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OZET

Amac: TNF-a, birgok farkli etki gdsteren bir sitokin olup, etkilerinin ¢ogunu TNFR1
sayesinde saglamaktadir. TNF-o aracili NF-xB aktivasyonu, kaspaz aktivasyonu ve
nekroptoz indiiksiiyonu lizerinde pek ¢ok calisma yapilmis oldugu halde TNFR1 aracilt
ERK, Akt ve Stat3 aktivasyonlar1 heniiz tam olarak aydinlatilmamigtir. TNFR1’in c-Src
ve JAK2 gibi tirozin kinazlara baglandigi bilinmekte fakat tirozin fosforilasyonu
hakkinda bir veri bulunmamaktadir. Tez ¢alismamizda, TNFR1-JAK2 arasindaki
iliskinin TNFR1 tirozin fosforilasyonuna yol a¢ip agmadigini, eger TNFRI1 tirozin
fosforilasyonuna ugruyorsa bunun TNF-a aracili ERK, Akt, p38, JNK, Stat3 ve CREB
aktivasyonlarini nasil etkiledigini belirlemeyi amagladik.

Yontem: TNFR1’in JAK2 ve PKA tarafindan fosforile edildigi in vitro kinaz reaksiyonu
ile gosterildikten sonra, potansiyel JAK2 ve PKA fosforilasyon motifleri site directed
mutagenesis ile A ve D aminoasitlerine doniistiiriildii. Bu mutantlarin ERK, p38, JNK,
Akt, Stat3, CREB, IRS-1 aktivasyon fosforilasyonlarina etkileri western blot ile; Grb2,
p85, Stat3 baglanmasina olan etkileri co-immunopresipitasyonla; NF-kB aktivasyonuna
etkileri NF-Luc lusiferaz reporter sistemi ile, apoptotik siirece etkisi kolorimetrik kaspaz
aktivasyon Ol¢iimii ile, hiicre sagkalimina etkisi MTT ve TNFR1 salinimina etkisi
ELISA ile belirlendi.

Bulgular: TNFRI1, JAK2 ve PKA tarafindan fosforile edilmekte, PKA fosforilasyonu
JAK2 aracili tirozin fosforilasyonunu baskilamaktadir. TNFR1’in Y401’den tirozin
fosforilasyonu ~ TNFR1 sinyalzomunda Grb2, p85 wve Stat3 baglantisini
kuvvetlendirmekte; ERK ve Akt aktivasyon fosforilasyonlarini arttirmakta, Stat3’iin ise
DNA baglanmasimi kuvvetlendirmektedir. TNFR1’in Y360 noktasindan fosforilasyonu,
CREB ve Stat3 fosforilasyonunu arttirmakta, Y360A mutantt ise JNK ve p38
aktivasyonuna yol agmaktadir. Y401D mutant1 ile transfekte hiicrelerde, kaspaz
aktivasyonu, NF-kB indiiksliyon kapasitesi ve hiicre sagkalim1 diisiik bulunmustur. IRS-
1 tirozin fosforilasyonu, TNFRI’in tirozin fosforilasyonundan da, PKA tarafindan
fosforilasyonundan da negatif etkilenmektedir.

Sonu¢: TNFR1, PKA ve JAK2 tarafindan fosforile edilmekte; PKA fosforilasyonu
tirozin fosforilasyonunu baskilayici etki gostermektedir. TNFR1 fosforilasyonlari, TNF-
a aracili ERK, Akt, Stat3, p38, JNK, CREB aktivasyonlar1 ve IRS-1 tirozin
fosforilasyonunu farkl: sekillerde diizenlemektedir.

Anahtar Kelimeler: TNF-o, TNFR1, JAK2, PKA



ABSTRACT

Objective: TNF-0, which is a pleiotropic cytokine, exerts most of its effects through its
receptor TNFR1. Although there are numerous studies on TNF-a-mediated inductions of
NF-kB pathway, apoptosis and necroptosis; the mechanisms of TNFR1-mediated ERK,
Akt and Stat3 activation pathways have not clearly been described yet. TNFRI1 is known
to interact with tyrosine kinases c-Src and JAK2, however, whether TNFRI1 is
phosphorylated on tyrosine residues by one of these kinases was not known. In this
study, we aimed to reveal whether TNFR1-JAK2 interaction leads to tyrosine
phosphorylation of TNFR1, and if so, to elucidate its effect on TNF-a mediated ERK,
Akt, p38, JNK, Stat3 and CREB activations.

Method: Following in vitro kinase reactions which revealed phosphorylation of TNFR1
by JAK2 and PKA; corresponding Y and T residues on putative phosphorylation motifs
were substituted with phosphorylation-mimicking D and non-phosphorylatable A
residues. The influence of these mutations on ERK, p38, JNK, Akt, Stat3, CREB and
IRS-1 activation phosphorylations were explored by western blot and the impact on
physical interactions between TNFR1 and Grb2, p85 and Stat3 were investigated by co-
immunoprecipitation. NF-xB activation was measured by NF-Luc luciferase reporter
system, influence on apoptosis was measured by colorimetric caspase-3 and caspase-8
activation assays, and impact on cell survival and TNFR1 shedding were determined by
MTT and ELISA, respectively.

Results: Our results indicate that TNFR1 is phosphorylated by JAK2 and PKA.
However, PKA-mediated phosphorylation inhibits JAK2-mediated tyrosine
phosphorylation. Y401 phosphorylation of TNFR1 strengthens Grb2, p85, and Stat3
binding; increases both ERK and Akt activation phosphorylations and DNA binding of
Stat3. Y360 phosphorylation of TNFR1 increases CREB and Stat3 phosphorylations,
while Y360A mutation leads to JNK and p38 activation. In cells transfected with Y401D
mutants; caspase activation, NF-kB induction, and cell survival were found to be
diminished. IRS-1 tyrosine phosphorylation was found to be negatively affected by both
tyrosine and PKA phosphorylation of TNFRI.

Conclusion: TNFR1 is phosphorylated by both JAK2 and PKA, and PKA
phosphorylation attenuates TNFR1 tyrosine phosphorylation. TNFR1 phosphorylations
differentially regulate TNF-o mediated ERK, Akt, Stat3, p38, JNK and CREB
activations, as well as IRS-1 tyrosine phosphorylation.

Key words: TNF-a, TNFR1, JAK2, PKA
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1. GIRIS

TNF-a, bircok farkli sinyal iletim mekanizmasini uyarabilen bir sitokin olup, etkilerinin
cogunu Olim bolgesi barindiran reseptdrii TNFR1 araciligiyla gosterir. TNFR1’in 6lim
bolgesi, TRADD ve RIP gibi 6liim bolgesi (DD) ya da dliim efektor bolgesi (DED)
barindiran proteinler i¢in baglanma bolgesi saglamakta, bu sayede TNF-a aracili NF-xB
aktivasyonu, apoptosis ve nekroptosis indiiksiiyonu gerceklesebilmektedir. Ote yandan,
TNF-a, yine TNFR1 araciligiyla ERK, Akt, Stat3 ve CREB yolaklarinin da
aktivasyonuna yol agmaktadir. TNFR1’in JAK2 ve c-Src tirozin kinazlarla fiziksel
etkilesimi gosterilmis, fakat bu tirozin kinazlarin TNFR1 iizerinde tirozin
fosforilasyonuna yol a¢ip agmadigi aydinlatilmamistir. TNFR1’in bu tirozin kinazlar
tarafindan fosforilasyonu, SH2 bdlgesi barindiran Grb2 ve Stat3 gibi proteinler i¢in
baglanma bolgesi olusturarak Stat3, ERK ve Akt yolaklarin aktivasyonuna aracilik
ediyor olabilir. Nitekim, TNFR1 DD’si iizerinde, YxxV/L motifine uyan iki adet
potansiyel JAK?2 fosforilasyon motifi bulunmaktadir. Bu nedenle, tez ¢aligmamizda
JAK2 ve TNFR1’in baglantisin1 tekrar gosterdikten sonra, JAK2’nin TNFR1’i tirozin
fosforile edip etmedigini sorguladik. TNFRI1 tirozin fosforilasyonunu gosterdikten
sonra, TNFR1 tirozin fosforilasyon motiflerinde yer alan tirozin amino asitlerinin
kodonunu hedeflendirilmis mutasyonla fosforilasyonu taklit edecegini diisiindiigiimiiz
aspartik asit (D) ve fosforilasyonu engelleyecegini diisiindliglimiiz alanin(A)
aminoasitlerinin kodonuna c¢evirip, TNFR1 sinyal iletiminin bu modifikasyonlardan

nasil etkilendigini inceledik.

TNFR1 DD iizerinde tirozin fosforilasyon motiflerini ararken, yine DD iizerinde iki adet
potansiyel PKA fosforilasyon motifi (RxxS/T) bulundugunu tespit ettik. Bu motiflerde
yer alan Threonin amino asitinin PKA tarafindan fosforile edilmesinin, TNFRI tirozin
fosforilasyonu iizerinde diizenleyici bir rolii olabilecegini dngdrdiik. Bu hipotezimizi test
etmek adina, TNFR1 ve PKA arasindaki fiziksel etkilesimi ve TNFRI1’in PKA
tarafindan fosforilasyona ugratilip ugratilmadigini inceledik. Bunun ardindan, potansiyel
PKA fosforilasyon motiflerinin fosforilasyonu taklit edecegini diislindiigiimiiz aspartik
asit ve fosforilasyonu engelleyecegini diisiindliglimiiz alanin aminoasitleri ile

degistirilmesinin TNFR1 sinyal iletimini nasil etkiledigini inceledik.



2. GENEL BILGILER

2.1 Tiimor Nekroz Faktorii (TNF)

1868 yilinda, P. Bruns’un erisipel bakterisi enfeksiyonu sonucunda insan tiimorlerinin
gerilemeye (regresyona) ugradigina dair gézlemi, bakteriyel enfeksiyonlar sonucu aktive
olan bir serum proteininin anti-tiimoral etki gosterebilecegine dair ilk ipucu olarak kabul
gormiistiir (Bruns, 1868). 1891 yilinda, esasen bir cerrah olan Coley, Streptococcus
erysipelas 0ziitii ile cerrahinin miimkiin olmadig1 sarkoma hastalarin1 tedavi etmis
(Coley, 1891), ilerleyen yillarda ise Streptococcus erysipelas ve Bacillus prodigiosus
oOziitlerini karistirarak, “Coley toksini”ni elde etmistir (Coley, 1910). Bu caligsmalarda,
insanlarin tiimor bolgesine bakteriyel 6ziit enjeksiyonunu takiben hastalarinin atesinin
yiikseldigi tespit edilmis ve bu ates yiikseliginin ardindan tiimdriin gerilemeye girdigi

belirlenmistir.

Coley toksininin tiimor gerilemesini saglamasinda rol oynayan molekiilii belirlemek
isteyen Shear ve arkadaglari, fare modelinde yaptiklari ¢aligmayla, bu molekiiliin
lipopolisakkarid (LPS) oldugunu belirlemislerdir (Shear ve ark., 1943). Algire ve
arkadaglar1 ise, LPS’in sistemik hipotansiyona yol agarak tiimér damarlanmasini
bozdugunu ve tlimdrlerin besinsiz kalarak oldiigiinii saptamiglardir (Algire ve ark.,
1952). ilk zamanlarda LPS’in bu etkisinin direkt oldugu diisiiniilmesine ragmen,
1962°de O’Malley ve arkadaslari, bu etkinin LPS tarafindan indiiklenen bir serum
proteini tarafindan olusturuldugunu gostermisler (O'Malley ve ark., 1962) ve 1975
yilinda bu protein Carswell tarafindan timér nekréz faktorii (TNF) olarak

isimlendirilmistir (Carswell ve ark., 1975).

1975 yilinda isimlendirilmesine ragmen TNF proteinleri TNF-a ve lenfotoksin’in (TNF-
B) izolasyonu ve klonlanmasi 10 yil sonraya tarihlenir (Aggarwal ve ark., 1985b;
Aggarwal ve ark., 1984). Aym1 zamanda bu tarih, TNF-o ve kasektin’in, yani
makrofajlardan sentezlenip kanser iligkili kilo kaybina (kaseksi) yol acan proteinin ayni
molekiil oldugunun fark edildigi tarihtir (Beutler ve ark., 1985). Yine 1985 yilinda,
TNF-o’nin hiicre oldiiriicii etkisinin, hiicre ylizeyindeki bazi reseptorlerce saglandigi

(Baglioni ve ark., 1985; Niitsu ve ark., 1985) ve bu reseptorlerin ekspresyonlarinin



interferon-y tarafindan indiiklendigi anlasilmistir (Aggarwal ve ark., 1985a). 1990
yilinda, TNF-a’nin aslinda 55kD ve 75kD biiyiiklerinde iki farkli reseptore baglandigi
(Brockhaus ve ark., 1990) ve sitotoksik etkinin 55-60 kD’lik reseptér (TNF-R1) ile
saglandig1 (Thoma ve ark., 1990) belirlenmis, ardindan bu reseptdr klonlanmistir (Gray
ve ark., 1990). Ertesi sene, TNFR1 kodlayan TNFRSFIA geninin 12p13°de, TNFR2
kodlayan TNFRSFIB geninin ise 1p36°’da yerlestigi (Baker ve ark., 1991), TNFR1
sitotoksik sinyaller igin esas reseptorken, TNFR2’nin TNF-a aracili timosit

proliferasyonunda ana rolii oynadig1 agiga ¢ikmustir (Tartaglia ve ark., 1991).

TNF-a geni, 6p21.3 kromozomal bdlgesinde yerlesik olup, 4 ekzon ve 3 introndan
olusur (Nedwin ve ark., 1985). Bu genin ekspresyonu, pankreas, iskelet kasi, serviks,
overler ve serebral korteks disindaki biitiin dokularda aktiftir (Uhlen ve ark., 2015).
TNF-a polipeptidi, ilk olarak 233 aminoasit uzunlugunda pro-protein olarak sentezlenir
ve ilk 76 aminoasidi sinyal peptididir (Wang ve ark., 1985). Sinyal peptidinin
uzaklastirilmasiyla elde edilen olgun TNF-a, 26kDa biyiikliigiinde bir tip 2
transmembran proteinidir (Kriegler ve ark., 1988). Bu protein, transmembran haliyle etki
gosterebildigi gibi, bir matrix metalloproteinaz olan TACE (TNF-alpha converting
enzyme) tarafindan alanin ve valin aminoasitleri arasindan kirpilip 17kD’lik ¢6ziinebilir
formu (sTNF) da olusabilir (Black ve ark., 1997; Itai ve ark., 2001; Merlos-Suarez ve
ark., 1998). TACE kesimi sonucunda hiicre icerisinde kalan yaklasik 10kDa’lik sitozolik
TNF-a kismimin ise niikleusa giderek interlokin-1beta (IL-1B) geninin ekspresyonunda
rol oynadig1 belirlenmistir (Domonkos ve ark., 2001). Transmembran TNF (tmTNF),
reseptor ile baglanmasinin ardindan, hiicre i¢ine sinyal gonderebilir (tersinir
sinyallesme/reverse signaling). TNF-a aracili tersinir sinyallesmenin ERK/MAPK
(Kirchner ve ark., 2004) ve NF-kB yolaklarinin aktivasyonunu saglayabildigi (Zhang ve
ark., 2008); bu durumunsa sempatik akzonlarin hedef innervasyonunda (Kisiswa ve ark.,
2013), monosit ve makrofajlarin lipopolisakkarid (LPS) direngliliginde (Eissner ve ark.,
2000; Kirchner ve ark., 2004) ve meme kanseri hiicrelerinin biiylimesinde (Yu ve ark.,

2013) rol oynadig1 belirlenmistir.

sTNF de, tmTNF de trimerizasyonla aktif hale gelir (Otsuka, 1975; Smith and Baglioni,
1987) ve trimerizasyon sonrasinda ¢an seklinde bir yap1 alir (Eck and Sprang, 1989).



Kendilerini eksprese eden hiicrelerdeki fonksiyonlarmin yani sira, TNF formlarinin
reseptor secilimlerinde de farklilik s6z konusudur. sTNF’in temel olarak TNFRI1’i,
tmTNF’in ise TNFR2’yi tercih ettigi bilinmektedir (Grell ve ark., 1995; Grell ve ark.,
1998Db).

