecegini diislindiiglimiiz
bolgeye spesifik olarak mutasyon gerceklestirerek, insan TNFR1 proteininin

aktivasyonuna olan etkilerini arastirdik.

4.2. TNFR1 Proteini SH3 Baglanma Boélgesinin Alanin Mutantimin Olusturulmasi
Insan TNFRI1 proteini C-terminal bolgesinde prolince zengin PPAP motifi SH3 bolgesi

iceren proteinlerin baglanma bdlgesi olabileceginden prolin kodlayan kodonlart SH3
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bolgesini bozacak fakat bagka higbir yapisal degisiklige yol agmayacagini diistindiigiimiiz
bir aminoasit olan alanin (A) kodlayan kodonlara gevrildi. PPAP bolgesinin TNFR1 sinyal
iletimi {izerinde rolii olup olmadigini anlayabilmek adina; PPAP motifini kodlayan “ CCG
CCC GCG CCC " dizisi “ GCG CCC GCG GCC ” dizisine gevrilerek “ PPAP ” motifinin
“ APAA ” kodlamasini sagladik. Bunu gergeklestirmek igin, bolgeye spesifik primerler
ve daha 6nce Derya Ozes tarafindan pcDNA3.1A vektérii kullanilarak yaratilmis insan

TNFR1 ekspresyon vektorii kullanilmistir.

Bolge 0zgiil mutasyon (site-directed-mutagenesis-SDM)  yontemini  kullanarak
yarattigimiz vektoriin ilgili bolgesi Sanger dizileme ile dizilendiginde elde ettigimiz

mutant plazmiddeki degisimler asagida gosterilmistir (Sekil 4.2).

CcC G G T C€ €6 € CCC G 6 € CCA G PR G G G AT C ¢

Yabanil tip TNFR1 proteini
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TNFR1-SH3-P/A mutanti reverse dizi CCG>GCG ve CCC>GCC

Sekil 4.2. TNFR1 proteini iizerinde gerceklestirilen mutasyonun veri tabam analizi ile dogrulanmasi
[k goriintiide pcDNA3.1A plazmidi icerisine klonlanmis yabanil tip TNFR1 proteininin sekans analiz

goriintiisii verilmistir. Ikinci goriintiide ise mutasyon yaratilan aminoasitler analiz sonucu ile dogrulanmstir.

4.3. Yabanil Tip TNFR1 ve TNFR1-SH3-P/A Mutantimn 293T Hiicrelerinde
Ekspresyonunun Gosterilmesi

SDM yontemi ile olusturulan mutant plazmidin, 6zellikle C-terminal bolgesinde yer
aldigint g6z Oniinde bulundururarak sentezin gergeklestigini gostermek ve 293T
hiicrelerinde ekspresyon sagladigin1 ortaya c¢ikarmak amaciyla CaPOs ydntemiyle
transfeksiyon islemi gergeklestirilmistir. Transfeksiyondan 48 saat sonra lizatlar
toplanarak, western blot yontemiyle TNFR1 antikoru ile ve demirbas protein olarak da
GAPDH ile isaretleme gergeklestirildi. (Sekil 4.3a).

Asagida goriildiigi gibi, mutant proteinimizin ekspresyonu yabanil tip TNFR1’den daha
fazla gergeklesmistir. Bu durum, mutant proteinimizin mRNA’sinin daha yiiksek oranda
translasyona ugramasimmin  bir sonucu olabilecegi gibi, mutant proteinin
konformasyonunda meydana gelen degisimden dolayr mutant proteinin pargalanmasinin

daha yavas olmasindan da kaynaklaniyor olabilir (Sekil 4.3b).
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Sekil 4.3. TNFR1-SH3-P/A mutantinin 293T hiicrelerinde ekspresyonunun gosterilmesi. a) Bos vektor
PcDNA3.1A, yabanil tip TNFR1 ve TNFR1-SH3-P/A mutant vektorleri ile 293T hiicrelerinde kalsiyum
fosfat yontemiyle transfeksiyonu gergeklestirilmistir. Transfeksiyondan 48 saat sonra Triton-X liziz
tamponuyla lizatlar toplanarak protein konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra esit protein miktar1 olacak
sekilde hazirlanan 6rnekler, %10 poliakrilamid jelde yiiriitiildii ve PVDF membrana transferi saglanarak
TNFRI1 antikoru ile isaretlendi. Strip-off islemi gerceklestirilen membran ormalizasyon saglamak adina
GAPDH antikoru ile igaretlendi. WT: Yabanil tip TNFR1, PC: Bos vektor pcDNA3.1A, WB: Western Blot
b) TNFR1 ve GAPDH bant 1isimalarimin Image J programui kullanilarak degerleri hesaplandi. Ardindan,
TNFR1 ve TNFR1-SH3-P/A bantlarinin Image J degerleri bunlarin GAPDH degerlerine boliinerek
normalizasyon saglanmis ve GraphPad Prism programinda grafik olusturulmustur.

4.4. TNFR1-SH3-P/A Mutantinin TNF-a Aracili p38 Aktivasyonuna Olan Etkisinin
Belirlenmesi

TNF-a-aracili p38 aktivasyonunun 15. Dakikadan itibaren baglayarak 60. Dakikada
sinyalin kayboldugu bilinmektedir (Hapil, 2017, Ref N0:455120).