2.2 TNF-a Reseptorleri

TNF-o’nin bilinen iki reseptorii TNFR1 (p55) ve TNFR2 (p75) (Hohmann ve ark.,
1989), ligand secilim tercihlerinin yani sira, eksprese edildikleri hiicreler agisindan da
farklilik gosterirler. TNFR1, hemen hemen tiim hiicre tiplerinde sentezlenirken,
TNFR2’nin CD4+ ve CD8+ T hiicreleri, mikroglionlar, oligodendrositler, timositler,
kalp miyositleri ve mezenkimal kok hiicrelerle kisitl ekspresyon gosterdigi
bilinmektedir (Arnett ve ark., 2001; Dopp ve ark., 2002; Grell ve ark., 1998a; Irwin ve
ark., 1999; McCoy and Tansey, 2008; Ware ve ark., 1991; Yang ve ark., 2002). Her iki
TNF reseptoriiniin ekspresyonu da, hem TNF’in kendisi, hem de interferonlar tarafindan
diizenlenmektedir (Pandita ve ark., 1992; Trefzer ve ark., 1993; Winzen ve ark., 1993).
Bunun yanmi sira, TNF gibi TNFR1 ve TNFR2 de TACE aracili kesime ugrayarak
¢oziiniir hale gelebilmektedir (Bjornberg ve ark., 1994; Solomon ve ark., 1999).

TNF reseptor siiperailesi tiyeleri, ekstraseliiler bolgelerindeki sisteince-zengin bolge
acisindan homoloji gosterirler (Smith ve ark., 1994). TNFR1 ve TNFR2 de, ekstraseliiler
bolgelerinde dorder adet sisteince zengin bolge (CRD) bulundurmaktadir (Chen ve ark.,
1995). 40’ar aminoasit uzunlugundaki sisteince zengin bolgeler, 6 sistein tekrar1 ve
bunlar arasinda olusan 3 disiilfit bagi ile karakterizedir (Naismith and Sprang, 1998).
TNFR1 ve TNFR2’nin ligand baglanma bdlgelerinin arastirildigi  delesyon
caligmalarinda, TNFR1’in ekstraseliiler bolgesindeki {igiincii, TNFR2’in ekstraseliiler
bolgesindeki dordiincii CRD’nin ligand baglanmasinda esas bolgeler oldugu
belirlenmistir (Chen ve ark., 1995). Ligand baglama bolgelerindeki bu farklilik,
TNFR1’in sTNF’e, TNFR2’nin ise mTNF’e daha yiiksek afinite gdstermesinin altinda
yatan neden olabilir. Ilk CRD’nin ise, her iki reseptorde de, pre-ligand baglanma bolgesi
(Pre-ligand assembly domain / PLAD) olarak fonksiyon gosterdigi bilinmektedir (Chan
ve ark., 2000).



TNFR1 ve TNFR2 ekstraseliiler bolgelerinde yiiksek homoloji gosterse de, sitoplazmik
bolgelerinde 6nemli farkliliklar s6z konusudur. Sitoplazmik bdlgelerinin hayli farkli
olusu, TNFR1 ve TNFR2 arasindaki homolojiyi %28 olarak kisitlamaktadir (MacEwan,
2002). TNFRI, sitoplazmik bolgesinde ndtral sphingomyelinaz (NSMase) aktivasyon
bolgesi (Adam ve ark., 1996) ve 6liim bolgesi (death domain /DD) bulundurur (Tartaglia
ve ark., 1993a). TNFR2 sitoplazmik bolgesindeyse, DD bulunmaz fakat TRAF
baglanma motifi bulunur (Grech ve ark., 2005). Sitoplazmik bolgelerindeki bu farklilik,
TNFR1 ve TNFR2 sinyallesmesinin birbirinden oldukga farkli olmasina yol agar.

TNFR1, TNFao’ nin etkilerini uyandiran esas reseptor olarak kabul edilirken, TNFR2’ nin
rolii hakkinda zamana bagli olarak farkli goriisler 6ne atilmistir. En baglarda TNFR2’nin
kendi kendine baglattig1 bir sinyal iletim yolaginin olmadig1 ve etkisini TNFR1’e TNF-
a’yt iletmek (ligand passing) ilizerinden sagladigi iddia edilmistir (Tartaglia ve ark.,
1993b). Ancak, daha sonra, TNFR2 agonistik monoklonal antikorlar1 ile yapilan
caligmalarda, TNFR2’nin de apoptosisi indiikleyebildigi ve bunun i¢cin de FADD-
Kaspaz 8 yolagini kullandig1 belirlenmistir (Depuydt ve ark., 2005; Vandenabeele ve
ark., 1995). Bunun yam sira, TNFR2, TRAF2 baglama boélgeleri sayesinde NF-kB
aktivasyonunu saglayabildigi gibi (Rodriguez ve ark., 2011), NF-kB aktivasyonunu
durdurmak i¢in TRAF2 degredasyonunu saglamasi sayesinde de TNFRI aracili
apoptosisi kuvvetlendirmektedir (Cabal-Hierro ve ark., 2014; Rodriguez ve ark., 2011).

2.3 TNFRI, Yapisi ve Sinyal iletimi
TNFR1, 12pl13°de, 3’'UTR bolgesi dahil olmak iizere 10 ekzona yayilmis olan
TNFRSF1A geni tarafindan kodlanmaktadir (Fuchs ve ark., 1992).

TNF-o’nin reseptoriine baglanmasi sonrasinda (Aggarwal ve ark., 1986) reseptor-ligand
kompleksinin dnce hiicre i¢ine internalize oldugu, ardindan hiicreyi “litik” faza soktugu
(Kull, 1988) 1990’11 yillardan oncesinde de bilinse de; TNFRI1 sinyal iletiminin
fizyolojik etkileri hakkindaki ilk fikirlerimiz, TNFR1 yoksunu (TNFR1 knock out) fare
caligmalarina dayanir. TNFR1 defektif farelerin, TNF-a’nin yol agtif1 sistemik
toksisiteden korundugu, fakat Listeria monocytogenes enfeksiyonuna asir1 duyarli hale
geldigi 1993 yilinda gosterilmistir (Rothe ve ark., 1993). Takip eden yillarda, TNFR1
yoksunu farelerde lipopolisakkarid (LPS) toksisitesine (Rothe ve ark., 1994) ve LPS-
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aracili deri {ilserlesmesine (Amar ve ark., 1995) diren¢ olustugu, normal dalak
morfolojisine sahip olmalarma ragmen siiregen IgG sentezinde ve germinal merkez
gelisiminde bozulmalarin  gozlendigi (Le Hir ve ark., 1995), noronal NF-kB
sinyallesmesinin baskilandig1 (Yang ve ark., 2002), karaciger gelisiminde gerilik oldugu
(Wallenius ve ark., 2001), karaciger Kuppfer hiicrelerinin migrasyonunun ve
dimetilnitrozamin indiiklii karaciger fibrozunun azaldigr (Kitamura ve ark., 2002),
asetaminofen toksisitesi sonrasinda karaciger rejenerasyonunun arttigt (James ve ark.,
2005), amiloid beta plaklarinin neden oldugu noéral hiicre 6liimiine direng gelistigi (Li ve
ark., 2004), Legionella pneumophila nedenli mortalitede artis gbzlendigi (Fujita ve ark.,
2008), Actinobacillus actinomycretemcomitans-aracili periodontite duyarlilik olustugu
(Garlet ve ark., 2007), karajenan indiiklii havayolu inflamasyonunun tamamen ortadan
kalktig1 (Mazzon and Cuzzocrea, 2007; Mazzon ve ark., 2008), trakeal epitelyumdaki
kirpiksi hiicrelerin hareketinin azaldigi (Weiterer ve ark., 2014) deneysel otoimmiin
iiveorenit’e kars1 direng gelistigi (Raveney ve ark., 2009), kortikal hiicrelerin oksijen ve
glukoz yoksunlugu nedenli nekroza direngli hale geldigi (Badiola ve ark., 2009),
artheroskleroz gelisiminin azaldig1 (Xanthoulea ve ark., 2008), makrofajlardaki MAPK
aktivasyonunun, NF-«kB aktivasyonunun, iNos ve Cox2 ekspresyonunun azaldigi
(Crisafulli ve ark., 2009), diyet indiiklii obeziteye karst direng gelistigi (Romanatto ve
ark., 2009), agr1 reseptorlerinde (nosiseptorler) duyarsizlik olustugu (Nadeau ve ark.,
2011) ve intrakraniyal anevrizma’ya direng gelistigi (Aoki ve ark., 2014) belirlenmistir.
Bunlarin yani sira, TNFR1 yoksunu erkek hayvanlardaki mezenkimal kok hiicrelerin
iskemi sonras1 myokardiyal rejenerasyon kapasitesinin arttig1, fakat disi modellerde bu
durumun s6z konusu olmadig1 da rapor edilmistir (Zeller ve ark., 2009). Dolayisiyla,
TNFR1 sinyal iletimi, sadece anti-timoral oOzelligiyle degil, basta mikrobiyal

enfeksiyonlara direnclilik olmak {izere birgok farkli siire¢ {izerinde etki gostermektedir.

Bugiinkii bilgilerimizle TNF-a aracili TNFRI1 aktivasyonunun etkilerini, notral
sphingomyelinaz  aktivasyonu, NF-«kB aktivasyonu, apoptosis ve nekreptosis
indiikstiyonu, p38, JNK, Akt, ERK, Stat3 gibi yolaklarin aktivasyonu seklinde

ozetleyebiliyoruz.



TNFR1, TNF baglanmas1 6ncesinde, PLAD bdlgesi sayesinde trimer yapida bulunur. Bu
esnada, TNFR1 sitoplazmik bdlgesine baglanan Silencer of Death Domain (SODD)
proteini, ligand bagh olmayan TNFR1’e sinyal partnerlerinin baglanmasini, dolayisiyla
hiicre i¢i sinyal iletimini engeller (Jiang ve ark., 1999). TNFR1’de ligand baglanmasina
miiteakip olusan konformasyonel degisiklik, SODD’un ayrilmasini saglar. Bu sayede,
TNFRI1, kendi sinyal partnerlerine baglanabilir. TNF-a uyarimindan yaklasik 10 dakika
sonra ise, SODD’un tekrar TNFR1 kompleksine gelerek, TNFR1 sinyal iletimini
zayiflattigi gosterilmistir (Jiang ve ark., 1999). Bu bilgiyi dogrulamak adina, SODD
yoksunu modeller olusturuldugunda, TNF-a aracili NF-kB aktivasyonunun arttigi, TNF-
a aracili apoptosi indiiksiiyonunun degismedigi, TNF aracili JNK aktivasyonununsa
azaldig1 (Takada ve ark., 2003) belirlenmistir. Bu ¢aligmadan iki ay sonra yayinlanan bir
calismadaysa, SODD defektif farelerde TNF-a aracili NF-xB, ERK ya da JNK sinyal

iletiminin degismedigi rapor edilmistir (Endres ve ark., 2003).

2.3.1 TNFRI1 aracih Sphingomyelinaz Aktivasyonu
TNFR1, endozomal-lizozomal asidik sphingomyelinazlar1 (A-SMase) (Schutze ve ark.,
1992) ve membran bagli notral sphingomyelinazlar1 (N-SMase) (Adam ve ark., 1996)

aktive edebilir.

TNFRI1 aracili A-SMase aktivasyonundan, TNFR1’in 6lim boélgesinin sorumlu oldugu,
TNFR1 olim bolgesine baglanan TRADD ve FADD aracilifiyla A-SMase
aktivasyonunun gergeklestigi bilinmektedir (Adam-Klages ve ark., 1998). A-SMase
aktivasyonu ile seramid olusumunun, TNFR1 aracili NF-kB aktivasyonu iizerinde
pozitif bir etkisi oldugu (Schutze ve ark., 1992) gosterilmis olup, kaspaz inhibitorlerinin
varliginda TNFR1’in A-SMase aktivasyonunun engellendigi belirlenmistir (Adam-
Klages ve ark., 1998). Her ne kadar en baglarda A-SMase aktivasyonu ile lizozomal
kompartmanlarda olusan seramid’in, TNFRI1 aracili JNK aktivasyonu i¢in gerekli
oldugu iddia edilmigse de (Adam-Klages ve ark., 1998), JNK aktivasyonu i¢in herhangi
bir SMase aktivasyonunun gerekli olmadigi sonradan kanitlanmistir (Adam ve ark.,

1998).

TNFR1 aracili N-SMase aktivasyonunda ise, Olim bolgesinin degil, TNFR1 N-

terminaline daha yakin bir bolgenin, 309-319. aminoasitler arasinin sorumlu oldugu
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gosterilmistir (Adam ve ark., 1996). FAN (Factor Associated with Neutral
sphingomyelinase activation), bu bdlgeye baglanarak (Adam-Klages ve ark., 1996) N-
SMase aktivasyonunu, dolayisiyla sphingomyelin hidrolizini takiben plazma
membraninda seramid birikimini saglar. Plazma membraninda biriken seramid, TNFR1
aracili c-raf-1 aktivasyonunu saglar (Belka ve ark., 1995) ve kaspaz aktivasyonunu
kuvvetlendirir (Segui ve ark., 2001). TNFR1-FAN interaksiyonu, ayn1 zamanda, plazma
membranina RACK1 proteininin ¢ekilmesini de saglar (Tcherkasowa ve ark., 2002),
RACKI1 ise, IKK kompleksinin TRAF2’ye baglanmasini engelleyerek, TNF-a aracili
NF-«xB aktivasyonunu baskilar (Yao ve ark.,, 2014). NF-xB aktivasyonunun
baskilanmasi, TNFR1/N-SMase yolaginin kaspaz aktivasyonunu kuvvetlendirmesinin
altinda yatan neden olabilir. TNFRI1 aracili c-Rafl aktivasyonunda primer rol oynadigi
icin TNFRI/FAN/N-SMase yolagmin ERK aktivasyonu ig¢in gerekli oldugu
gosterilmigsse de, FAN knock-out farelerde TNF aracili ERK aktivasyonunun hala
gozlenebilmesi (Luschen ve ark., 2000), TNFR1 aracili ERK aktivasyonunun alternatif

yolaklar ile de aktive edilebilecegini gostermistir.

2.3.2. TNFRI1 aracilh NF-kB Aktivasyonu

TNF-o’nin NF-kB yolagini aktive ettigi, ilk olarak 1989 yilinda gosterilmistir (Duh ve
ark., 1989). TNF-a aracili gen ekspresyonunun neredeyse tamami, NF-«B yolaginin
indiikstiyonuna dayanmaktadir (Viemann ve ark., 2004; Zhou ve ark., 2003). Bunun yani

sira, NF-kB aktivasyonu, TNFR1 aracili apoptosisin sinirlandirilabilmesini saglar (Liu

ve ark., 1996).

TNF-a aracili NF-kB aktivasyonunun {izerinde ¢ok fazla ¢calisma yapilmis olmasi ve bu
yolakla ilgili bilgilerin hiicre tipine bagl olarak degisiklik gosterebilmesi; literatiirde
birbiri ile ¢elisen ¢ok fazla bilgi birikimine neden olmustur. Tek hiicre analizine dayali
yontemler kullanilarak yapilan bir c¢alismada, TNFR1’in NF-xB’yi monofazik ve
asenkronize salinimli (osilasyonlu) olmak iizere iki farkli modiille aktive edebildigi
gosterilmistir (Nelson ve ark., 2004). Buna gore, kisa siireli TNF-o muamelesi,
monofazik aktivasyon modiiliinii uyarip, NF-kB’nin niikleusa gitmesini, IkB inhibitor
proteinlerin sentezini sagladiktan sonra NF-kB’nin sitoplazmaya geri donmesini

saglarken; uzun siireli TNF-a muamelesi ile uzun siireli IKK aktivasyonu ve IkB



proteolizi, NF-kB’nin senkronize olmayan bir sekilde niikleus-sitoplazma arasinda gidip
gelmesine neden olur (Tian ve ark., 2005). Osilasyon sayisi ise, uygulanan TNF-a
dozuna gore degismektedir (Tay ve ark., 2010). NF-kB aktivasyonu, 10ng/ml TNF-a
dozunun uygulanmasindan sonra 20. dakikada gdzlemlenebilirken, 0,01ng/ml TNF-a
dozunun uygulanmasindan sonra 50. dakikada gézlemlenebilir hale gelir. Bu durum da,
daha yiliksek doz TNF-a uygulandigi durumda daha fazla osilasyon gerceklestigi
anlamina gelmektedir (Tay ve ark., 2010).

TNF-o’nin TNFR1’e baglanmas1 sonucunda apoptosis indiiksiiyonunun mu yoksa NF-
kB aktivasyonunun mu uyarilacagina karar veren mekanizma uzun yillar bir soru isareti
olarak kalmis, 2003 yilinda ise NF-xB indiiksiiyonu ve apoptosis uyarimimin sirali
eylemler halinde meydana geldigi belirlenmistir (Barnhart and Peter, 2003; Micheau and
Tschopp, 2003). Bu modele gore, TNF-a’'nin reseptore baglanmasinin ikinci
dakikasindan itibaren lipid raftlarda (Legler ve ark., 2003) Kompleks 1 olusur ve NF-xkB
aktivasyonu baglar. TNF-a muamelesinin 30. dakikasindan itibarense bu kompleksin
parcalart TNFR1’den ayrilmaya baslar ve sitoplazmada Kompleks 2’yi olusturarak
apoptosis indiiksiiyonunu saglar. Dolayisiyla, hiicre, NF-kB’nin aktive edilemedigi

durumda apoptosise yonelir.

Trimerize haldeki TNF-a, TNFR1’e baglandiktan sonra, TRADD (TNFR1-associated
death domain protein), C-terminalinde bulunan Sliim boélgesi sayesinde, TNFR1’in
olim bolgesine baglanir (Hsu ve ark., 1995). Bir serin/threonin kinaz olan RIP1
(Receptor-interacting serine/threonine protein kinase: RIPK1), kendi basina (Zheng ve
ark., 2006) ya da TRADD araciligtyla (Hsu ve ark., 1996a) TNFR1’e baglanir. TRADD,
N-terminalinde bulunan TRAF baglama bolgesi sayesinde de TRAF2 (Hsu ve ark.,
1996b)’yi de olusturdugu komplekse getirir. Her ne kadar TNF reseptor ailesinin diger
tiyelerinin olusturdugu NF-kB aktivasyon kompleksinde TRAF5’in de yer aldigi
gosterilmisse de (Aizawa ve ark., 1997; Hsu ve ark., 1997; Ishida ve ark., 1996; Nakano
ve ark., 1996), TNFR1 kompleksinde TRAF5 mevcudiyetine dair yeterli veri mevcut
degildir. TRADD aracilifiyla TNFR1 kompleksine gelen TRAF2, diger E3 ubiquitin
ligazlar olan cIAP1 ve cIAP2’yi (cellular Inhibitors of Apoptosis) (Mahoney ve ark.,
2008; Shu ve ark., 1996) de komplekse getirmenin yani sira; Sphingosine kinaz ile



baglanarak (Xia ve ark., 2002), kendi kofaktdrii olan Sphingosine-1-fosfat’in olusmasini
saglar (Alvarez ve ark., 2010). TRAF2, cIAP1 ve cIAP2, RIP’i poli-ubikiitinasyona
ugratir (Mahoney ve ark., 2008; Park ve ark., 2004). Bu ubikiitinasyon, RIP1’in
TAB1/2/3 adaptor proteinleri sayesinde (Kanayama ve ark.,, 2004) TAKIl’e
baglanabilmesini saglar (Bertrand ve ark., 2008). Aksi takdirde, de-ubiquitine olan RIP1,
TAK1 yerine kaspaz 8’e baglanir (Bertrand ve ark., 2008).

clAP1/2, aym1 zamanda kendi kendini oto-ubikiitinasyonla ubikiitinleyerek, LUBAC
(linear ubiquitin chain assembly complex) i¢in baglanma boélgesi olusturur. LUBAC,
600kD biiyiikliigiinde bir kompleks olup, SHARPIN (SHANK associated RH domain
interactor), HOIL-1 (Heme-oxidized IRP2 ligase-1) ve HOIP (HOIL-1 interacting
protein) proteinlerinden olusur (Ikeda ve ark., 2011; Tokunaga and Iwai, 2012).
LUBAC’iIn TNFR1 kompleksinde olusturdugu lineeer ubikiitinasyonlar, NEMO
(NFkappaB essential modiilator, IKKy)’'nun komplekse kararli bir sekilde
baglanabilmesini saglar. Bu baglanti, ubikiitin modifiye edici enzim A20’nin 7. Cinko
parmak (ZFN7) bolgesi ile LUBAC’ 1n olusturdugu ubikiitin zincirlerine baglanmasi ile
engellenebilir (Tokunaga ve ark., 2012; Verhelst ve ark., 2012). cIAP1/2 ve LUBAC
tarafindan gerceklestirilmis olan ubikiitinasyonlar ve TAB1/2/3’{in ubikiitin baglanma
ozelligi (Kanayama ve ark., 2004) sayesinde, TAK1, olugsmakta olan Kompleks 1’e
baglanir. Aktif TAK/TAB kompleksi, UBAN bolgesi sayesinde lineer ubikiitin
zincirlerine baglanma 6zelligi bulunan NEMO (Ea ve ark., 2006) ile beraber bulunan
IKK1 (IKK-a) ve IKK2 (IKK-B)’yi fosforile eder. Bu durum, IKK kompleksinin
aktivasyonunu saglar (Wang ve ark., 2001). Aktive olan IKK kompleksi, [kBa’y1 32. ve
36. pozisyonlardaki serin aminoasitlerinden fosforile ederek, K-48 iliskili
ubikiitinasyonu ile 26S proteozomlarda pargalanmasina yol agar (Workman and
Habelhah, 2013). Bu sayede kanonikal yolla aktive olan NF-xB (p50/p65 dimeri)
serbest kalarak niikleusa gidebilir. Bunun yam sira, TAK1-IKK2 yolag: ile aktive olan
timor progresyon lokusu-2 (Tpl2) proteini, p65°’i Ser276 noktasindan fosforile ederek

transaktivasyon kapasitesinde artig saglar (Das ve ark., 2005).

Ote yandan, bu kompleksin pargalar1 mevcut olmadiginda da, TNF-o, non-kanonikal

yolakla NF-kB’yi aktive edebilir. RIP1 knock-out fare embryonik fibroblastlarinda, RIP
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yoklugunda TNF-a muamelesinin TRAF2’nin degradasyonuna, NIK (NFkB-inducing
Kinase)’in ise stabilizasyonuna yol actig1r gosterilmistir (Kim ve ark., 2011). Benzer
sekilde, Smac/Diablo mimetikleri ile cIAP1 ve cIAP2’nin degredasyonu da NIK
stabilizasyonuna yol agmaktadir (Yang and Du, 2004). Aktif NIK, IKKa’y1 S176’dan
(Ling ve ark., 1998), yine TNFR1 araciligiyla aktive olan Akt ise T23’den fosforile eder
(Ozes ve ark., 1999). Bu fosforilasyonlar, IKKa aktivasyonunu saglar. Aktif IKKa,
p100°1 fosforile eder ve fosforilasyona ugrayan p100, proteozomlarda islenerek p52°yi
meydana getirir. RelB/p52 heterodimeri, niikleusa go¢ edip hedef promotorlara
baglanabilir. Ote yandan, NIK, RIP1’i fosforile edip, apoptotik Kompleks 2’ye
katilmasini saglayabilir (Boutaffala ve ark., 2015).

Bunun yani sira, TNF-a aracili NF-kB aktivasyonunun, farkli hiicrelerde farkli
mekanizmalarla gergeklestigine dair veriler mevcuttur. Ornegin insan embriyonik
bobrek hiicre hattt HEK293’te, TNF-a aracili NF-kB aktivasyonu igin, interleukin-
Ireceptor-associated kinase (IRAK1) enzimatik aktivitesinin (Vig ve ark., 1999), Jurkat
T hiicre hattinda ise Syk kinaz enzimatik aktivitesinin (Takada and Aggarwal, 2004)
gerekli oldugu iddia edilmistir.

NF-kB’nin kanonikal yolakla aktivasyonu hizli ve kisa stireli bir etki gosterirken, non-
kanonikal yolakla aktivasyonu ise yavas fakat uzun siireli etki gosterir (Bonizzi and
Karin, 2004). Kanonikal NF-kB yolagi, IkBa (Sun ve ark., 1993) ve p100 (Lombardi ve
ark., 1995) ekspresyonunu indiikleyerek kendi iizerinde bir negatif geri besleme
mekanizmasi olugturabildigi gibi, cIAP1, cIAP2, TRAF2 ve TRAF3 ekspresyonlarini
indiiklemek vasitasiyla (Wang ve ark., 1998) NIK degredasyonuna (Vallabhapurapu ve
ark., 2008), yani non-kanonikal yolagin baskilanmasina da yol acabilir. Non-kanonikal
yolakta ise kendi kendini baskilama yonteminin IKKa aracili NIK fosforilasyonu ve
destabilizasyonu oldugu gosterilmistir (Razani ve ark., 2010). Kanonikal ve non-
kanonikal yolaklarin kendi igerisindeki ve birbirleri {izerindeki bu regiilasyon
mekanizmalar1  ve aktivasyon siirelerindeki farklilik, TNF-a aracili NF-«xB

aktivasyonundaki osilasyonu agiklayabilir.
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2.3.3. TNFRI1 aracih Apoptosis indiiksiiyonu

Apoptosis, bir hiicrenin yalanci ayaklarmi (psddopod) geri ¢ekip yuvarlanmasi, hiicre
hacminin azalmast (pyknosis), kromatin kondensasyonu, c¢ekirdeginin parcalara
ayrilmasi (niiklear fragmentasyon / karyorrhexis) ve plazma membran ¢ikintilanmasi ile
karakterize bir hiicre 6lim bi¢imidir. Biitiin siirecin ardindan ise hiicre, in vivo ortamda

fagositlerce yutulur (Kroemer ve ark., 2009).

TNF-a aracili apoptosis indiiksiiyonu, NF-kB’nin kanonikal ya da non- kanonikal
yolakla aktive edilemedigi durumlarda gergeklesir (Van Antwerp ve ark., 1996).
Kompleks 1 kurulamadig1 ya da ayristigi zaman, TNFR1, kompleks-Ila ve kompleks-1Ib
aracilifiyla apoptosis indiiksiiyonunu saglayabilir (Wang ve ark., 2008).

Kompleks-Ila, TNFR1’in 30 dakikadan daha uzun siire TNF-a ile muamele edilmesi ile
olustugu gosterilmis olan komplekstir. TNFR1’in TNF-o’ya baglanmasina miiteakip
TNFR1’in sitoplazmik kismina baglanmis olan TRADD ve RIP1 (Hsu ve ark., 1996a)),
TNF-o muamelesinin ilerleyen donemlerinde TNFR1’den ayrilip, olim bolgesi
interaksiyonu sayesinde FADD (Mort-1)’a baglanir. FADD ise yine olim efektor
bolgesi interaksiyonu sayesinde pro-kaspaz-8’i baglar (Boldin ve ark., 1996; Hu ve ark.,

1997a).

TNFR1 aracili NF-xB aktivasyonu kisminda da anlatildigi gibi, cIAP1 ve cIAP2’nin
RIPI’1 K377°den K63-poliubikiitinasyonuna ugratmasi, RIP1’in TAB1/2/3 adaptor
proteinleri araciligiyla (Kanayama ve ark., 2004) TAK1’e baglanabilmesini saglar
(Bertrand ve ark., 2008). cIAP1 ve cIAP2’nin SMAC mimetikleri ya da etoposide gibi
ajanlarla ortadan kaldirilmasi (Feoktistova ve ark., 2011; Tenev ve ark., 2011; Wang ve
ark., 2008), TAK1 deplesyonu (Dondelinger ve ark., 2013), CYLD tarafindan RIP1’in
de-ubikiitinasyonu (Wang ve ark., 2008), RIP1’in NIK tarafindan fosforilasyonu
(Boutaffala ve ark., 2015) ya da K377 noktasinin mutasyona ugratilmasi ile
ubikiitinasyonunun engellenmesi (Ea ve ark., 2006) gibi durumlar, Kompleks-IIb, ya da
diger adiyla Ripoptozom olusumunun 6niinii agar (Feoktistova ve ark., 2011; Tenev ve
ark., 2011; Wang ve ark., 2008). TRADD-bagimsiz olan (Jin and El-Deiry, 2006)
ripoptozom kompleksinde RIP1, RIP3 ile beraber, FADD ve FADD araciliiyla da pro-
kaspaz 8’e baglanir (Tenev ve ark., 2011).
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Trimerize reseptoriin olusturdugu Kompleks-Ila veya Kompleks-IIb (Ripoptozom)
sayesinde, bir¢ok pro-kaspaz 8 yakin hale gelmis olur ve dimerize hale gelen iki pro-
kaspaz 8’in birbirini kirmasi ile aktif Kaspaz 8 olusumu saglanir (Muzio ve ark., 1998).
Aktive olan Kaspaz 8, pro-kaspaz 3’ii kirparak, aktif Kaspaz-3’e doniistiiriir (Beyaert ve
ark., 1997; Stennicke ve ark., 1998). Kaspaz-8 aracilifiyla kaspaz-3 aktivasyonu bazi
hiicrelerde (tip 1 hiicreler) apoptosis indiiksiiyonu (harici/extrinsic apoptosis yolagi) i¢in
yeterli iken, ¢ogu hiicre tipinde (tip 2 hiicreler) dahili apoptotik yolaklarin aktivasyonu

gerekmektedir.

Dahili apoptosis yolaginin aktive edilmesini, Kaspaz-8 tarafindan Bcl2 protein ailesi
iyesi Bid’in kirpilip tBid (truncated Bid) olusturulmasi saglar (Yin, 2000). tBid,
mitokondriye transloke olarak burada Bax ve Bak’in oligomerizasyonunu ve bu sayede
de sitokrom-c (Luo ve ark., 1998; Wei ve ark., 2001) ve Smac/Diablo’nun (Adrain ve
ark., 2001) sitoplazmaya salinmasmi saglar. Smac/Diablo, XIAP ve cIAP1/2 gibi
apoptosis inhibitorlerini inhibe ederken (Liu ve ark., 2000b; Verhagen ve ark., 2000);
Sitoplazmik sitokrom-c, Apaf-1’e baglanarak ATP baglama yetisinde 10 kat artig saglar
(Jiang and Wang, 2000). ATP baglanmas1 sonrasinda, Apaf-1/Sitokrom-c kompleksi
oligomerize olur ve Kaspaz-9 da bu komplekse baglanarak, Apoptozom’u olustururlar
(Jiang and Wang, 2000). Apoptozom kompleksi, daha fazla aktif kaspaz 3
olusturulmasina (Slee ve ark., 1999) izin verirken, aktive olan kaspaz 3, pro-kaspaz 8’1
kirparak sinyal amplifikasyonu saglar (Tang ve ark., 2000; Wieder ve ark., 2001). Bu
siire¢ icerisinde ve devaminda, Kaspaz-3, bir¢ok farkli hiicresel hedefi kirparak (Slee ve

ark., 2001), apoptosise yol agar.

Kaspaz 3’lin hedefleri arasinda Bid, XIAP ve RIP-1 de bulunmaktadir (Walsh ve ark.,
2008). Dolayisiyla, kaspaz-3, apoptosis inhibitorlerini de inhibe edebilir ve NF-xB
yolaginin RIP-1 aracili aktivasyonunu engelleyebilir. Kaspaz 3 gibi, kaspaz 8 de RIP-1’1
kirparak kanonikal NF-xB yolagiin aktivasyonunu engelleyebilecegi gibi (Lin ve ark.,
1999), NIK’1 kirparak non-kanonikal NF-kB yolaginin aktivasyonunu da engelleyebilir
(Hu ve ark., 2000). Ote yandan, NIK aracili RIP fosforilasyonu kanonikal NF-«xB

aktivasyonunu engelleyip kaspaz-8 aktivasyon yolagimi aktive edebildigi igin
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(Boutaffala ve ark., 2015), kaspaz 8 aracili NIK kirpilmasi, bir negatif geri besleme

mekanizmasi olarak da kabul edilebilir.

NF-kB yolagi, apoptosis inhibitdrleri c-FLIP (Kreuz ve ark., 2001; Micheau ve ark.,
2001), cIAP1/2 (Wang ve ark., 1998) ve Bcl-XL (Chen ve ark., 2000) proteinlerinin
ekspresyonunda rol alir. Bel-XL, tBid’in yol actigi sitokrom-c ve Smac/Diablo
salinimin1 engelleyerek (Gross ve ark., 1999; Li ve ark., 1998), cIAP1 ve clAP2
kaspazlara baglanip inhibe ederek (Roy ve ark., 1997) ya da kaspazlar1 ubikiitinleyerek
proteozomal degradasyonuna yol agmak suretiyle (Huang ve ark., 2000) apoptosisi
inhibe edebilirler. c-FLIP ise, kaspaz-8’e yapisal olarak ¢ok benzeyen (Hu ve ark.,
1997b; Srinivasula ve ark., 1997), fakat proteolitik aktivitesi olmayan bir proteindir.
Oliim efektor bolge interaksiyonu sayesinde, kompleks 1 ya da kompleks 2 icerisindeki
FADD’a baglanip pro-kaspaz 8 ile dimerleserek, kaspaz 8 islenmesini engelleyebilir
(Krueger ve ark., 2001). Ote yandan, c-FLIP/Pro-Kaspaz-8 dimeri, RIP1 ve RIP3
kirpilmasinda kaspaz 8’den daha etkindir (Feng ve ark., 2007; Rebe ve ark., 2007).
Ayrica, NF-kB yolagi, IKKo/p tarafindan RIP-1’in fosforilasyonuna yol acip FADD
baglanmasin1 engelleyerek de apoptosisi ve nekroptosisi baskilayabilir (Dondelinger ve

ark., 2015).