Yaratmis oldugumuz mutant TNFR1’in ektopik ekspresyonunun TNF-a-aracili p38
aktivasyonunu nasil etkiledigini gostermek igin; pCONA3.1A, yabanil tip TNFR1 ve
TNFR1-SH3-P/A vektorlerinin 8 mikrogramint 293T hiicrelerine transfekte edip
hiicrelerin bu proteinleri 48 saat eksprese etmesini sagladiktan sonra, 24 saat boyunca
serumsuz ortamda inkiibe edildi. Ardindan 1 saat fosfataz inhibitorii olan NazVOy ile
inkiibasyonu saglanan hiicreler; 0, 15 ve 30 dakika boyunca TNF-o muamelesine tabi
tutuldu. Siire sonunda liziz tamponuyla lizatlar topland1 ve %10 poliakrilamid jelde

protein konsantrasyonu belirlenmis &rnekler 100 pg yiiklenerek vyiiriitiildii. Oncelikle
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fosfo-p38 (p-p38) antikoruyla isaretlenen membran, strip-off islemi yapilarak ardindan
p38 antikoruyla isaretlendi. Tekrar ayn1t membrana kisa siireli strip-off islemi uygulayarak

GAPDH antikoru ile isaretleme yapildi ve normalizasyon saglandi (Sekil 4.4a).

Asagida gosterildigi gibi mutant TNFR1-SH3-P/A  vektoriiniin  ekspresyonunun
saglandigr hiicrelerde TNF-a-aracili p38 fosforilasyonunun yabanil tip TNFRI1
ekspresyonunun saglandigi hiicrelere gore %40 oraninda baskiladigi goriilmektedir (Sekil

4.4D).
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Sekil 4.4. TNFR1-SH3-P/A Mutantinin TNF-a aracili p38 Aktivasyonuna olan Etkisinin Belirlenmesi.
293T hiicrelerine transfekte edilen pcDNA3.1A, yabanil tip TNFR1 ve TNFR1-SH3-P/A mutant
vektorlerinin farkli zamanlarda TNF-o muamelesi ile toplanan lizatlar sonucunda p-p38 ve p38
isaretlemeleri gosterilmistir. Ayni membran iizerinde strip-off yapilarak GAPDH antikoru ile isaretleme
gerceklestirilmistir.(a). Image J kullanilarak yapilan tarama ile elde edilen p-38 degerleri p38 degerlerine
boliinerek p-p38 indiiksiyonunun kag kat oldugu belirlenmistir (b).

4.5. TNFR1-SH3-P/A Mutantinin TNF-a Aracili JNK Aktivasyonuna Olan Etkisinin
Belirlenmesi

TNF-a-aracili INK1/2 aktivasyonunun 30. dakikada en {ist seviyeye ¢ikip bu zamandan
itibaren azalmaya basladigi bilinmektedir (Hapil, 2017, Ref N0:455120). Yaratmis
oldugumuz mutant TNFR1’in ektopik ekspresyonunun TNF-a-aracili pJNK1/2
aktivasyonunu nasil etkiledigini gostermek i¢in bos vektor, yabanil tip TNFR1 ve TNFR1-
SH3-P/A vektorlerinin 8 mikrogramint 293T hiicrelerine transfekte edip hiicrelerin bu
proteinleri 48 saat eksprese etmesini sagladiktan sonra, hiicreler 24 saat boyunca serumsuz

ortamada inkiibe edilmislerdir. Ardindan 1 saat fosfataz inhibitérii olan NazVOs ile
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inkiibasyonu saglanan hiicreler; 0, 15 ve 30 dakika boyunca TNF-a muamelesine tabi
tutuldu. Siire sonunda liziz tamponuyla lizatlar topland1 ve %10 poliakrilamid jelde
protein konsantrasyonu belirlenmis 6rnekler 100 pg yiiklenerek yiiriitiildii. Oncelikle
fosfo-JNK1/2 antikoruyla isaretlenen membran, strip-off islemi yapilarak ardindan
JNK1/2 antikoruyla isaretlendi. Tekrar aynt membrana kisa siireli strip-off iglemi
uygulayarak GAPDH antikoru ile isaretleme yapildi ve normalizasyon saglandi (Sekil
4.5a).

Asagida gosterildigi gibi mutant TNFR1-SH3-P/A vektoriiniin ekspresyonun saglandigi
hiicrelerde TNF-a-aracili JNK1/2 fosforilasyonunun yabanil tip TNFR1 ekspresyonu
yapan hiicrelere gore 3 kata yakin oranda baskilandigi gériilmektedir. (Sekil 4.5b ve Sekil
4.5¢).
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Sekil 4.5. TNFR1-SH3-P/A Mutantinin TNF-a aracih JNK Aktivasyonuna olan Etkisinin
Belirlenmesi. 293T hiicrelerine transfekte edilen pcDNA3.1A, yabanil tip TNFR1 ve TNFR1-SH3-P/A
mutant vektorlerinin farkli zamanlarda TNF-a muamelesi ile toplanan lizatlar sonucunda p-JNK ve JNK
isaretlemeleri gosterilmistir. Ayn1 membran lizerinde strip-off yapilarak GAPDH antikoru ile isaretleme
gergeklestirilmistir (a). Image J kullanilarak yapilan tarama ile elde edilen pJNK1/2 degerleri JINK1/2
degerlerine boliinerek pJNK1/2 indiiksiyonunun kag kat oldugu belirlenmistir (b,c).
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4.6. TNFR1-SH3-P/A Mutantimin TNF-a Aracih AKT Aktivasyonuna Olan Etkisinin
Belirlenmesi

TNF-a-aracili AKT aktivasyonunun 30. dakikada en iist seviyeye ¢ikip bu zamandan
itibaren azalmaya basladigimi bilinmektedir (Hapil, 2017, Ref N0:455120). Yaratmis
oldugumuz mutant TNFR1’in ektopik ekspresyonunun TNF-a-araciti AKT
aktivasyonunu nasil etkiledigini gostermek icin pcDNA3.1A, yabanil tip TNFRI1 ve
TNFR1-SH3-P/A vektorlerinin 8 mikrogrami 293T hiicrelerine transfekte edilip
hiicrelerin bu proteinleri 48 saat eksprese etmesini saglandi. Ardindan, hiicreler 16 saat
boyunca serumsuz ortamda inkiibe edildi. Ardindan 1 saat fosfataz inhibitorii olan
NasVVOs ile inkiibasyonu saglanan hiicreler; 0, 15 ve 30 dakika boyunca TNF-a
muamelesine tabi tutuldu. Siire sonunda liziz tamponuyla lizatlar toplandi ve %10
poliakrilamid jelde protein konsantrasyonu belirlenmis ornekler 100 pg yiiklenerek
yiiriitiildii. Oncelikle fosfo-JNK1/2 antikoruyla isaretlenen membran, strip-off islemi
yapilarak ardindan JNK1/2 antikoruyla isaretlendi. Tekrar ayn1t membrana kisa siireli
strip-off islemi uygulayarak GAPDH antikoru ile isaretleme yapildi ve normalizasyon
saglandi (Sekil 4.6a).

Asagida gosterildigi gibi TNF-a muamelesi ile 5. dakikadan itibaren fosforile olmaya
baslayan AKT sinyali, 15. dakikaya kadar artan bir grafik ortaya sererek 30. dakikada
maksimum seviyeye ulagsmaktadir. Mutant plazmid ile yabanil tip TNFR1 0. dakikada esit
sinyali verirken, TNFR1-SH3-P/A mutant1 ile transfekte edilmis hiicrelerde TNF-a
muamelesi Akt aktivasyonuna yol agamamaktadir. Dolayisityla TNFR1-SH3-P/A mutanti
hem Akt aktivasyonuna yol acamamakta, hem de endojen TNFR1 araciligiyla gerceklesen

Akt aktivasyonunu da 2.5 kat baskilar goriinmektedir (Sekil 4.6b).
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Sekil 4.6. TNFR1-SH3-P/A Mutantinin TNF-a aracih AKT Aktivasyonuna olan Etkisinin
Belirlenmesi. 293T hiicrelerine transfekte edilen pcDNA3.1A, yabanmil tip TNFR1 ve TNFR1-SH3-P/A
mutant vektorlerinin farkli zamanlarda TNF-o muamelesi ile toplanan lizatlar sonucunda pAKT ve AKT
isaretlemeleri gosterilmistir. Ayni membran tizerinde strip-off yapilarak GAPDH antikoru ile isaretleme
gergeklestirilmistir.(a). Elde edilen Image J kullanilarak yapilan tarama ile elde edilen pAKT degerleri,
AKT degerlerine boliinerek pAKT indiiksiyonunun kag kat oldugu belirlenmistir (b) .

4.7. TNFR1-SH3-P/A Mutantinin TNF-a Aracilhi ERK Aktivasyonuna Olan Etkisinin
Belirlenmesi

TNF-a-aracili ERK aktivasyonunun 15. dakikada en iist seviyeye ¢ikip bu zamandan
itibaren azalmaya basladigim1  biliyoruz (Hapil, 2017, Ref N0:455120). Yaratmis
oldugumuz mutant TNFRI’in ektopik ekspresyonunun TNF-a-aracili ERK
aktivasyonunu nasil etkiledigini gostermek icin TNFR1 ve TNFRI1-SH3-P/A

vektorlerinin 8 mikrogramini 293T hiicrelerine transfekte edip hiicrelerin bu proteinleri
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48 saat eksprese etmesini sagladiktan sonra, hiicreler 24 saat boyunca serumsuz ortamda
inkiibasyonu saglandi. Ardindan 1 saat fosfataz inhibitorii olan NazV Qs ile inkiibasyonu
saglanan hiicreler; 0, 15 ve 30 dakika boyunca TNF-o muamelesine tabi tutuldu. Siire
sonunda liziz tamponuyla lizatlar toplandi ve %10 poliakrilamid jelde protein
konsantrasyonu belirlenmis &rnekler 100 pg yiiklenerek vyiiriitiildii. Once fosfo-ERK
antikoruyla isaretlenen membran, strip-off islemi yapilarak ardindan ERK antikoruyla
isaretlendi. Tekrar ayni membrana kisa stireli strip-off islemi uygulayarak GAPDH

antikoru ile isaretleme yapild1 ve normalizasyon saglandi (Sekil 4.7a).

Asagida gosterildigi gibi TNF-o muamelesi ile 15 ve 30.cu dakikalarda benzer seviyede
ERK fosforilasyonuna sebep olmaktadir. Buna karsin TNFR1-SH3-P/A mutanti ile
transfekte edilmis hiicrelerde TNF-o muamelesi sonunda elde edilen ERK aktivasyonu
yabanil tip TNFR1 ekspresyonu yapan hiicrelere gore %50 oraninda azalmistir (Sekil
4.7b).
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Sekil 4.7. TNFR1-SH3-P/A Mutantinin TNF-o aracth ERK Aktivasyonuna olan Etkisinin
Belirlenmesi. 293T hiicrelerine transfekte edilen pcDNA3.1A, yabanil tip TNFR1 ve TNFR1-SH3-P/A
mutant vektorlerinin farkli zamanlarda TNF-a muamelesi ile toplanan lizatlar sonucunda pERK ve ERK
isaretlemeleri gosterilmistir (2). Ayni membran tizerinde strip-off yapilarak GAPDH antikoru ile isaretleme
gergeklestirilmistir.(a). Image J kullanilarak yapilan tarama ile elde edilen pERK degerleri ERK degerlerine
boliinerek pERK indiiksiyonunun kag kat oldugu belirlenmistir (b) .