TNFR1 aracili hiicre 6liimiinde, reaktif oksijen tiirleri (ROS) de rol oynar. TNF-a
uyarimi sonrasinda mitokondri hasar1 ve hiicre i¢i ROS birikimi ilk defa 1992 yilinda
bildirilmistir (Schulze-Osthoff ve ark., 1992). TNF-a uyarimi ve siklohekzimid (CHX)
muamelesi sonrasinda, RIP-1/TRADD/TRAF-2/FADD/Pro-kaspaz8 kompleksinin, bir
mitokondriyel protein olan Romol (ROS modulator 1)’in karboksi ucuna baglandig1 ve
Romol’in Bcl-XL (B cell lymphoma-extra large) araciligiyla mitokondriyal membran
potansiyelinin azaltilmasi ve ROS iiretiminde rol oynadig1 gosterilmistir (Kim ve ark.,
2010). Bu siireg, kaspaz 8 aktivasyonunda ve ge¢ faz JNK aktivasyonunda da rol
oynamaktadir (Kim ve ark.,, 2010). Romol gibi, RIPK3’iin de “TNFRI1 aracili
nekroptosis” baslig1 altinda detaylandirilmig olan yolaklarla ROS {iretimini saglayarak
kaspaz 8 aktivasyonuna katki sagladigi belirlenmistir (Dondelinger ve ark., 2013).
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2.3.4. TNFRI1 aracilh Nekroptosis

Nekroz, hiicre hacim artis1 (onkozis), organellerin sismesi, plazma membraninin
yirtilmasi ve intraseliiler icerigin kaybi ile karakterize hiicre 6liim bi¢imidir (Kroemer ve
ark., 2009). Nekroz, mekanik stres nedenli olabilecegi gibi, programli hiicre 6liimiiniin

bir tiirli olarak da gerc¢eklesebilir.

RIPI’in Smac mimetikleri ya da CYLD (K63-spesifik deubikiitinaz) aktivasyonu
sayesinde de-ubikiitine oldugu hiicrelerde, pan-kaspaz inhibitorleri kullanilarak kaspaz-8
ve kaspaz-3 aktivasyonu engellendigi zaman, TNF-o muamelesinin hiicreleri programli
nekrozla oldiirebildigi bilinmektedir (He ve ark., 2009; Moquin ve ark., 2013). Kaspaz-3
ve kaspaz-8 inhibe edildigi zaman nekroptosis olugsmasinda, normalde bu kaspazlarin
hedefi olan RIP1 ve RIP3’iin (Lin ve ark., 1999; Walsh ve ark., 2008) kirpilmasinin
engellenmesi rol oynar. Nekroptosis indiikstiyonunu takiben, sitoplazmada serbest ve de-
ubikiitinile haldeki RIP1 ve RIP3, birbirlerine RHIM bélgeleri araciligiyla baglanip,
filament6z yapilar olustururlar (Li ve ark., 2012). Bu filament6z yapi, bircok RIP-3’{in
birbirine yaklagsmasini, dolayisiyla da RIP-3 homodimerleri olusmasini saglar (Wu ve
ark., 2014). RIP-1 immiinokompleksinde RIP-3’{in nekroptosis indiiksiiyonunun 4.
saatinden itibaren goriilmeye basladigi, 8. saatte ise maksimum seviyesine ulastigi
bildirilmistir (He ve ark., 2009). Nekroptosisin devam edebilmesi i¢in, hem RIP-1
(Holler ve ark., 2000) hem de RIP-3 (He ve ark., 2009) kinaz aktivitesine ihtiya¢ vardir.
RIP-3, hem RIP-1’i (Cho ve ark., 2009), hem de kendi kendisini fosforile ederken (Wu
ve ark., 2014), RIP1 RIP3’i direkt fosforile edememekte, fakat RIP1 enzimatik
aktivitesinin Nekrostatin (Nec-1) ile engellendigi durumda RIP3 fosforilasyonu
gerceklesmemektedir (Cho ve ark., 2009). ilging bir sekilde, RIP1’in enzimatik
aktivitesi susturuldugunda nekroptosis engellenirken, RIP1 siRNA ile RIP1 ekspresyonu
susturuldugunda nekroptosis 6liim reseptor uyarimi olmadan dahi meydana gelmektedir

(Orozco ve ark., 2014).

RIP3’tin Ser227’den otofosforilasyonu, bir psddokinaz olan MLKL i¢in baglanma
noktas1 olusturur (Chen ve ark., 2013; Sun ve ark., 2012). Nekrozomlarin mitokondri-
iligskili membranlara translokasyonu i¢in gerekli oldugu gosterilmis olan (Chen ve ark.,

2013) bu baglanmayi takiben, RIP3, MLKL’i Thr357 ve Ser358 noktalarindan fosforile
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eder (Sun ve ark., 2012). MLKL, bir psddokinaz bolgesi etrafinda dort heliks yapisi
icermekte; ATP ile baglanmakta, fakat enzimatik aktivite gostermemektedir(Murphy ve
ark., 2013). Hsp90 tarafindan stabilize edildigi diisiiniilen (Zhao ve ark., 2016) RIP3
indiikli fosforilasyonun ardindan, MLKL oligomerizasyona izin veren bir konformasyon
kazanir ve yine Hsp90 araciligiyla plazma membranina taginarak (Jacobsen ve ark.,
2016), burada fosfotidilinositollere baglanarak (Quarato ve ark., 2016) oktamer yapi
olusturur (Huang ve ark., 2016). Plazma membranindaki MLKL oktomeri, TRPM7
kanal1 araciligiyla hiicre igerisine kalsiyum (Cai ve ark., 2014) ve sodyum (Chen ve ark.,

2014) girisi baglatir.

Nekroptosisin tamamlanabilmesi reaktif oksijen tiirleri (ROS) birikimine baglidir. RIP3,
MLKL-aracili membran permeabilizasyonunu saglamanin yani1 sira, hiicre
metabolizmasinda da reaktif oksijen tiirleri (ROS) birikimine yol acacak degisiklikler
yapar. Kaspaz inhibisyonu yapilmis hiicrelerde, RIP3’iin, glikojen fosforilaz (PYGL),
glutamat-amonya ligaz (GLUL) ve glutamat dehidrojenaz 1 (GLUDI1) gibi metabolik
enzimlerin aktivitesini arttirdig1 gosterilmistir (Zhang ve ark., 2009). PYGL aktivasyonu
ile hiicrelerin depo glikojeni enerji kaynagi olarak kullanabilmesi saglanirken, GLUL
aktivasyonu ile glutamattan glutamin iiretilerek, GLUDI aktivasyonu ileyse, glutamat o-
ketogluterata ¢evrilerek mitokondriye ekstra enerji kaynaklar1 saglanir. Hiicrede ¢ok
hizl1 bir sekilde gerceklesmeye baslayan oksidatif fosforilasyon, ROS {iretimine neden
olur (Schulze-Osthoff ve ark., 1992; Zhang ve ark., 2009). PYGL, GLUL ve GLUDI’in
siRNA ile susturulmasinin, nekroptosis kosullarinda gergeklesen ROS birikimini
azalttig1 gosterilmistir (Zhang ve ark., 2009), fakat bu yolak nekroptosis siirecinde ROS
birikiminin tek yolu degildir. MLKL susturulmasi ile de ROS iiretiminin azaldiginin
gosterilmis olmasi, mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamis olsa da, MLKL’in de ROS
iiretiminde rolii oldugunu diisiindiirmektedir (Zhao ve ark., 2012). Bunlarin yan1 sira,
TNF-a muamelesi sonrasinda TRADD ve RIP1, icerisinde Noxo-1 (NADPH oxidase
organizer-1) ve Rac-1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1)’in de oldugu bir
kompleks olusturur (Kim ve ark., 2007). RIP1 kinaz aktivitesinin 6énemli oldugu (Kim
ve ark., 2007), Riboflavin kinazin da gorev aldig1 (Yazdanpanah ve ark., 2009) bir siire¢
sonucu NADPH oksidaz aktive olur ve bu durum, hiicrede yiiklii miktarda ROS
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birikimine yol agar. Bu esnada, artan ge¢ evre JNK aktivasyonu (Schenk and Fulda,
2015) da ROS birikimine katki saglar (Ventura ve ark., 2004).

Hiicre i¢i ROS birikimi, mitokondriyal dig membran proteini Bak’in oksidatif thiol
modifikasyonlarina ve aktivasyonuna neden olur (Rohde ve ark., 2016). Aktive olan
Bak, mitokondri dig membraninda oligomerik porlar olusturur (Aluvila ve ark., 2014) ve
bu durum, mitokondriyal membran potansiyelinin kaybi, mitokondriyal solunumun
bozulmasit ile sonuglanir (Rohde ve ark., 2016). Mitokondriyal memran
permeabilizasyonu, hiicre i¢i ROS birikiminin daha da artmasina ve lizozomal
membranlarin da permeabilizasyonuna yol acar (Huai ve ark., 2013). Biitiin bu siiregler

sonunda, hiicre nekroza gider.

2.3.5. TNFRI1 aracih MAPK Aktivasyon Yolag:

Mitojen aktive protein kinaz (MAPK) ailesi, ektraseliiler sinyallerin, hiicresel tepkilere
doniistliriilmesinde 6nemli rol oynarlar. Memelilerde, MAPK ailesi ektraseliiler
sinyallerce regiile edilen kinaz (ERK), c-Jun NH2-terminal kinaz (JNK) ya da diger
adiyla stres aktive protein kinaz (SAPK) ve p38’den olusur (Kim and Choi, 2010). ERK
proteinleri ERK1-ERKS8 (Bogoyevitch and Court, 2004) seklinde isimlendirilmis sekiz;
JNK proteinleri JNK1/2/3 (Gupta ve ark., 1996) seklinde isimlendirilmis {ig; p38 ise a,
B, v ve 0 (Cuenda and Rousseau, 2007) olmak iizere dort tiyeden ve bunlarin alternatif
kirpilimla olusturulan izoformlarindan olusur. MAPK ailesine mensup {i¢ liyenin de T
loop’unda T-X-Y motifi bulunmakta olup, X, p38 i¢in Glisin, ERK i¢in Glutamik Asit,
JNK i¢in ise Prolin’dir. MAPK’ler, hem Threonin, hem de Tirozin aminoasitlerinden
fosforile olduklarinda tam aktivasyon kazanirlar (Cargnello and Roux, 2011).
MAPK’ler, MAPKK, MAPK2K, MKK ya da MEK olarak isimlendirilebilen MAPK
kinazlar tarafindan, bunlarsa MAP3K, MEKK ya da MKKK olarak isimlendirilebilen
MAPKK kinazlar tarafindan fosforile edilerek aktive edilirler (Qi and Elion, 2005).

Hiicre tipine bagli degisiklikler gosterebilmekle beraber(McFarlane ve ark., 2001;
Pollock ve ark., 2002; Ryden ve ark., 2002), TNFR1, MAPK ailesinin {i¢ liyesini de
aktive edebilir. TNFR1 aracili MAPK aktivasyonunda rol alan yolaklardan biri, Tumor
Progresyon Lokusu-2 (Tpl-2) proteini aracilidir. TNF-o stimiilasyonu yapilmamis

hiicrelerde, Tpl-2, NF-xB p105 alt iinitesi ve ABIN-2 (A20-binding inhibitor of NF-«B)
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proteini ile kompleks halindedir (Lang ve ark., 2004). TNF-a muamelesi, TAK1’in
K158 noktasindan K63 poli-ubikiitinasyonunu saglar (Fan ve ark., 2010). TRAF2,
TRAF6 ya da TABI1 araciligiyla gerceklesebilen bu ubikiitinasyon, IKK/NEMO igin
baglanma boélgesi olusturur (Fan ve ark., 2010). TAK1 (MAP3K7) tarafindan fosforile
edilerek aktive olan IKK2 (Wang ve ark., 2001), hem p105°’i fosforile ederek Tpl2’nin
serbest kalmasini saglar (Beinke ve ark., 2004; Pattison ve ark., 2016); hem de Tpl2’yi
Ser400 noktasindan fosforile eder (Roget ve ark., 2012). TNF-a ile indiiklenen
hiicrelerde RIP1-Tpl2 baglantisinin (Eliopoulos ve ark., 2006) olustugu bildirilmistir,
fakat RIP1 ve Tpl2’yi bulunduran sinyalzomun Tpl2’ye aktivite kazandirmak i¢in mi
olustugu, yoksa TNF-a stimiilasyonundan sonra hizli bir sekilde meydana gelen Tpl2
degradasyonundan (Das ve ark., 2005) m1 sorumlu oldugu heniiz bilinmemektedir. Aktif
hale gelen Tpl2, MKK1/2, MKK4 ve MKK3/6’y1 fosforile ederek aktive eder (Das ve
ark., 2005; Farias and Rousseau, 2015; Pattison ve ark., 2016). MKK1/2, ERKI1 ve
ERK2’yi, T-E-Y motifinde bulunan T202 ve Y204 ten fosforile ederek aktive ederek
(Orton ve ark., 2005); MKK3/6 ise, p38’i T-G-Y motifindeki T180 ve Y182’den
fosforile ederek (Remy ve ark., 2010) aktive ederler. MKK4, JNK1/2’yi yine T-P-Y
motifinde bulunan Y185’ten (Fleming ve ark., 2000) fosforile ederken, T183
fosforilasyonu i¢in MKK?7 aktivasyonu gerekmektedir (Fleming ve ark., 2000). TNF-o,
Tpl-2 aracili yolakla olmasa da, MKK7’yi kuvvetli bir sekilde aktive edebilmektedir
(Tournier ve ark., 2001).

TAKI1-Tpl2 yolagr TNF-a aracili MAPK aktivasyonunun 6nemli bir ayagini teskil etse
de; Tpl2-/- hiicrelerde TNF-a aracili ERK ve JNK aktivasyonlarinin azalmasina ragmen
ortadan kalkmamasi, p38 aktivasyonununsa anlamli bir sekilde etkilenmemesi (Das ve
ark., 2005), baska MAPK aktivasyon yolaklarinin da séz konusu oldugunu
diistindiirmektedir. Nitekim TAK1-/- fare embryonik fibroblastlarinda azalmis oldugu
halde hala goézlemlenebilen TNF-a indiiklii MAPK aktivasyonunun, karma menseli
kinazlar (mixed lineage kinases) MLK2 (MAP3K10) ve MLK3 (MAP3KI11)’iin
susturulmasiyla daha da azaltilabildigi belirlenmistir (Kant ve ark., 2011). TNF-a
muamele edilmis hiicrelerde, TRAF-2"nin TRAF bolgesi ile, MLK3 C-terminal bdlgesi
arasindaki fiziksel etkilesimin, MLK3 aktivasyonuna yol a¢tig1 gosterilmistir (Sondarva

ve ark.,, 2010). TNF-o aracth MLK2 ve MLK3 aktivasyonunun bir diger
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mekanizmasinin ise, Rho GTPaz ailesi iiyeleri Rac ve Cdc2 araciligiyla oldugu
bilinmektedir (Teramoto ve ark., 1996). Bu yolakta, TNF-a uyarimi, PTPN-1 (Protein
Tirozin Fosfataz, Non-Reseptdr Tip 1) aktive olup, c-Src iizerindeki inhibitor fosfati
kaldirarak c-Src aktivasyonuna yol agar. Aktive olan c-Src, Vav guanin degisim faktorii
(GEF)’i tirozin fosforilasyonuna ugratarak aktive eder. Aktif Vav, Rac/Cdc42
GTPazlari, Rac/Cdc42 ise MLK2 ve MLK3’ii aktive eder (Kant ve ark., 2011). MLK2
ve MLK3, MKK3/6 ve MKK7’yi fosforile ederek aktive ederler(Cuenda and Dorow,
1998; Hirai ve ark., 1997; Tibbles ve ark., 1996). Bu sayede, TNF-o uyarimi ile aktive
olan c-Src yolagi, stres-indiikli MAPK yolaklar1 olan JNK ve p38 yolaklarinin
aktivasyonunu saglamis olur. Ayrica MLK3, B-Raf aktivasyonu aracilifiyla ERK
MAPK yolaginin da aktivasyonunu saglayabilir (Chadee and Kyriakis, 2004).