4.8. TNFR1-SH3-P/A Mutantimn NF-kB Aktivasyonuna Olan Etkisinin
Belirlenmesi

TNFR1-SH3-P/A mutantinin NF-kB aktivasyonuna olan etkisinin belirlenmesi igin
pcDNA3.1A, yabanil tip TNFR1 ve TNFR1-SH3-P/A mutant plazmidlerinin 300
nanogrami ve NF-kB-Lusiferaz reporter plazmidinin 150 nanogrami es zamanli olarak
ters transfeksiyon (reverse transfection) yontemi ile Lipofektamin-2000 (Thermo Fisher
Cat. 18324012) ajan1 kullanimu ile 293T hiicrelerine transfekte edilmistir. 293T hiicreleri
bu plazmidlerle 48 saat inkiibe edildikten sonra besiyeri degistirilmis ve serumsuz
besiyerinin ilavesinin ardindan TNF-a verilmis ve 6 saat sonra Lusiferaz aktivitesi

Luminometrede (Fluoroskan Ascent) 6lgtilmiistiir.

Lusiferaz aktivitesi ile elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, pcDNA3.1A ile
transfekte edilen hiicrelerde hi¢ NF-kB aktivitesi gézlenmezken, ayni hiicrelerde TNF-a
muamelesi ile Lusiferaz aktivitesi elde edilmis ve bu aktivite TNFR1 transfekte edilen
hiicrelerde daha da artmistir. Dikkat ¢ekecek bir sekilde mutant plazmid ile transfekte
edilmis hiicrelerde TNF-a yoklugunda bile yiiksek Lusiferaz aktivitesi saptanmis ve bu
hiicrelerde TNF-a verildiginde yabanil tip TNFR1 ekspresyonu gosteren hiicrelere oranla
3 kat daha fazla Lusiferaz aktivitesi elde edilmistir. Bu sonu¢ PPAP motifini kullanan

faktorlerin aslinda NF-kB indiiksiyonunu engelledigini gostermektedir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. TNFR1-SH3-P/A Mutantimin TNF-a aracith NF-KappaB Aktivasyonuna Olan Etkisi.
Lusiferaz aktivitesi sonucu Fluroskan Ascent Luminometre ile 6lgiildii ve sonuglar GraphPad Prism
programi kullanilarak grafige dokiildii.

4.9. TNFR1-SH3-P/A Mutantinin Hiicre Proliferasyonuna Olan Etkisinin
Belirlenmesi

Bos vektor, yabanil tip TNFR1 ve TNFR1-SH3-P/A mutant vektorlerinin hiicre
proliferasyonuna olan etkisini ve NF-kB aktivasyonu sonuglarinin degerlendirilmesi adina
MTT analiz testi uygulandi. MTT (Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
kimyasal1 tetrazolyum bilesikleri igerir ve tetrazolyum halkasi aktif mitakondri tarafindan
pargalanarak renk degisimini ortaya cikarir. Canlilik gosteren hiicreleri belirlemek
amaciyla kullanilan MTT testi ile yasam faaliyeti gostermeyen hiicrelerde renk degisimi
gozlenmeyecegi literatiirde gosterilmistir ((Mosmann, 1983 #233), (Niles, Moravec ve
ark. 2009)).

Lipofektamin-2000 ajani kullanilarak bos vektor, yabanil tip TNFR1 ve TNFR1-SH3-P/A
mutant plazmidlerinin 300 nanogrami ters transfeksiyon (reverse transfection) islemine
tabi tutuldu. Transfeksiyon isleminin ardindan 48 saat inkiibe edilen hiicreler, 10 ng/ml
konsantrasyonda TNF-a ile muamele edildikten sonra 24 saat inkiibe edilerek MTT islemi

gergeklestirildi.
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MTT analizi sonucu ortaya ¢ikan sonuglarda, yabanil tip TNFR1 ekspresyonu saglanan
hiicrelerde, pcDNA3.1A transfeksiyonu gerceklestirilmis hiicrelere gore azalan bir
proliferasyon ortaya ¢ikmaktadir. TNF-a verilen bos vektoriin hiicre canliligima olan
etkisine gore oranlandiginda TNFR1 transfeksiyonu gergeklestirilmis hiicrelerde TNF-a
ilavesi hiicre canliliginin azaldigi ve bu etkinin TNFR1-SH3-P/A transfeksiyonu yapilmis
hiicrelerde daha da azaldig1 gozlenmektedir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. TNFR1-SH3-P/A Mutantimn Hiicre Proliferasyonuna Etkisinin Belirlenmesi. Hiicreler
kuyucuk basina esit sayida ve 6 tekrarli olacak sekilde ekilmistir. 25 pl MTT soliisyonu ile 4 saat siiresince
37 °C’de ve %5 CO2’li 151ks1z ortamda inkiibe edilen hiicreler; siire sonunda 100 ul DMSO ile ¢6zdiiriilerek
spektrofotometrik cihazda Olglimler yapildi. Sonuglar GraphPad Prism programi kullanilarak
grafiklendirilmistir. PC: Bos vektor pcDNA3.1A, WT-TNFR1: Yabanil Tip TNFR1

4.10. TNFR1-SH3-P/A Mutantinin Kaspaz-3 ve Kaspaz-8 Aktivasyonlarina Olan
Etkisinin Belirlenmesi
TNFR1 reseptoriiniin hiicre i¢indeki en Onemli gorevlerinden biri olan apoptoz

indiiksiyonunu  TNFR1-SH3-P/A mutant vektoriiniin nasil etkiledigini arasgtirmak
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amaciyla; 293T hiicrelerine pcDNA3.1A, yabanil tip TNFR1 ve TNFR1-SH3-P/A
plazmidlerinin 300 nanogramu ters transfeksiyon yontemi ile transfekte edildikten 48 saat
sonra, deney diizenegine gore belirlenen 96-well kuyucuklara 10 ng/ml final
konsantrasyonunda TNF-o ilave edilmis ve hiicreler 24 saat inkiibe edilmistir. Siire
sonunda lizatlar toplanarak, DEVD-pNA (kaspaz-3) ve IETD-pNA (kaspaz-8) etiketli
substratlar kullanilarak 3.16 konu baslig1 altinda anlatildig1 gibi kolorimetrik kitler ile

proteolitik kirilma saglanmistir.