Stres indiikli MAPK yolaklarmin TNF-a aracilifiyla uyariminin bir diger mekanizmasi
ise, Germinal Center Kinase (GCK) araciligiyladir. Bu yolakta, TNF-a uyarimi
sonrasinda olusan RIP-TRAF2 kompleksi, TRAF2’nin GCK C-terminal bdolgesine
baglanmasin1 saglar. TRAF2 ile baglantis1 sayesinde aktive olan GCK, N-terminal
bolgesi ile baglandigt MEKK1’in aktivasyonunu (Shi and Kehrl, 1997; Yuasa ve ark.,
1998), dolayistyla da JNK aktivasyonunu saglar (Xia ve ark., 2000; Yujiri ve ark.,
2000).

Yukarida anlatilmis olan Tpl2 aracilt MKK1/2 aktivasyonunun yani sira, TNFR1, 1G20
geninin bir varyantt olan MADD (MAPK Activating Death  Domain Protein)
aracilifiyla da ERK aktivasyonuna yol agabilir (Schievella ve ark., 1997). Bu yolakta,
TNFR1 DD’i ile DD-DD interaksiyonuna giren MADD’in Grb2 ve TNFR1 arasinda bir
koprii gorevi gordiigii iddia edilmektedir. Nitekim, MADD’1n shRNA ile susturuldugu
hiicrelerde, Grb2 ve Sos’un TNFR1 ile baglanamadigi ve ERK aktivasyonunun anlaml
derecede baskilandig1 gosterilmistir (Kurada ve ark., 2009). Ote yandan, MADD
susturulmasi, JNK ve p38 yolaklarinin aktivasyonunu engellememistir (Kurada ve ark.,

2009).

TNF-a, stres indiiklii MAPK’lerin kisa siireli aktivasyonunun yani sira, uzun siireli
aktivasyonuna da yol acabilir. Uzun siireli JNK ve p38 aktivasyonunda, kisa siireli

aktivasyon yolaklar1 i¢in gerekli olmayan bir protein, ASK1 (Apoptosis Sinyali Regiile
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Edici Kinaz/MAP3K5) rol almaktadir (Tobiume ve ark., 2001; Tsou ve ark., 2012).
ASK1, aktivasyonunun indiiklendigi kosullar olusmadiginda, thioredoxin ile kompleks
halinde ve inaktif konumdadir (Saitoh ve ark., 1998). Hiicre icerisinde, “TNFR1 Aracilt
Nekroptosis” kisminda anlatilmig olan yolaklarla ROS birikimi oldugunda, ASKI1
thioredoxin’den ayrilarak (Liu ve ark., 2000a) TRAF2 ve TRAF6 ile kompleks kurar
(Noguchi ve ark.,, 2005) ve bu kompleks, ASK1’in oligomerizasyonunu,
fosforilasyonunu ve aktivasyonunu saglar (Fujino ve ark., 2007; Nishitoh ve ark., 1998).
Aktive olan ASK1, MKK3/6 ve MKK4/7’yi aktive ederek soniimlenmis olan JNK ve
p38 aktivasyonlarmin tekrar artisina yol agar. ASKI1’in Akt tarafindan Ser§83
noktasindan fosforilasyonu (Kim ve ark.,, 2001) ve A20 araciligiyla indiiklenen
deubikiitinasyon ve proteozomal degredasyonu (Won ve ark., 2010) gibi mekanizmalarla

inhibe edilmesi, stres indiiklii yolaklarin gec evre aktivasyonunu engeller.

TNF-a uyarimi sonrasinda aktive olan ERK’iin fosforilasyon hedeflerinden biri de,
TNFRI1 sitoplazmik bdolgesidir (Cottin ve ark., 1999). ERK tarafindan fosforilasyon,
TNFR1’in golgi ve plazma membran1 yerine endoplazmik retikulum ile iliskili
tiibiillerde yerlesimine neden olur (Cottin ve ark., 1999). Burada TNFR1 ve Bcl-2
arasinda gergeklesen etkilesim, apoptosisin baskilanmasina neden olur (Cottin ve ark.,

2001).

2.3.6. TNFRI1 aracih JAK/STAT Yolag:

TNF-o’nin TNFR1 araciliiyla aktive ettigi yolaklardan biri de JAK/STAT yolagidir.
1998 yilinda ilk defa TNFR1 ile JAK1 ve JAK?2 arasindaki baglant1 gosterilmis ve TNF-
a’nin Statl, Stat3 ve Stat5 fosforilasyonuna yol actig1 belirlenmistir. Yine bu ¢alismada,
TNF-o muamelesinin, Stat3’in DNA’ya baglanmasini sagladigi gosterilmistir (Guo ve
ark., 1998a). Daha sonraki caligmalarda da, TNFR1’in JAK1 (Miscia ve ark., 2002) ve
JAK2 (Minogue ve ark., 2012) ile fiziksel etkilesimi dogrulanmig, Tyk2 ile TNFR1
arasinda da fiziksel etkilesim gosterilmistir (Miscia ve ark., 2002). TNFRI1’in JAK
proteinlerine baglanmasinda 264-271 aminoasitleri arast bolge rol oynamaktadir
(Kimura ve ark., 2004). JAK proteinleri, TNF-o muamelesi olmayan ortamda da
TNFR1’e baglanmakta, TNF-o muamelesi ile bu baglanti kuvvetlenmekte ve JAK

proteinlerinin fosforilasyonuna/aktivasyonuna yol a¢maktadir. TNF-o muamelesi
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sonucunda JAK aktivasyonu Stat3 ve Stat5b tirozin fosforilasyonuna yol acabilirken
(Miscia ve ark., 2002), Statl fosforilasyonu bazi yayinlarda gosterilebilmis (Minogue ve
ark., 2012) (Guo ve ark., 1998a; Wang ve ark., 2000), bazilarinda ise gosterilememistir
(Miscia ve ark., 2002; Wesemann and Benveniste, 2003). Biitiin bu ¢alismalar TNF-a
uyarmminin Stat1’in DNA’ya baglanmasii saglayamadigi konusunda hemfikirdir. Ote
yandan, Statl’in TNFR1 ve TRADD ile dogrudan baglantis1 gosterilmis (Pajak and
Orzechowski, 2007; Wang ve ark., 2000; Wesemann and Benveniste, 2003) ve bu
baglantinin, TNFR1-TRADD kompleksinin RIP1 ve TRAF2 ile baglantisini
engelleyerek TNFRI1 aracili NF-kB aktivasyonunun baskilanmasina yol agtig1
belirlenmistir (Wang ve ark., 2000; Wesemann and Benveniste, 2003). Statl’in aksine,
JAK1, Tyk2 (Kimura ve ark., 2004) ve JAK2 (Pincheira ve ark., 2008) TNFRI1 aracilt
NF-kB aktivasyonunu etkilemiyor goriinmektedir. TNFR1 sinyal iletimi, JAK/Stat3
yolagimnin aktivasyonunda rol oynadigi gibi, p38 aktivasyonu aracilifiyla bu yolagi
inhibe eden SOCS-3’iin de mRNA stabilizasyonuna (Ehlting ve ark., 2007), dolayisiyla
da Stat3 yolaginin baskilanmasina (Campbell ve ark., 2001) da yol agabilmektedir.

2.3.7. TNFRI1 aracih PI3K/Akt Yolag:

TNFR1, ERK ve Stat yolaklarinin yan1 sira, Akt yolagini da aktive etmektedir. TNF-a
aracilt Akt aktivasyon yolagi, NF-kB yolagiin aktivasyonuna (Burow ve ark., 2000;
Ozes ve ark., 1999) ve apoptosisin baskilanmasina (Sandra ve ark., 2002; Takahashi ve
ark., 2007) neden oldugu gibi, hiicreden hiicreye farklilik gdstermekle beraber epitel-
mezenkimal gecis (EMT)’e (Wang ve ark., 2013) veya hiicre adhezyonuna (Bieler ve
ark., 2007) yol agabilir. TNFR1 aracili Akt aktivasyon mekanizmasi lizerinde, diger
yolaklara gore daha az ¢aligma vardir. Her ne kadar nétrofillerde gosterilememis olsa da
(Geering ve ark., 2011), HEK293 ve H1299 hiicrelerinde, PI3K p85 alt iinitesi TNFR1
sitoplazmik ~ kismma  baglanmakta ve TNF-a muamelesi bu baglantiy1
kuvvetlendirmektedir (Pincheira ve ark., 2008). Bu baglanti, TNF-o muamelesi
sonrasinda PI3K aktivasyonunu saglamakta (Ozes ve ark., 1999) ve Akt aktivasyonuna
yol agmaktadir. PI3K p85 alt iinitesinin TNFR1’e hangi bolgeden baglandigi ve bu

baglanmanin hangi olaylarca nasil diizenlendigi ise bilinmemektedir.
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2.3.8. TNFRI1 ve Protein Kinaz A

TNFRI1 eksprese eden hiicrelerde TNF-a muamelesi, hiicre ici cAMP miktarinin artigina,
bu sayede de protein kinaz A (PKA) aktivasyonuna yol agmaktadir (El-Ani ve ark.,
2014; Sippy ve ark., 1996). TNFR1 aracili PKA aktivasyonu, TNFR1’in hiicre digina
sallmmminda (Islam ve ark., 2008), hepatositlerin TNF-a aracili apoptosise direncli
(Bhattacharjee ve ark., 2012), CD4+CD8+ timositlerin ise duyarli hale gelmesinde
(Guevara Patino ve ark., 2000) rol alabilirken, kimi hiicrelerde artan (Zhang ve ark.,
2013), kimi hiicrelerdeyse azalan (Grandjean-Laquerriere ve ark., 2003; Shames ve ark.,
2001) TNF-a sentezine yol acabilmektedir. Bunlarin yani sira, TNF-a araciligiyla aktive
olan PKA, Raf-1’1 S259 noktasindan fosforile ederek Raf-1 inhibisyonuna (von Bulow
ve ark., 2007) ve Rel-A’y1 S276’dan fosforile ederek NF-kB aktivasyonunun artigina
(Jamaluddin ve ark., 2007) neden olabilir. TNFR1 aracili PKA aktivasyonunun neden
farkli hiicrelerde birbirine zit etkiler uyandirdigi, TNFR1’in kendisinin bir PKA hedefi

olup olmadigi ise bilinmemektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

Malzemeler ve Soliisyonlar

Antikorlar ve inhibitorler: pAkt (5106S, 40518S, 92718S), Akt (9272S), p-p38
(9211L), p38 (9212S), pCREB (9198S), CREB (9197S), p85 (13666S), p-Stat3
(9138S), Stat3 (9132), TRADD (3684S), FADD (2732S) antikorlar1 Cell
Signaling Technology (CST)’den; pERK (sc-7383), ERK (sc-94), JAK2 (sc-
294), RIP (sc-7881), Grb2 (sc-255), PKA (sc-903), GAPDH (sc-47724), His-
Probe (sc-803), TNFR1 (ekstraseliiler bolgeye spesifik monoklonal: sc-8436,
ekstraseliiler bolgeye spesifik poliklonal: sc-31349) antikorlari, JAK2 inhibitorii
(sc364735), PKA inhibitorii (sc-201160), ProteinA/G konjuge boncuklar
(sc2003) ve EMSA spesifik Stat3 antikoru (sc-482) Santa Cruz
Biotechnologies’den; Protein Belirteci (161-0374) ve ProteinA-HRP (170-6522)
BioRad’dan; Anti-Mouse-HRP (474-1806) ve Anti-Rabbit-HRP (474-1506)
KPL’den; Lipofektamin-2000 (52887) ise Invitrogen’den satin alinmistir.

10X TBE (Tris-Borate-EDTA) Elektroforez Tamponu: 108gr Tris Base
(Fisher, BP152-1), 55gr Borik Asit (Merck) ve 40ml 500mM EDTA (pHS.0)
karigtirilip, bidistile su ile 1 litreye tamamlandi.

1X TBE Elektroforez Tamponu: 100ml 10X TBE, 900 ml bidistile su ile
llitreye tamamlandi.

Luria Bertoni (LB) Sivi Besiyeri: %2’lik olacak sekilde 20gr LB (Merck),
200ml distile su igerisinde ¢oziildii. Kullanilacak miktarlara gore boliintip,
121°C, 1 atm basingta, 15 dakika otoklavlandi.

LB-Agar Kati Besiyeri: 100ml LB s1v1 besiyeri igerisine 1gr Bakteriyolojik
Agar (Oxoid L11) eklenerek, otoklavlandi. Agar sogutulup, donmadan, 40-45°C
sicakliga geldiginde, 100mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde Amphicillin
eklendi ve bakteriyolojik petri kaplarina dagitildi, donmasina izin verildi.

IM Tris-HCI: 121,1g Tris Base tartilip, 800ml bidistile su ile ¢ozdiirtildii. HC1

ile pH istenen degere ayarlanip, bidistile su ile hacim 1litreye tamamlandi.
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7) 3M Sodyum Asetat (NaAc): 16,32 gr NaAc tartilip, 20ml suda ¢ozdiiriildi. pH,
glasiyel asetik asit (Merck) ile 5,2’ye ayarlanip, hacim 40ml’ye tamamlandu.
1,5ml’lik eppendorflar igerisine 1000yl seklinde alikotlanip, -20°C’de sakland.

8) 50 mM CacCl, (Sigma C1016) /10 mM Tris (pH:7.4): 5,55gr CaCl, tartilip,
900ml steril bidistile suda ¢6ziildii. 10ml 1M Tris-HCI1 (pH7.4) eklenip, hacim
steril bidistile su ile 1000ml1’ye tamamlandi.

9) 2X HBS (280mM NaCl, 10mM KCl, 1,5mM Na,HPO4, 12mM D-glukoz,
50mM HEPES): 8gr NaCl (Merck, 1.06404.1000), 0,37gr KCI (Sigma H3375),
0,3gr Na,HPO4.2H,0 (Merck 1.06345.1000), 1gr D-Glukoz (Sigma 16301) ve
Sgr Hepes (Sigma H3375), 400ml steril bidistile suda ¢ozdiiriidii. pH 7.05’e
ayarlandiktan sonra, hacim 500ml’ye tamamlandi. 0,2um porlu vakum
filtrelerden gegirilerek sterilize edildi.

10) 0,25M CaCl,: 2,78gr CaCl, (Sigma C1016), 100ml deiyonize su igerisinde
¢oziildii. 0,2um porlu vakum filtrelerden gecirilerek sterilize edildi.

11) 5X PBS: 40gr NaCl, 1gr KCl, 7,2gr Na,HPO,, 1,2gr KH,PO, tartilip, 800ml
bidistile su igerisinde ¢oziildi. NaOH ve HCI ile pH 7.4’e¢ ayarlandi. Hacim
1L’ye tamamlandi ve otoklavlandi.

12) 1X PBS: 200ml 5X PBS, 800ml bidistile su ile 1litreye tamamlanda.

13) 1X PBS-T: 1 litre 1X PBS igerisine 1ml Tween-20 (Merck 8.22184.1000)
eklenip karistirildi.

14) %1 BSA (Bloklama Soliisyonu): 1gr BSA, 100ml PBS-T igerisinde
cozdiiriiliip, 2 kat kagit filtreden gegirilerek siiztildii.

15) %S5 siit tozu (Bloklama soliisyonu): 5gr yagsiz siit tozu, 100ml PBS-T
icerisinde ¢ozdiiriiliip, 2 kat kagit filtreden gecirilerek siiziildii.

16) Resolving Buffer (1,5M Tris Base, pH8.8): 90,82¢gr Tris Base 400ml bidistile
suda ¢oziildi. HCI ile pH 8.8’e ayarlanir. Hacim 500ml’ye tamamlanip, 0,2um
porlu vakum filtreden gegirildi. +4°C’de saklandi.

17) Stacking Buffer (0,5M Tris Base, pH6.8): 30,25gr Tris Base 400ml bidistile
suda ¢ozdiiriildii. HCI ile pH 8.8’¢ ayarlandi. Hacim 500ml’ye tamamlanip,
0,2pum porlu vakum filtreden gegirildi. +4°C’de saklandi.
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18) %10 SDS: 50gr Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) tartilip 300ml bidistile suda
cozdiiriildii. Hacim bidistile su ile 500ml’ye tamamlanip, 0,2pm porlu vakum
filtreden gecirildi. Oda sicakliginda saklandi.

19) Western Running Buffer (10X): 15gr Tris Base, 94gr Glycine tartildi. 900ml
bidistile suda ¢6ziildii. 50ml %10 SDS eklendi. Hacim 1 litreye tamamlandi. Oda
sicakliginda sakland.

20) 1X Western Running Buffer: Her yliriitmeden Once, yiiriitiilecek Western tanki
basma 150ml 10X running buffer, 1350ml bidistile su ile karistirildi.