Kaspaz-3 kolorimetrik deneyi; peptid substrat asetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilid’in
(Ac-DEVD-pNA) kaspaz-3 ile hidrolizi, p-nitroanilin (pNA) pargasinin serbest
kalmasiyla sonuglanir. Kaspaz-8 kolorimetrik deneyi; peptid substrat Asetil-lle-Glu-Thr-
Asp p-nitroanilin (Ac-IETD-pNA) kaspaz-8 tarafindan hidrolizine dayanir. Analiz,
etiketli substratlar DEVD-pNA ve IETD-pNA’dan ayrildiktan sonra kromofor p-

nitroanilinin (pNA) spektrofotometrik tespitine dayanmaktadir.

Elde edilen sonuglar analiz edildiginde; kaspaz-3 aktivasyonu pcDNA3.1A, yabanil tip
TNFRI1 transfeksiyonu gerceklestirilmis hiicrelere gore daha az seviyededir ve TNF-a
ilavesi ile yiiksek oranda artig gostermektedir. TNF-o varliginda kaspaz-3 aktivasyon
seviyeleri beklenen sekilde artisa yol agmaktadir. TNFR1-SH3-P/A mutantinin kaspaz-3
aktivasyon profili yabanil tip TNFR1’e benzer sekildedir (Sekil 4.10). Kaspaz-8
aktivasyon grafigine baktigimizda ise TNFR1-SH3-P/A mutanti, yabanil tip TNFR1’e
gore daha yliksek seviyede kaspaz-8 aktivasyonu saglasa da sonuglar benzerlik gostererek

korelasyon saglamaktadir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.10. TNFR1-SH3-P/A Mutantinin Kaspaz-3 Aktivasyonuna olan Etkisi. Sonuglar 405 nm
absorbansta spektrofotometrik dlglimler ile ortaya konmustur.
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Sekil 4.11. TNFR1-SH3-P/A Mutantimin Kaspaz-8 Aktivasyonuna olan Etkisi. Sonuglar 405 nm
absorbansta spektrofotometrik 6l¢timler ile ortaya konmustur.
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5. TARTISMA

TNF-0, inflamatuvar yanitlara ve dogal immiiniteye aracilik eden oncii bir sitokindir.
TNF-a; kanser, sepsis, romatoid artrit, diyabet ve enflamatuvar bagirsak hastaligi dahil
olmak tizere ¢esitli hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir (Parameswaran and
Patial 2010). TNF-a'nin etkilerine aracilik eden mekanizmalar yogun olarak incelenmistir.
TNF-a tarafindan aktive edilen ana yollar arasinda kaspazlar, NF-kB ve mitojenle aktive
olan protein kinazlar (MAP kinazlar) bulunur. Bu sinyal yollar1 arasindaki fonksiyonel
etkilesim, TNF-o yanitlarinin fizyolojik sonucunu belirleyebilir. Gergekten de, TNF-a
sinyalizasyon aginin anlasilmasini saglamak igin bir sistem biyolojisi yaklasimi
gereklidir. Bu ag cevabi, TNF-a’nin reseptorii araciligiyla dolayli olarak TGF-alfa
(Transforming Growth Factor-alfa), IL-2 (interleukin 2), IL-1a gibi otokrin kaskadi olarak
uyardig hiicre dis1 sinyallerin ekspresyonunda yer aldigi bulgusuyla daha da karmasik
hale gelmektedir (Janes, Gaudet ve ark. 2006). TNF-a sinyalinin bu iki yonlii yapisi, TNF-
o sinyalinin biyokimyasal analizini zorlastirir. Ornegin, TNF-a tarafindan aktive edilen
MAP kinazlar, hedef hiicreler tarafindan TNF-a'nin ekspresyonunun artmasina neden
olur. Sonug olarak, MAP kinazlar TNF-a sinyalinin yukari ve asag1 akisinda iglev goriir
(Sabio and Davis 2014). ERK sinyali inhibisyonunun TNF-o iiretimini azalttigi
gosterilmistir (Trotta, Kanakaraj ve ark. 1996). ERKI1 ve ERK2 yolaklarinin
transkripsiyonel (Hoffmeyer, Grosse-Wilde ve ark. 1999) ve post-transkripsiyonel olarak

sitokin tiretimi diizenlenmesinde islevi biiyiiktiir.

TNF-o reseptorlerine baglanarak islev goéren bir protein olmakla birlikte TNFR1 ile
trimerizasyonu sonucu hiicresel aktivasyon gostermektedir. TNFR1 proteinin translasyon
haritasi; tirozin kinazlarin baglanma motifleri SH2 boélgesi ve Ras proteinini, Src kinazi
ve diger bircok sinyal yolaklarinin aktivasyonunda gérev alan proteinlerin baglanma
motifi olan SH3 bolgesi igermektedir. Grb2 gibi adaptor proteinleri ve tirozin kinazlar ile
etkilesime giren SH3 bolgesinin, TNFR1 sinyallesmesinde onemli bir islevsel nokta
oldugunu diistinerek ¢alismalarimiz baslamistir.  TNFR1 proteininin  C-karboksi
terminalinde bulunan SH3 bolgesindeki, prolin kodlayan aminoasitleri alanine (A)
dontistiirerek yarattigimiz form TNFR1-SH3-P/A mutanti, 293T embriyonik bobrek

hiicrelerinde ekspresyon saglamaktadir. 293T hiicrelerine higbir gen eklenmemis bos
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plazmid, TNFR1 sinyallesmesini gerceklestiren TNFR1 geni klonlanmis bir plazmid ve
mutant form plazmidleri transfeksiyon islemiyle aktararak sonuclar1 karsilastirildiginda,
TNFR1-SH3-P/A mutanti, bos plazmide nazaran 10 kat, yabanil tip TNFR1 plazmidine
gore neredeyse 2 kat daha fazla aktivasyon gostermistir (Sekil 4.3).

TNFR1-SH3-P/A mutantt TNFR1’in asir1 ekspresyonuna yol ac¢maktadir. Bant
goriintiisiindeki konformasyonel degisiklik mutant plazmidimizin post-translasyonel
modifikasyonlara ugramis olabilecegini gostermektedir. TNFR1-SH3-P/A mutantinin ve
yabanil tip TNFR1 plazmidinin ekspresyon bant goriintiisiinde 25-30 kDa civarinda bir
kirpilma belirmektedir. TNFR1 islevini TACE enzimi ile kirpilarak gerceklestirir ve
TNFR1’in TACE aracili kirpiliminin sonrasinda, y-Sekretaz tarafindan da kirpilarak 25
kDa’lik bir {irlin olustugu gosterilmektedir (Chhibber-Goel, Coleman-Vaughan ve ark.
2016). Dolayisiyla TNFR1-SH3-P/A mutant1 TACE aracili bir kirpilima ugruyor olabilir
ve bu goris TNF’in SH3 bolgesi flizerinden de aktivasyonunu sagladigini

distindiirmektedir.

TNF-a asin  aktivasyonu ile hiicre igindeki proteinlerin ekspresyon seviyesi
degiseceginden western blot yontemiyle AKT, ERK, p-38 ve JNK aktivasyon profillerinin
incelenmesi TNFRI1 sinyal yolagimin nasil kullanildigini anlamamizi saglayacaktir.
Boliimiimiizde daha once gergeklestirilmis bir doktora tez ¢aligmasinda (TDK-2016-
1272) proteinlerin fosforilasyon daikalarinin tespiti ile TNFR1 plazmidi ve TNFR1-SH3-
P/A mutanti igeren 293T hiicrelerini ERK aktivasyonu i¢in 15 ve 30 dakika, p38 ve INK
aktivasyonu i¢in yine 15 ve 30 dakikada fosforile olduklar1 zamanlarda TNF-a muamelesi
gerceklestirilmistir. Hipotezimiz esas olarak, SH3 bolgesinin baglanma partneri olarak
adaptor protein Grb2 ve c-Rafl Kinaz yolaklarindaki sinyallesmeyi hedef olarak
belirledigini diisiinerek, TNF-a-aracili AKT aktivasyonu erken fosforile zamanlarinin ilk

dakikalarindan baglayarak 30 dakika boyunca sinyalin nasil degistigi izlenmistir.

ERK aktivasyon grafigini mercek altina alindiginda, SH3-P/A mutant: ile transfekte
hiicrelerde yabanil tip TNFR1 ile transfekte hiicrelere nazaran daha diisiik ERK
fosforilasyonu gozlenmistir. Grb2 proteinin Sos1 (Son of Sevenless 1) ile ERK aktivasyon
yolaginda 6nemli bir adaptdr proteini oldugu bilinmektedir (Baltensperger, Kozma ve ark.

1993). TNFR1 plazmidinde yer alan SH3 bdlgesinin Grb2 proteini i¢in bir baglanma alani
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olabilecegi goz onlinde bulundurularak, yaratilan TNFR1-SH3-P/A mutantindaki ERK
fosforilasyon sinyalinin azalmasi hipotezimizle dogru orantilidir. ERK2 sinyal
aktivasyonu ERK1 fosforilasyonuna nazaran daha az etkilenmistir (Sekil 4.7).
Dolayistyla, TNF aracili ERK1 aktivasyon yolaginda TNFR1 SH3 bdélgesi ile adaptor
proteinler arasindaki etkilesim dikkat ¢ekerken, TNF aracili ERK2 aktivasyonunda farkli

mekanizmalar s6z konusu olabilir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. Muhtemel TNFR1-aracili ERK Sinyalizasyonu

PI3K aktivasyonunun ERK1/2 fosforilasyonundan da sorumlu oldugu gbz oOniinde
bulundurularak (Bell, O'Riordan ve ark. 2004) AKT aktivasyon grafigindeki TNFR1-
SH3-P/A mutant plazmidinde gozlenen aktivasyon disiikligii (Sekil 4.6) dolayli yoldan

ERK fosforilasyonunu da etkiliyor olabilir.