21) Akrilamid/Bisakrilamid (29/0,8): 145gr Akrilamid (Merck 8,00830.1000) ve 4
gr Bisakrilamid (Merck, 2610) 400ml bidistile suda ¢ozdiiriildii. Hacim 500ml’ye
tamamlanip, 0,2um porlu vakum filtreden gecirildi. Kahverengi siselere koyulup,
+4°C’de sakland.

22) Akrilamid/Bisakrilamid (29/1): 29 gr Akrilamid ve 1 gr Bisakrilamid, 80ml
bidistile su igerisinde ¢ozdiriildii. Hacim bidistile su ile 100ml’ye
tamamlandiktan sonra, 0,2um porlu vakum filtreden gecirildi. Kahverengi
siselere koyulup, +4°C’de saklandh.

23) Strip Off Soliisyonu: 12,5ml Stacking Buffer, 20ml %10 SDS, 67,5ml bidistile
su karistirilip mikrodalga firmda 30sn kadar (55°C’ye gelene kadar) isitildu.
icerisine, 704pl beta-merkaptoethanol eklendi ve 55°C’ye ayarlanmis
inkiibatorde bekletildi.

24) SDS Yiikleme Tamponu (2X Laemmli Buffer) : 1ml gliserol, 3ml %10 SDS
(Merck 8.22050.1000), 1,25 ml (IM) Tris-HCl pH:6,7, 1-2 ng bromofenol
mavisi eklendi. 0,45pum porlu filtreden gegirilip eppendorflara alikotland1 ve -
20°C’de saklandi. Kullanmadan énce Iml’ye 50 pl B-merkaptoetanol (Sigma
M3148) ilave edildi.

25) EMSA Yiikleme Tamponu: 15mg Bromofenol Mavisi tartilip, 15ml %50
gliserol igerisinde ¢ozdiiriildii. 0.2um porlu filtrelerden gegirilip alikotlanarak -
20°C’de saklandi.

26) %10 Amonyum Persiilfat (APS): 0,1gr APS (Sigma A3678), 1ml distile suda

¢oziildii. Taze hazirlanip, maksimum 6 giin +4°C’de sakland.
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27) Western Transfer Tamponu: 14,5gr Tris Base ve 7,5gr Glycine (Vivantis
PRO608) tartilip, 2 litre bidistile suda ¢ozdiiriildii. Kullanilmadan 6nce 500ml
Ethanol eklenip karigtirildi.

28) Triton-X Lizis Tamponu: 100mM Sodyum Floriir (NaF-Sigma S7920), 50mM
HEPES (Sigma H3375), 150mM Sodyum Kloriir (NaCl- Merck1.06404.1000),
%10 Gliserol (Sigma G2025), %1,2 Triton-X100 (Merck 1.08603.1000), 1mM
Magnezyum Kloriir (MgCI2-Sigma M&8266), ImM EGTA (Amresco 0732),
ImM Sodyum-o-vanadate (Sigma S6508) ve 1x proteaz inhibitdr kokteyli
(Roche-cat. no: 11 836 145 001). Solusyon pH: 7.4 (pH metre: Hanna
Instruments pH 211)’e ayarlandu.

29) 1,2M HEPES: 2.86gr HEPES, 8ml bidistile suda ¢ozdiiriildi, pH’1 7.5’
ayarlanip hacmi 10ml’ye tamamlandi.

30) 0,6M MnCl,: 0.97 gr MnCl,.H,O, 10ml bidistile suda ¢ozdiiriildii.

31) 0,6M MgCl,: 1.2 gr MgCl,.6H,O 10ml bidistile suda ¢ozdiiriildii.

32) JAK2 In vitro Kinaz Tamponu: 60mM HEPES (pH7,5), 3mM MgCl,, 3mM
MnCl,, 3uM Sodium Orthovanadate (NazVOy), 1.2mM DTT, 2,5ug/50ul PEG-
20000 olacak sekilde hazirlandi. Bunun i¢in, 18.5mg DTT iizerine 500ul 0,6M
MnCl,, 500ul MgCl,, Sml HEPES, 3.3ul Na;VO,, 5Smg PEG20000 eklenip,
hacim 50ml’ye tamamlandi.

33) PKA In vitro Kinaz Tamponu: 50mM Tris-HCI, 10mM MgCl,, 0.1mM
EDTA, 2mM DTT, %0.01 Brij35 seklinde hazirlanip, pH7.5 olacak sekilde
ayarlandi.

34) Whole Cell Extraction (WCE) Tamponu (pH7.0): 20mM HEPES, 400mM
KCl, 0.5mM EDTA, 0.1mM EGTA, ImM DTT, ImM MgCI2, %20 Gliserol, %1
NP40 seklinde hazirlanip, pH7’ye ayarlandi. 50ml igerisinde 1 tablet proteaz
inhibitor tableti (Roche, 11 836 145 001) ¢ozdiiriilerek kullanildi.

35) 4X Stat3 Gel Shift Lizis Tamponu: 40mM Hepes (pH7.9), 400mM NacCl,
0,4mM EDTA, %20 Gliserol, %0.04 NP-40, 1mM PMSF, 1mM Na3;VO,
seklinde hazirlandi.

36) Bradford icin Stok BSA (10mg/ml): 100mg BSA tartilip, 10ml steril distile su
icerisinde ¢ozdiirtldii. 0,2um porlu filtrelerden gegirilip, -20 °C’de saklandi.
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37) %50 Gliserol: 50ml %100 gliserol, 50ml bidistile su ile karistirildi.

38) MTT (5 mg/ml): 50mg (Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromide (MTT, AppliChem, A2231), 10ml steril 1X PBS igerisinde ¢ozdiiriildii
ve steril kabinde 0,22 um filtreden gegirilerek karanlikta muhafaza edildi.
Kullanilmadan hemen 6nce hazirland.

39) 0.16M Siilfiirik Asit (ELISA Stop Soliisyonu): 148ml bidistile suya, 2ml 12M

Sulfurik asit eklenerek hazirlandi.

3.2. Hiicre Kiiltiirii

Calismamiz SV-40 viriisiiniin biiylik T antijeni ile transforme insan embriyonik bdbrek
hiicre hattt HEK293T kullanilarak gergeklestirildi. Hiicreler, L-glutamin, esansiyel
olmayan amino asitler, sodyum piriivat, %10 Fetal Dana Serumu (FBS-Bicochrom cat.
No:S0115), Penisilin/Streptomisin/Amfotersin B (BI-03 033 113) ve gentamisin
eklenmis DMEM (Dulbecco’s Modifeid Eagle Medium — Biochrom FGO0415) icinde
monolayer kiiltirler halinde; %35 CO;’lik atmosfer, %95 nem ve 37°C’lik ortamda
cogaltildi. Deneyin gerceklestirildigi hiicrelerin 12-30 pasaj sayis1 arasinda olmasina

dikkat edildi.

3.3. iInsan TNFRI1 plazmidinin, tirozin fosforilasyon ve PKA fosforilasyon

mutantlarmin E. coli DHSa susuna transformasyonu

3.3.1 Kompetan Hiicre Yapim

Daha onceden dondurulmus ve 600nm dalga boyundaki optik dansitesi 0,2-0,3 olan
DH5a E.coli bakterilerinden 20ul alinip, 10ml Luria Broth (LB) siv1 besiyerine koyuldu
ve 37°C calkalamal inkiibatorde gece boyu inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda
¢ogalan bakterilerden 1ml almp, 200ml LB besiyerine koyuldu ve 4 saat 37°C
inkiibatdrde cogaltildi. Bakterilerin 600nm dalga boyundaki optik dansitesi 0,2-0,5
arasina ulastiktan sonra, buz iizerine almip 10 dakika sogumasi i¢in bekletildi. S0ml’lik
falkon tiiplere boliiniip, +4°C ve 2000rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
atilip, her bir tiipe 25ml 50mM CaCl,/10mM Tris (pH:7,4) ilave edildi ve 15 dakika
buzda bekletildi. Ardindan, yine +4°C ve 2000rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant atilip, ¢okelti tizerine 9ml 50mM CaCl,/10mM Tris (pH:7,4) ve Iml %100
gliserol eklenip homojenize edildi. 100ul’lik alikotlara ayrilip -80°C’ye kaldrildi.
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3.3.2 Kompetan hiicrelere plazmidlerin transformasyonu

Kompetan hiicreler, -80°C’den buz iizerine ¢ikartildi ve buz iizerinde ¢oziilmesine izin
verildi. Steril bir eppendorfa, kompetan hiicreden 50l ve 50-100ng DNA koyuldu. Buz
iizerinde yarim saat bekletildikten sonra, 42°C’de 1 dakika 1s1 soku uyguland: ve tekrar
buza alindi. Uzerine, 950ul antibiyotiksiz LB eklenip 37°C calkalamali inkiibatorde 1
saat cogalmasma izin verildi. Bunun ardindan, 100pg/ml Amphicillin eklenmis
(antibiyotikli) olan LB-Agar plakalara yayma gerceklestirildi. Gece boyu inkiibasyonun

ardindan, tek koloni se¢imi gerceklestirildi.

3.3.3 Yabanil tip ve mutant TNFR1 ekspresyon vektorleri ile transforme edilmis
bakterilerden gliserol stok olusturulmasi

Tek koloni se¢imi gergeklestirilmis bakteriler, LB siv1 besiyerinde ¢ogaltilip, 2’ser tlip
stoklandi. Bunun i¢in, her bir tiipe 500ul bakteri kiiltiirii, 500ul ise %20 gliserol iceren
antibiyotikli LB besiyeri eklendi ve -80°C’ye kaldirilds.

3.4. Plazmid izolasyonu

Gliserol stok olarak saklanmis olan bakteriden, 50ul almnip, 100ml 100pg/ml
Amphicillin eklenmis (antibiyotikli) LB besiyerine ekildi ve gece boyu ¢ogalmasina izin
verildi. Ertesi giin, kiiltiirler 50ml’lik falkonlara alinip, 4500rpm’de +4°C’de 10 dakika
santrifiij edildi. Siipernatantlar atilip, elde edilen ¢okeltiden Invitrogen Purelink HiPure
Midiprep kiti (K2100-14) ile plazmid izolasyonu gerceklestirildi. Kisaca tarif etmek
gerekirse, ¢okeltiler RNAz eklenmis Resilispansiyon Tamponu (50mM Tris-ClL, pH 8.0,
10mM EDTA, 100ug/mL RNase A)’da c¢ozdiiriildiikten sonra, esit hacimde Lizis
Tamponu (200mM NaOH, 1% SDS) eklendi ve 5-6 defa alt iist edildi. 5 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra yine ayni hacimde sogutulmus Cokeltme Tamponu
(3.0M potasyum asetat, pH 5.5. pH ayar1 glacial asetik asit ile yapilir) eklenerek alt {ist
edildi. 10000rpm, oda sicakliginda 15 dakika santrifiij edilirken, anyon degisim
kolonlarina 10ml Dengeleme Tamponu (0.1 M Sodyum asetat, pH 5.0, 0.6 M NaCl,
0.15% (v/v) Triton® X-100) eklendi. Dengelenmis kolonlara santrifiijde elde edilen
siipernatant pipetle alinarak eklendi ve akmasina izin verildi. Ardindan, kolon 2 kere
(eger presipitat coksa 3 kere) 10ml Yikama Tamponu (0.1 M Sodyum asetat, pH 5.0;
825 mM NaCl) ile yikandi. Ardindan, kolonda kalan DNA, 5ml Eliisyon Tamponu (100
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mM Tris-HCI, pH 8.5 1.25 M NaCl) ile temiz 15’lik falkona alind1 ve iizerine 3,5ml
izopropanol (Sigma) eklendi. Alt {ist edilip iyice karigmasi saglandiktan sonra, 1 dakika
oda sicakliginda bekletilip, hemen ardindan 10000rpm’de +4°C’de 45 dakika santrifiij
edildi. Supernatant atilip c¢okelti iizerine 5Sml soguk %70’lik alkol eklendi ve
10000rpm’de +4°C’de 7 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atilip, ¢okelti kurumaya
birakildi. Alkol igerigi uctuktan sonra, ¢coken DNA, pellet kiitlesine gore 200-300ul TE
(10 mM Tris-HCI, pH 8.0; 0.1 mM EDTA) igerisinde ¢ozdiiriildii. DNA konsantrasyonu,
uDrop Plate’e 2ul yiiklenerek MultiSkan (Thermo) spektrofotometrede dl¢iildii. Ayrica,
plazmidlerin yapisal olarak saglam olup olmadigi, agaroz jel elektroforezi ile kontrol

edildi.

3.5. TNFRI1 geninin PCR yontemi ile Cogaltilmasi
PCR reaksiyonu, CG Palm Cycler cihaz1 kullanilarak gergeklestirildi.

3.5.1. PCR Reaksiyonu, Icerigi ve Kosullari

Dizileme yontemiyle plazmidlerin kontrol edilebilmesi i¢in, pcDNA3.1A vektor
iskeletini taniyan primerler kullanildi. Kullanilan ileri primer dizisi 5’
GCGTTTAAACGGGCCCTCTAGACTC-3’,  geri  primer  dizisi ise  5’-
GTCGACGGCGCTATTCAGATCCTC-3* idi. PCR reaksiyon karigimi, Spl Q
sollisyonu (Qiagen), 2,5ul 10X tampon (Qiagen), 1pmol dNTP, 1pmol ileri primer,
Ipmol geri primer, 3 iinite Taq Polimeraz, 100ng plazmid DNA’sindan olugmaktaydi.
PCR kosullari, 95°C’de 5’ ilk denatiirasyonun ardindan, 95°C’de 45, 61°C’de 30",
72°C’de 2725 den olusan 35 déngii, son olaraksa 72°C’de 15’ final uzama evrelerinden

olusmaktaydi.
3.6. Agaroz Jel Elektroforezi

3.6.1 %1,5’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi

1,5 gram toz agaroz (Sigma Cat. A5093) tartilarak 100 ml 1X TBE’de (Tris-Sigma /
Borat- Merck 1.00165.1000 / EDTA — Sigma E5134) ¢oziildi. 50°C’ye gelene kadar
sogutuldu. 0,5 pug/ml etidyum bromiir (Sigma E87519) ilave edildi. Elektroforez

kiivetine taraklar yerlestirilerek sicak agaroz jel elektroforez kiivetine dokiildi. Oda
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sicakliginda 15-20 dk polimerize olmasi i¢in beklendi. Jel polimerize olduktan sonra

taraklar jelden ¢ikarildi ve agaroz jel elektroforez tankina (BIORAD) yerlestirildi.

3.6.2 Agaroz Jelin Yiiriitiillmesi ve Goriintiileme

%1,5’1ik agaroz jel, icerisinde 1X TBE bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. PCR
iriinii ve 100 bg¢’lik marker yiikleme tamponu kullanilarak kuyucuklara mikropipet
yardimiyla yiiklendi. Elektroforez tankina bagh giic kaynagi ile 100 voltta 40 dk

yiiriitiildii. Stire sonundan 6rnekler UV 151k veren transilluminator yardimiyla incelendi.

3.7.  Sanger Dizileme

PCR ile ¢ogaltilip, agaroz jel elektroforezi ile dogrulanan TNFR1 kodlama bolgesi, PCR
ptirifikasyonu’nun ardindan tekrar jelde kontrol edildi. Saflastirilan PCR {iriinleri, sekans
reaksiyonuna tabi tutulup, elde edilen {iriinler ethanol presipitasyonu yontemiyle
saflagtirildi. Ardindan, ABI MicroAmp Fast 96 kuyucuklu optik plakalara ornekler
yiiklenip 3130XL cihazinda ytiriitiiliip analiz edildi.

3.7.1 PCR piirifikasyonu

Agaroz jelde kontrol edilen PCR iiriinleri, PureLink Quick PCR Purification Kit
(Invitrogen) kullanilarak saflagtirildi. Bunun i¢in, 21ul PCR iirlinii iizerine 84l Buffer
B2 koyulup karigtirildi ve saflagtirma kolonlarina yiiklendi. 10000g (12500rpm)’de 1
dakika santrifiij edildi. Inen soliisyon atilip, kolona 650ul Wash Buffer eklendi.
12500rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Inen soliisyon atild1 ve kolon tekrar, maksimum
hizda (13400rpm) 2 dakika santrifiij edildi. Kolonun alt1 pegeteyle kurulandiktan sonra
steril ependorfa alind1 ve 50ul su yiiklendi. 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten
sonra, 13400rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Kolon atilip, tiipe inen DNA agaroz jel

elektroforezi ile kontrol edildi.