AKT aktivasyon grafigindeki sasirtict sonug, TNF-a muamelesi yapilmaksizin yabanil tip
TNFRL1 ile mutant plazmid TNFR1-SH3-P/A’nin esit seviyede aktivasyon gostermesi
olmustur. PI3K/AKT sinyal yolunun plazma zarindaki bir reseptor kinaza baglanmasiyla

aktive edildigi sinyallesmesine alternatif olarak Grb2 proteinin GAB (Grb-2 associated
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binding protein) ile birlikte PIK3 alt iinitesi olan p85’in aktivasyonunu gerceklestirdigi
bir yolak daha bulunmaktadir (Castellano and Downward 2011). Ayni1 zamanda PI3K alt
tinitelerinden p110 proteinin de Grb2 aracili Ras aktivasyonu saglayabildigi bilinmektedir
(Hemmings and Restuccia 2012). GPCR (G protein-coupled receptor) protein iliskili Ga.
altlinitesi Src (Proto-oncogene tyrosine-protein kinase) bagimli integrin sinyali
olusturabilir ve bu sinyallesme de AKT aktivasyonuna yol agar (New, Wu ve ark. 2007).
TNFR1-SH3-P/A mutantinin TNF-a ile muamelesi sonucu AKT sinyali azalarak
kaybolma seviyesine ulasmaktadir (Sekil 4.6). Dolayisiyla, SH3 bolgesine baglanan
proteinlerin ~ baglanamamasi  durumunda  TNF-a-TNFR1  etkilesimi, = AKT
aktivasyonundan ziyade AKT yolagmin susturulmasina yol agiyor goriinmektedir.
TNFR1-aracilt AKT sinyal yolu SH3 baglanma bolgesi igeren Grb2 adaptor proteini veya
Src bagimli olarak asagi akisinda ilerliyor olabilir (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2. Muhtemel TNFR1-aracili AKT Sinyalizasyonu

Stres faktorii ile aktivasyon gdsteren JNK sinyal yollari iizerinden TNFR1 araciligiyla
elde edilen sonugclar 1s5181nda, JINK1/2 aktivasyonunun baskilandigi tespit edilmistir (Sekil
4.5). JNK kaynakli néronal olim calismalarinda POSH (Plenty of SH3s) iskelet
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proteininin etkisi MKK4/7 ve JNK1/2 ile iliskilendirilerek belirlenmistir (Tapon, Nagata
ve ark. 1998, Xu, Kukekov ve ark. 2003). Scaffold proteini POSH’nin JNK yolunun
Oonemli bir diizenleyicisi oldugu gosterilmistir. POSH; Rac1 aktivasyonu i¢in bir baglanma
partneri ve NF-kB ile JNK sinyallesmesinin aktivatorii olarak tanimlanmistir (Tapon,
Nagata et al. 1998). Elde edilen verilerde, mutant plazmidimizin JNK aktivasyon yolunu
baskiladig1 goz Oniine alinarak; TNF-a-aracili JNK aktivasyon inhibisyonunun POSH
proteinin baglanma bolgesi engellendigi i¢in gergeklesiyor olabilir (Sekil 5.3).
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Sekil 5.3. Muhtemel TNFR1-aracili JNK Sinyalizasyonu

P38 MAPK ailesi, stres faktorii ve TNF-a dahil olmak lizere inflamatuvar sitokinler
tarafindan aktive edilir (Cuenda and Rousseau 2007). P38 inhibitorii kullanilan
caligmalarda makrofajlar tarafindan iiretilen TNF-a seviyesinde diisiis kaydedilmistir
(Lee, Laydon ve ark. 1994). Ayrica p38 kinazi, NF-kB ekspresyonunu arttirir (Carter,
Knudtson ve ark. 1999) ve Mitogen and stress-activated protein kinase-1 (MSK1)’i aktive
ederek NF-kB regiilasyonu saglar (Vermeulen, De Wilde ve ark. 2003). Aym sekilde
TNF-a-aracili TNFRI1 trimerizasyonu ile TAK1 fosforilasyonu gergeklesir ve aktive olan
TAK1; IKK o/, MKK3/6 gibi enzimleri aktive ederek NF-kB ve p38 aktivasyonunu
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gerceklestirir (Kim, Kwak ve ark. 2007, Israél 2010). SH3 baglanma bolgesinin TNFR1-
aracili p38 sinyal aktivasyonuna etkilerini belirlemek amaciyla yaptigimiz deneylerde;
TNFR1-SH3-P/A mutantinin transfekte edildigi hiicrelerde, yabanil tip TNFR1 transfekte
edilen hiicrelere nazaran p38 aktivasyonunun baskilandigi gozlenmistir (Sekil 4.4).
Dolayistyla, TNFR1 SH3 baglanma bolgesine baglanan proteinler, TAK1 ve MKK3/6

enzimlerinin aktivasyonunda da rol oynuyor olabilir (Sekil 5.4).
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Sekil 5.4. Muhtemel TNFR1-aracili p38 Sinyalizasyonu

TAK1 enzimi vasitasiyla aktive olan p38 ve JNK yolaklarmin aktivasyonunun
baskilanmasma ragmen, TNF-a aracili NF-KB aktivasyon seviyesi TNFR1-SH3-P/A
mutantinin transfekte edildigi hiicrelerde 2 katinin iistiinde bir artis gostermektedir (Sekil
4.8). Bu sonu¢ TNFR1-SH3-P/A mutantinin kanonikal NF-kB yolagini kullanmadigini
diisiindiirebilir. Kanonik olmayan NF-kB2 yolunda IKKa komplekslerinin
fosforilasyonunu saglayan NIK stabilizasyonu ile NF-kB aktivasyonu gerceklesmektedir
(Sun 2011). SH3 baglanma bolgesi aracilifiyla fiziksel etkilesimleri susturulan TNFR1-
SH3-P/A mutant1 ile muamele edilen hiicrelerde NF-kB aktivasyonunun arttigi

gozlenmektedir. Bu bilgiler 15181nda NF-kB aktivasyonunun hiicre sagkalimi ile dogru
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orantilt olarak arttig1 diisiintilebilir ancak TNFR1-SH3-P/A mutanti yabanil tip TNFR1
transfekte hiicrelere gére daha az bir proliferasyon sergilemektedir (Sekil 4.9). Bu sonug
NF-kB aktivitesindeki artisin hiicre proliferasyon hizina bagli olmadigimi kanitlar

niteliktedir.

TNFR1-SH3-P/A mutantinin apoptoz indiiksiyonuna olan etkilerini arastirmak amaciyla
kolorimetrik kitler araciligiyla gergeklestirdigimiz kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyon
deneyleri sonucunda; kaspaz-3 aktivitesinin yabanil tip TNFR1’e oranla biiyiikk bir
degisim yaratmadigini gozlemlesek de (Sekil 4.10), kaspaz-8 aktivasyonu yabanil tipe
nazaran artig gostermektedir (Sekil 4.11). TNFR1-aracili nekroptoz indiiksiyonunun,
kaspaz-8 yoklugunda RIP1 ile RIP3 proteinlerinin ripoptozom adi verilen kompleks
olusturarak aktivasyon gergeklestirdigi bilinmektedir (Wegner, Saleh et al. 2017). Yabanil
tip TNFRI’e gore TNFR1-SH3-P/A mutantinin kaspaz-8 ativasyonundaki artig ile
nekroptoz indiiksiyonunun azalabilecegini diigiinerek, tez c¢alismamizin disinda
gergeklestirilen nekroptoz indiiksiyon deneyinde TNFR1-SH3-P/A mutantinin transfekte
edildigi hiicrelerde nekroptoz seviyesinde azalma gozlenmistir (Sekil 5.5). Bu sonug
TNF-a-aracili  kaspaz-8 aktivasyonundaki artis ile apoptoz indiiksiyonunun
gerceklestigini  ve kaspaz-8 varliginda nekroptoz inhibisyonunun saglandigini

distindiirebilir.
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Sekil 5.5. TNF-a-aracili nekroptoz inditksiyonuna TNFR1-SH3-P/A mutantinin etkisi
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Tez ¢alismamizin sonucunda SH3 baglanma bolgesi interaksiyonu engellenen TNFR1’in
islevinde farkliliklar ortaya ciktigini gozlemledik. TNF-a’nin TNFRI1 reseptorii ile
gerceklestirdigi sinyal yollarinda gergeklesen ag sistemi, TNFR1-SH3-P/A mutant1 ile
degisikliklere yol a¢mis ve TNFRI1’in islevini SH3 baglanma bolgesiyle de
gercgeklestirdigini kanitlamistir.
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6. SONUC ve ONERILER

1. TNFRI1 reseptorii iizerinde, SH3 bdlgesi igceren proteinler i¢in bir baglanma alani
bulunan C-terminalde prolince zengin ‘PPAP’ konsensiis dizisindeki Prolin
aminoasitlerinden ikisi, Alanin (A)’e donistiiriilerek SH3 baglanma bolgesi
barindirmayan TNFR1 mutantlar elde edilmistir.

2. TNFR1 SH3 bolgesi mutantit TNFR1-SH3-P/A’nin, 293 T hiicrelerinde asir1 ekspresyon
sagladig gosterilmistir.

3. MAPK ailesi tiyeleri hiicre dis1 sinyallerce diizenlenmis kinazlar (ERKIer), c-Jun NH2-
terminal kinazlar (JNKler) ve p38 MAPK’ler TNF-a-aracili TNFRI1 sinyal iletim
mekanizmasinda SH3 baglanma boélgesinin  engellendigi mutant plazmid ile
baskilanmustir.

4. TNFR1 sinyal iletim mekanizmasinda TNF-a stimiilasyonu ile PI3K/AKT yolaginin
aktivasyonu, SH3 bolgesi alanin mutanti tarafindan engellenerek baskilanmistir.

5. TNFR1-SH3-P/A SH3 bolgesi alanin mutanti, TNF-a-aracili NF-kB aktivasyonunu
indiiksiyonu saglamstir.

6. TNFR1-SH3-P/A mutantinin hiicre proliferasyonunda azalma oldugu gézlenmistir.

7. TNFR1-SH3-P/A mutanti Kaspaz-3 aktivasyonunda kayda deger bir farklilik

yaratmamistir ancak TNF-a-aracili Kaspaz-8 aktivasyonununun artmasini saglamistir.

Proteinlerin fosforile olup aktivasyon saglayabilmeleri baska proteinlerle interaksiyona
girebilmelerine baglidir. Birbirine baglanan iki protein immiinpresipitasyon ve proteinlere
spesifik antikorlar kullanilarak western blot araciligiyla gosterilebilmektedir. TNFR1
baglanma partnerlerini gdstermek amaciyla denatiire edilmemis lizattan TNFR1 ¢oktiirme
islemi gergeklestirilir. Bu bilgiler 1s1ginda, TNFR1-SH3-P/A mutantinin SH3 baglanma
bolgesi olabilecegi gbz Oniine alinarak ve TNFR1 proteinin isleyis mekanizmasinda bir
yol ¢izmek amaciyla GRB2 (Hildt and Oess 1999) gibi adaptor proteinlerle etkilesime
girdigi bilindiginden c-SRC ve p85 gibi SH3 baglanma bolgesi bulunduran proteinlerle
immiinopresipitasyon yontemi uygulanabilir. Bu sayede TNFR1 proteininin c-SRC, p85
gibi proteinlerle SH3 bolgesi araciligiyla fiziksel etkilesime girip/girmedigini ve sinyal

iletimini hangi yolaklar {izerinden gerceklestirdigi ortaya cikabilir.
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