3.7.2 Sekans Reaksiyonu

Sekans reaksiyonu, BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit ile kuruldu. 2pl su,
3.2pmol geri primer, 2ul 5X tampon, 1ul BigDye, 2pul saflastirilmig PCR {irlinii (toplam
hacim 10pl) karistirtlip, 96°C’de 1 dakika 6n denatiirasyonun ardindan, 96°C’de 10”°,
50°C’de 5°* ve 60°C’de 4 dakika asamalarindan olusan dongiilerde 25 dongii boyunca
tutuldu.
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3.7.3 Sekans Reaksiyonunun Ethanol Presipitasyonu ile Saflastiriimasi

Sekans reaksiyon firiinleri, 2ul 3M NaAc (pHS.2) ile karistirilip steril eppendorflara
alindi. PCR tiipleri, 30ul soguk %100 ethanolle yikanip, karisim eppendorflara eklendi.
Eppendorflar, en az 30 dakika boyunca -20°C’de tutuldu. Bunun ardindan, maksimum
hizda +4°C’de 20 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant, dibe degmeden pipetle alinip
atildi. 500ul soguk %70 ethanol eklenip, maksimum hizda +4°C’de 7 dakika santrifiij
yapildi. Siipernatant yine dibe degmeden atilip, tiipler SpeedVac vakum konsantrator

cihazinda orta (medium) hizda kurutuldu.

3.7.4 Sekans Uriinlerinin Cihaza Yiiklenmesi

Kurutulan sekans reaksiyon tirtinleri, 15l enjeksiyonluk su ile ¢oziiliip MicroAmp Fast
96 kuyucuklu optik plakalara transfer edildi. ABI 3130 Genetic Analyzer cihazinda,
Sequencing Analysis programinda yiiriitiildii. Sequencing Analysis yazilimi kullanilarak,
sekans analizi gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar, FourPeaks for MacOS yazilimi

kullanilarak degerlendirildi ve resimlendirildi.

3.8. HEK?293T Hiicrelerinin CaPQO, Presipitasyonu Yontemi ile Transfeksiyonu

293T hiicreleri, transfeksiyondan bir giin 6nce, 100mm’lik hiicre kiiltiir kaplarina, ertesi
giin %60-70 yayginlikta olacak sekilde pasajlandi. Hiicre kiiltiir kabi basina 8pg diisecek
sekilde, her seferinde ikiser tekrarli transfeksiyon gerceklestirildi. Bunun i¢in, 16pg
plazmid DNA’s1 steril 15ml’lik tiip icerisine alindi. Hacmi 1ml’ye tamamlayacak
miktarda, oda sicakligina getirilmis 2X HBS eklendi. Gerekli havalandirma saglanarak,
Iml 0,25M CaCl, damla damla eklendi ve presipitat olusana kadar oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Presipitatlar tiip kenarlarinda gozlemlenince, tiipler vortekslendi
ve pipetaj yapilarak transfeksiyon karisimi 950ul/plate dagitildi. Gece boyu inkiibe
edildikten sonra, ertesi giin besiyeri uzaklastirildi ve %10 oraninda gliserol ya da DMSO
iceren besiyeri koyulup 1 dakika bekletildi. Ardindan bu besiyeri de alinip, yerine %10

serumlu tam kiiltiir besiyeri koyuldu.

3.9. HEK?293T Hiicrelerinin TNF-a ile muamelesi
Transfekte edilip soklanmig ve taze besiyeri eklenmis olan hiicrelerden, transfeksiyonun
48.saatinde besiyeri uzaklastirildi ve yerine 5ml serumsuz besiyeri koyuldu. Hiicre

kiiltiir inkiibatoriinde 16 saat serumsuz besiyerinde inkiibe edilen (serum starvation)
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hiicrelere, 5pul Sodyum Orthovanadate (Na3VOy) eklenip 1 saat inkiibe edildi. Ardindan,
10ng/ml konsantrasyonda olacak sekilde TNF eklenip istenen siire boyunca inkiibe
edildi.

PKA aktivasyonunun saglanacagi durumda, Hiicrelere Na;VO4 muamelesinin ardindan
10ul Forskolin eklenip 30 dakika inkiibasyonu saglandi. Bu siirenin sonunda TNF

muamelesi ger¢eklestirildi.
Istenen ajanlarla muamele edilen hiicrelerden, hiicre lizat1 toplandu.

3.10. Western Blot i¢cin Hiicre Lizati Hazirlanmasi

Hiicrelerden besiyeri uzaklastirilip, hiicreler PBS ile yikandi. Ardindan, petrilere
uygulanacak isleme gore 500ul-1ml arasi1 TritonX lizis tamponu eklendi ve petriler buz
tizerine alindi. Cell scraper ile hiicreler kazinarak, 1.5ml’lik eppendorf tiiplerine alindi. -
80°C’de saklandi. Kullanilmadan 6nce, en az 1 dakika vortekslenerek ¢ozdiiriildii ve
10000rpm’de 1 dakika santrifiijlendi. Siipernatant, steril tiipe alimp 80°C’de sakland.

Deney giinii, protein konsantrasyonu belirlendi.

3.11. Stat3 Gel Shift (EMSA) I¢in Hiicre Lizati Hazirlanmasi

Transfeksiyon sonrasi 48.saatte, hiicrelerden besiyeri uzaklastirilip, serum starvation
yapildi. 16 saat serumsuz ortamda Kkiiltlire edilen hiicrelerden, hi¢bir muamele
yapilmaksizin ya da 30 dakika 10ng/ml TNF ile muamele edilerek lizat toplandi. Bunun
icin, hiicreler 1X PBS ile 1 kere yikandiktan sonra, petrilere, igerisine proteaz inhibitor
kokteyli eklenmis olan (1ltablet/50ml) soguk PBS koyuldu ve hiicreler kazinarak
1.5ml’lik eppendorf tiiplere alindi. 13400rpm’de 2 dakika santrifiij yapild1 ve
stipernatant atildi. Pellet, 300pl Stat3 Gel Shift lizis tamponu ile vortekslenerek ¢oziildii.

Alikotlanarak 80°C’de sakland1. Deney giinii, protein konsantrasyonu belirlendi.

3.12. Kaspaz Aktivasyon Deneyi icin Hiicre Lizati Hazirlanmasi

Transfeksiyon sonrasi 48. saatte, serum starvation yapilmaksizin, hiicrelere 10ng/ml
konsantrasyonda TNF muamelesi yapild1 ya da kontrol olarak birakildi. 24 saat sonra,
hiicre besiyerleri alindi, lizatlar 500ul soguk PBS ile kazinarak toplandi ve 1.5ml’lik
eppendorf tiiplere aktarildi. 13400rpm’de 1 dakika santrifiijiin ardindan, siipernatantlar
atildi ve pellet 50ul Cell lysis buffer (Biovision K106-200; Biovision K113-200)
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icerisinde ¢ozdiirlildii. Buz iizerinde 10 dakika bekletildi ve 13400rpm’de 1 dakika
santrifiijjlendi. Siipernatant temiz tiipe alimp -80°C’de saklandi. Deney giinii, protein

konsantrasyonu belirlendi.

3.13. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi (Bradford)

Toplanan hiicre lizatlarinin protein miktar1 Bradford (BioRad 500-0006) reaktifi
kullanilarak BSA standartina karsi gerceklestirildi. Kisaca tarif etmek gerekirse, stok
BSA (10mg/mL) soliisyonundan 1pg/ul olacak sekilde BSA soliisyonu hazirlandi.
Standart egrinin ¢izilmesi i¢in bu sollisyondan {i¢lii tekrarlar olacak sekilde 96
kuyucuklu kaplara 1, 3, 5, 7 ve 9ug olacak sekilde ayr1 ayr1 konuldu. Yine -80°C’deki
hiicre lizatlar1 buzda eritilerek ayn1 96 kuyucuklu kaba iiger tekrar olacak sekilde 1’er pl
ilave edildi. BSA standardi ile Ornekler spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda
okundu. Uclii tekrarlarin ortalama verisi aliarak olusturulan standart egrinin formiiliine

gore orneklerin protein konsantrasyonlari belirlendi.

3.14. Immunopresipitasyon (IP)

Western blot i¢in toplandig1 sekilde toplanan hiicre lizatlarinin protein konsantrasyonu
belirlendikten sonra, istenen protein miktarini (protein miktar1 deneye gore degiskenlik
gosterebilmekteydi) iceren hiicre lizati, steril ependorfa alindi. Hacim, igerisinde proteaz
inhibitérii bulunan TritonX lizis tamponu ile 950ul’ye tamamlandi. Uzerine, 50ul
Agaroz-ProteinG/A boncuklar (Santa Cruz, sc-2003) eklendi ve +4 °C’deki nutatorde 1
saat calkalamali olarak inkiibe edildi. 1 saat sonunda, 6rnekler 10000rpm’de 1 dakika
santrifiijlendi ve siipernatant temiz tlipe alindi (Pre-clearing asamasi). 1mg protein
lizatina 2pg antikor olacak sekilde indirilmek istenen proteini tantyan antikor eklendi ve
+4 °C’deki nutatorde 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saat sonra, tiiplere 100ul Agaroz-
ProteinA/G eklendi ve yine +4 °C’deki nutatdrde gece boyu inkiibasyona birakildi. Ertesi
giin, 6rnekler 10000rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve slipernatant atildi. 1000pl tritonX
lizis tamponu eklenip tekrar santrifiijlendi ve siipernatant atildi. Bu yikama agamasi, en
az 2 defa tekrarlandi. En son yikamadan sonra, ¢okelti hic¢ siipernatant kalmayacak
sekilde temizlendi ve igerisine B-merkaptoethanol eklenmis olan SDS yiikleme tamponu
eklendi. Kaynar suda, her 1.5 dakikada bir vortekslenmek suretiyle 5 dakika kaynatildi.
10000rpm’de 1 dakika santriflij gerceklestirildi ve ornekler SDS jele dibe degmeden
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alinarak yiiklendi. Sonrasinda western blot ile analiz gerceklestirildi. Her bir IP’nin
incelenmesi i¢in, presipitasyon yapilan antikor hangi organizmadansa (fare ya da tavsan)

o organizmanin IgG’si ile de bir tiipte IP yapilarak, IgG kontrol 6rnegi saglandi.

3.15. Western Blot (WB)

3.15.1 SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) i¢in jelin hazirlanmasi

Resolving (ayristirici) jel, istenen konsantrasyona, yani incelenecek protein biiyiikliigiine
gore, asagidaki tablo’dan yola ¢ikarak hazirlandi. APS ve TEMED eklenir eklenmez,
ayarlanmis camlarin arasindan dokiildii. Uzeri, %1 SDS ile kaplanarak polimerizasyon

esnasinda dalgalanmasi engellendi.

Resolving Jel 7% 10% 12% 15%
ddH20 15ml 11,55ml 10,5 7,05
Resolving Buffer 7,5ml 7.5ml 7,5 7,5
Acr:BisAcr (29:08) 7,05ml 10.5ml 12 15
10% SDS 300ul 300ul 300ul 300ul
10% APS 300ul 300ul 300ul 300ul
TEMED 30ul 30ul 30ul 30ul

Tablo 3.1: SDS-Poliakrilamid Jel Hazirlama Olgiisii

Alt jel donduktan sonra, stacking (hizalayici) jelin hazirlanmasina gegildi. Bir jel icin
3ml su, 1.25ml stacking buffer, 625ul Akrilamid/Bisakrilamid (29/0.8), 50ul %10 SDS,
50ul APS ve 5ul TEMED koyularak hazirlanan karigim, jelin tizerine SDS atilip suyla

yikandiktan sonra dokiildii. Taraklar takilip donmasi i¢in 1 saat beklendi.

3.15.2 Orneklerin jelde yiiriitiilmesi

Bradford yontemiyle protein miktari belirlenen drneklerden 100 pg alinarak tizerine yari
hacminde B-merkaptoetanol igeren SDS yiikleme tamponu konuldu ve 95°C’de 5 dk
bekletildi. Uygun pipet uclartyla, hazirlanan poliakrilamid jele yiiklendi. Jele yiiklenen
ornekler stacking jeli gegene kadar 120 voltta, resolving jelde ise 150 voltta yiiriitiildii
(Cihaz: Amersham 80-6171-96). Yiiriime sonunda PVDF membrana transfer asamasina

gecildi.

3.15.3 SDS-PAGE’de Yiiriitiilmiis Proteinlerin PYDF Membrana Transferi
Ornekler vyiiriitiildiikten sonra transfer i¢in kullanilacak siingerler transfer tamponunda

islatildi. Transfer aparatinin siyah veya negatif yliklii olacak kismina siingerlerden biri
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yerlestirildi. Uzerine transfer tamponunda 1slatilmis whatman kagidi yerlestirildi. Bunun
tizerine Orneklerin yiiriitiildiigi jel cam plakalar arasindan dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak
kondu. Jel iizerine saf metanolde 1slatilmis PVDF membran (Biorad Cat. No: 1620177)
hava kabarcig1 kalmayacak sekilde yerlestirildi. Uzerine transfer tamponuyla 1slatilmig
whatman kagidi (Sigma Z691011) ve diger siinger konularak transfer aparati kapatildi.
Bekletmeden transfer tamponuyla doldurulan ve buz igerisine konulmus transfer
cihazina yerlestirildi. Plate elektrodlu transfer tanki i¢cin 40V, tel elektrodlu transfer tani

icinse 73V elektrik akimi ayarlanip, 6rnekler gece boyu transfer edildi.

3.15.4 PVDF Membrann Isaretlenmesi

Transferin ardindan, membranlar methanolde 1 dakika fikse edildikten sonra, isaretleme
kabina alinip 2 saat uygun bloklama soliisyonu ile bloklandi. Antikorun karakterine gére
bloklama soliisyonuna karar verildi. Ornegin, arka plan isaretlemesi (non-spesifik
bantlar) veren antikorlar kullanilacaginda %S5 siit tozu, oOzellikle fosfo-tirozin
isaretlemesi gibi isaretlemelerdeyse %1 BSA tercih edildi. Bunun ardindan, %1 BSA
icerisinde hazirlanmig antikor diliisyonlar1 ile 1 saat oda sicakliginda, ya da gece boyu
+4 °C’de primer antikor ile muamele edildi. Primer antikorlar alindiktan sonra, blotlar
1X PBS-T ile 30’ar dakikadan 2 defa yikandi. Ardindan %1 BSA igerisinde 1/5000 ya
da 1/2500 diliisyonda hazirlanmis sekonder antikor ile 1 saat oda sicakliginda
isaretlendi. Sekonder antikorun uzaklastirilmasinin ardindan blot 2x30° 1X PBS-T ile
yikandi. . ECL reaktifi (Biorad Clarity ECL Cat.1705061) ilave edildi ve 1 dk
beklendikten sonra bu da uzaklagtirildi ve kemiliiminasana duyarl film karanlik odada

blot’in iizerine konarak 1 dakika bekletildi. Goriintiileme i¢in film, film banyo cihazinda

(Kodak 8116428) banyo edildi.

Goriintiilenerek fosforilasyon seviyesi belirlenen proteinlerin, bazal seviyelerinin
belirlemesi amaciyla isaretlemesi yapilacak spesifik antikor uygulamasindan Once
fosforile formun belirlendigi membrana “strip off” islemi uygulandi. Strip off ile antikor
isaretlemesinden kurtulan membranlar, bu defa da total proteini tantyan antikorlarla yine

anlatilan sekilde isaretlendi.
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3.15.5 Strip Off islemi

Calkalamali inkiibator ve strip off soliisyonu 55°C’ye getirildi. Agz1 kapali plastik kaba
konan membranin {izerine 1sitilmig strip off sollisyonu koyuldu. Membran calkalamali
inkiibatorde 30 dk ¢alkalandi. Bunun ardindan soliisyon uzaklastirildi ve blot PBS-T (1X
PBS, %0.1 Tween-20) ile 15’er dakikadan 2 kez oda sicakliginda yikandi. Bu asgamadan

sonra membran tekrar daha dnce bahsedilen kosullarda isaretlendi.

3.16. In Vitro Kinaz Reaksiyonu
In vitro kinaz reaksiyonu, asagida anlatilan sekliyle kurulup inkiibasyon siireleri sona
erdiginde, icerisinde B-merkaptoethanol olan SDS yiikleme tamponunda ¢oziiliip SDS-

PAGE’de yiiriitiildii ve Western Blot ile analiz edildi.

3.16.1 JAK?2 In Vitro Kinaz Reaksiyonu

TNFR1’in JAK2 tarafindan fosforilasyonunun gosterilmesi i¢in, yabanil tip TNFR1 ile
transfekte edilmis hiicreler, Na;VO4 muamelesinin ardindan, a) muamele yapilmadan, b)
30 dakika TNF ile muamele edildikten sonra TNFR1 ve JAK2 immiinopresipitasyonu
gerceklestirildi. IP sonrasi elde edilen ¢okeltiler (antikor-protein kompleksleri) SDS
yiikkleme tamponunda degil, 1ml reaksiyon tamponunda (her bir reaksiyonda kullanilan
tampon sollisyonlar kisminda yazilidir) ¢ozdiirtildii. Santrifiij yapilip siipernatantlar
atildiktan sonra, tekrar 50ul 1X kinaz tamponunda ¢oziildii ve bunlar bir tiipte
birlestirildi. Karigimin {izerine 1 ml kinaz tamponu eklenip, 10000rpm’de 1 dakika
santrifiijlenip siipernatant atildi. Bu yikama asamasi, 2 kere tekrarlandi. Pelletin iizerine,
50ul JAK?2 kinaz tamponu eklenip ¢ozdiiriildi. ATP, JAK2 kinaz tamponunda 1/10
oraninda seyreltildikten sonra, tiipe 1pl ATP diliisyonu (10uM) eklendi. 30°C’de 30
dakika inkiibe edildi.

3.16.2 PKA In Vitro Kinaz Reaksiyonu

TNFR1’in PKA tarafindan fosforilasyonunun gosterilmesi i¢in, yabanil tip TNFRI1 ile
transfekte edilmis hiicreler, Na;VO4 muamelesinin ardindan, a) muamele yapilmadan,
b) 30 dakika TNF-a ile muamele edildikten sonra, c) 1 saat Forskolin muamelesinden
sonra, d) 1 saat Forskolin ve ardindan 30 dakika TNF-a muamelesinden sonra
toplanarak, TNFR1 immiinopresipitasyonu gerceklestirildi. PKA’nin katalitik alt tinitesi
hazir olarak satin alindi (NEB P6000S).
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TNFR1 immiinopresipitasyon iirlinti, PKA kinaz tamponunda 2 defa yikanip 50ul PKA
kinaz tamponunda ¢ozdiiriildii. Bagka bir tiipte, 1ul PKA (2.5x10° U/ml), 9 pl su ile
seyreltildi. Seyreltilmis PKA’dan 1pul alinarak, TNFR1 tiipiine eklendi. ATP, PKA kinaz
tamponunda 1/10 oraninda seyreltildikten sonra, tiipe 1pl ATP diliisyonu (10uM)
eklendi. 30°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

3.17. Stat3 Gel Shift (EMSA) Yontemi

Stat3 DNA baglanma etkinliginin gosterilebilmesi i¢in, Thermo’nun kemiliiminesan
EMSA kitinden (Thermo, 20148) faydalanildi. Once kiigiik (mini) jel aparatina, %6’ lik
akrilamid-bisakrilamid jel dokiildii. Bu jelden APS’in temizlenmesi i¢in , jel 120V’da
yarim saat pre-run’a tabi tutulurken, yabanil tip ve mutant TNFRI1 ile transfekte edilmis
hiicrelerden 3.12’de anlatildig1 sekilde baglanma reaksiyonlart kuruldu. Pre-run bittikten
sonra, reaksiyon iriinleri jel’e yiiklendi ve ylikleme tamponu jelin %4’iinii yiiridigiinde
durduruldu. Ardindan, jeldeki iirlinler pozitif yiikli naylon membrana transfer edildi.
Transferden sonra UV altinda cross-link iglemi gerceklestirilip, membran streptavidin-
HRP ile isaretlendi. ECL muamelesinin ardindan, radyolojik goriintiileme ile bantlar

belirlendi.

3.17.1 %5’lik Akrilamid/Bisakrilamid Jelin Dokiilmesi

Mini jel camlart hazirlandiktan sonra, 3.925ml su, 500ul 5X TBE, 1.1ml
Akrilamid/Bisakrilamid (29/1), 250ul %50 gliserol, 75ul APS ve 5ul TEMED
karigtirilarak jel hazirlandi. Jel, camlarin arasindan dokiiliip tarak takildi ve donmaya
birakildi. Jel donduktan sonra, soguk 0.5X TBE yliriitme tamponu igerisinde, yarim saat

120V’da yiiriitiildii (pre-run).

3.17.2 Stat3 Baglanma Reaksiyonunun Kurulmasi

Stat3 baglanma reaksiyonunda, Free Probe ve Supershift deney tiipleri de hazirlandi.
Free probe, lizat koyulmayan 6rnekti. Yani bu tiipe, 16.5ul su, 2ul Binding Buffer (kit
icerigi), 1l poli-d-IC (pdIC) koyuldu. 10 dakika sonra, 0.5ul Biotin isaretli Stat3 probu
(Viagene, SIDETO003b) eklendi. 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
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Reaksiyon tiiplerine, 2ul Binding Buffer, 1ul pdIC(400 ng/ml), 10pg protein miktarini
verecek kadar hiicre lizati, hacmi 19.5ul’ye tamamlayacak kadar su koyuldu. 10 dakika

beklendikten sonra 0.5ul Stat3 probu eklendi. 20 dakika reaksiyona izin verildi.

Supershift tiipiine, 2ul Binding Buffer, 1ul pdIC, 10pg protein miktarini verecek kadar
hiicre lizat1, hacmi 18.5ul’ye tamamlayacak kadar su koyuldu. 10 dakika beklendikten
sonra 0.5ul Stat3 probu eklendi. 15 dakika sonra, 1ul Stat3 antikoru (Santa Cruz, )
eklendi. 15 dakika daha oda sicakliginda inkiibe edildi.

Reaksiyon siirelerinin sonunda, tliplere S5ul EMSA yiikleme tamponu eklenerek

reaksiyonlar durduruldu ve jele ylikleme asamasina gegildi.

3.17.3 Jele Yiikleme ve Transfer

Ornekler EMSA yiikleme tamponu ile karistirildiktan sonra jele yiiklendi. 0.5X TBE’de,
135V’da, yiikleme tamponu jelin %’iinii gecene kadar yiiriitiildii. Bu esnada, pozitif
yiikli naylon membran (Thermo, 77016), 0.5X TBE’ye dengelenmesi i¢in birakildi.
Transfer asamasinda, bir kat siinger, 2 kat whatman kagidi 0.5X TBE’de islatilarak
kasede koyuldu. Sonra jel, ardindan dengelenmis naylon membran, onlarin iizerine de
yine 0.5X TBE’de 1slatilmis 2 kat whatman kagidi ve slinger koyuldu. Kaset kapatilip
transfer tankina yerlestirildi. Transfer, 0.5X TBE igerisinde, +4 °C’de 400mA’de 45
dakika boyunca gergeklestirildi.

3.17.4 UV cross-link ve isaretleme

Transfer siiresi tamamlandiktan sonra kaset acildi ve membran 254nm dalga boyu UV
15181 veren transilliiminatore yerlestirildi. Membran kivrilana kadar bekletildi. Ardindan,
kit icerigindeki bloklama soliisyonu ile 15 dakika boyunca oda sicakliginda blokland.
Bloklama siiresi sonunda, 1/300 diliisyonu verecek kadar Streptavidin-HRP antikoru
eklenip, Streptavidin’in probdaki Biotin’e baglanmasina izin verildi. Streptavidin-HRP
ile 15 dakika isaretlemenin ardindan, yikama soliisyonu ile 3 defa 5’er dakika yikama
gerceklestirildi. Sonrasinda, 5 dakika equilibration buffer’da ¢alkalama yapildi ve bunun
ardindan equilibration buffer bosaltilip membran ECL ile 5 dakika muamele edildi.

Western blot isaretlemesinde oldugu gibi, radyolojik goriintii alindi.
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3.18. Kaspaz Aktivasyon Deneyleri

Kaspaz aktivasyon deneyleri, kolorimetrik kaspaz aktivasyon kitleri (Biovision K106-
200 ve K113-200) kullanilarak gerceklestirildi. Oncelikle, bdliim 3.13’de anlatildig1 gibi
toplanan lizatlarin, protein konsantrasyonu 3.14’de anlatilan sekilde belirlendi. Her bir
lizatin 150ug protein miktarin1 verecek kadart 96 kuyucuklu plate’in kuyucuklarina
alinip, hacim kitin lizis tamponu ile 50ul’ye tamamlandi. Bir tiipe, 1ml 2X reaksiyon
tamponu alinip, bu tiipe 10ul DTT eklendi. Bundan, 6rneklerin koyuldugu kuyucuklara
50ul eklendi. Uzerine kaspaz 3 aktivasyon deneyi i¢in 5ul DEVD-pNA, kaspaz 8
aktivasyon deneyi i¢inse Spl IETD-pNA eklendi. Plate’ler, aliiminyum folyo ile kaplanip
37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda spektrofotometre (Multiskan
Spectrum) ile 400nm dalga boyunda 6l¢iim alindi.

3.19. NF-kB Aktivasyonunun Belirlenmesi

Yabanil tip ve mutant TNFR1 plasmidlerin konsantrasyonlar1 dl¢iildi. 96 kuyucuklu
kiiltiir kaplarinin her bir kuyucuguna 150ng NF-luc ve 150ng yabanil tip ya da mutant
TNFR1 plazmidini 25ul serumsuz besiyeri igerisinde verildi. Kuyucuk bagina 25ul
serumsuz besiyeri igerisinde 0.4ul Lipofektamin-2000 (Thermo-Fisher Cat. 18324012)
olacak sekilde lipofektamin karistmi hazirlanip kuyucuklara dagitildi. 20 dakika
kompleks olusumunun ardindan, 100ul serumlu besiyeri igerisinde 25.000 293T hiicresi
her bir kuyucuga dagitildi. Transfeksiyon sonrasi 24. saatte her 6rnek i¢in 5’er kuyucuga
serumlu besiyeri, 5’er kuyucuga ise serumlu besiyeri igerisinde final konsantrasyon
10ng/ml olacak sekilde TNF eklendi. 6 saat sonra ise, OneGlo lusiferaz assay (Promega)

kullanilarak Fluoroskan Ascent Luminometre ile 20milisaniye 6l¢iim alindi.

Lisiferaz aktivite sonug¢larmin, hiicre sayist nedenli farkliliklardan etkilenmemesini
saglamak adma, eszamanli MTT gerceklestirilip, lusifer sinyalleri hiicre sagkalim

oranlarina gore normalize edilerek degerlendirildi.

3.20. MTT Canhlik Testi

NF-kB aktivasyonunun normalizasyonu i¢in, 6 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda,
kuyucuklara 20ul MTT ajani eklendi. 37°C sicaklik ve %5 CO2’li kiiltiir ortaminda 4
saat boyunca inkiibe edildi. Siire sonunda, besiyeri-MTT karisimi uzaklagtirilip, 100ul
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DMSO (Dimethylsulfoxide, Sigma) eklenip iyice karistirilarak boyanin ¢oziinmesi

saglandi. Spektrofotometre ile 540nm ve 690nm dalga boylarinda 6l¢iim alindu.

TNFR1 mutantlarinin hiicre proliferasyonuna etkilerinin belirlenmesi i¢in, bos, yabanil
tip ya da mutant TNFR1 vektorleri, 25ul serumsuz, antibiyotiksiz besiyerinin igerisinde
300ng olacak sekilde, 10’ar tekrar halinde kuyucuklara dagitildi. Uzerlerine, 25ul
serumsuz ve antibiyotiksiz besiyeri igerisinde 0.4ul Lipofektamin-2000 olacak sekilde
25ul lipofektamin-besiyeri karisimi eklendi. 20 dakika kompleks olusumuna izin
verildikten sonra her bir kuyucuga serumlu besiyeri igerisinde 25.000 293T hiicresi
eklendi. 24 saat inkiibasyonun ardindan, 6’sar kuyucuga final konsantrasyonu 10ng/ml
olacak sekilde TNF-a, 6’sar kuyucuga ise taze besiyeri eklendi. 24 saat ek inkiibasyon
stiresini takiben, yukarida anlatildigr sekilde MTT ajam1 eklenip MTT analizi
gerceklestirildi.

3.21. TNFRI1 ELISA

Yabanil tip ve mutant TNFRI plasmidlerin konsantrasyonlar1 o6l¢iildii. Final
konsantrasyonu 8 ng/ul olacak sekilde serumsuz besiyeri igerisinde ¢oziildii. Negatif
kontrol olarak salmon sperm kullanildi. 96 kuyucuklu platelerde her bir plasmid igin,
12’ser kuyu olacak sekilde 20’ser kuyuya, ilgili plazmidi iceren serumsuz besiyerinden

25 ul eklendi.

Lipofektamin ® Transfeksiyon Soliisyonu (Thermo-Fisher Cat. 18324012) serumsuz
besiyerinde final konsantrasyonu 1,2 ul/ 100 ul olacak sekilde sulandirildi. Plazmidlerin
koyulmus oldugu kuyucuklara, bu soliisyondan 25 ul/kuyucuk seklinde dagitildi. Oda
sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. Bu esnada, 293T hiicreleri tripsinize edilip sayildi.
Sayim sonucuna gore, 250000hiicre/ml olacak sekilde seyreltilip, inkiibasyon siiresinin
sonunda kuyucuklara 100ul/kuyucuk dagitildi. Hiicreler, 48 saat boyunca 37°C sicaklik
ve %5 CO2’ 1i kiiltir ortamina inkiibasyona birakildi. 48 saat sonunda, her bir
plazmidle transfekte edilmis 6’sar kuyuya 10ng/ml konsantrasyonu saglayacak sekilde
TNF-a igeren besiyeri, diger kuyucuklara ise TNF-a icermeyen besiyeri eklendi. 1 saat
37°C sicaklik ve %5 CO2’ 1i kiiltir ortaminda inkiibe edildi. 1 saat sonunda,

besiyerlerinden 100ul alinip ELISA plate’lerine (Corning, 3590) aktarildi. Parafilmle

40



tizeri ortiiliip, aliiminyum folyo ile sarilan ELISA plate’leri +4 °C’de 48 saat coating igin
bekletildi.

Kaplama (coating) siiresinin sonunda, besiyerleri dokiiliip silkelenerek uzaklagtirildi ve
100ul %1 BSA eklenerek 1 saat oda sicakliginda bekletilerek bloklama islemi
gerceklestirildi. Bloklamanin ardindan kuyucuklar 2 defa 200ul 1XPBS-T ile yikandi.
Yikama soliisyonu uzaklastirildiktan sonra kuyucuklara 1/1000 diliisyonda hazirlanmais,
TNFR1 ekstraseliiler bolgesini taniyan goat-anti TNFR1 antikoru (Santa Cruz, sc-
31349) eklenip bu da 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Antikor bekleme siiresinin
sonunda tekrar 2 defa 200ul PBS-T ile yikama islemi gergeklestirildi. Ardindan, BSA
icerisinde 1/750 diliisyonda hazirlanmig ProteinA-HRP (BioRad, 170-6522) eklenip oda
sicakliginda, karanlik ortamda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda,
kuyucuklar tekrar 2 defa PBS-T ile yikandi ve TMB (Thermo, 34021) eklenerek
karanlikta 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sona erip mavi renk olusunca,
kuyucuklara ELISA stop soliisyonu (0.16M Siilfiirik  Asit) eklendi ve
spektrofotometrede 450nm dalga boyunda 6l¢iim alindi.

3.22. Veritabam Analizi

TNFR1 aminoasit dizilimine baktigimizda, death domain lizerinde 2 adet potansiyel
tirozin fosforilasyon motifi, 2 adet de potansiyel PKA fosforilasyon motifi saptamigtik.
Bunlarin mass spektrofotometri analizi ile daha 6nce saptanip saptanmadigini belirlemek
icin, phosphositePlus (Cell Signaling) veritabanindan (Hornbeck ve ark., 2015)
faydalandik.

3.23. Grafikler ve Istatistiksel Analizler
Western Blot ve EMSA sonuglari, Image J yazilimu ile, sekans sonuglar1 FourPeaks for
MacOS yazilimi ile analiz edildi. Grafikler, GraphPad Prism yazilimi ile olusturulup,

istatistiksel analizlerde yine ayn1 yazilimdan faydalanildi.
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4. BULGULAR

4.1 TNFR1 Aminoasit Diziliminin Incelenmesi ile Potansiyel Fosforilasyon
Motiflerinin Belirlenmesi

TNFR1 proteininin JAK2 tarafindan tirozin fosforilasyonuna, PKA tarafindan
serin/threonine fosforilasyonuna ugratildiginin gosterilmesinin ardindan, TNFRI
iizerindeki potansiyel fosforilasyon motiflerini taradik. Oncelikle, TNFR1 proteininin
sitoplazmik bolgesinde konsensus PKA fosforilasyon motifini (RxxS/T; x: herhangi bir
aminoasit) ve bilinen tirozin fosforilasyon motiflerini (YxxM, YxxL, YxxV, YxxI)
taradik. TNFR1 6lim bolgesi (DD) lizerinde, 2 adet potansiyel tirozin fosforilasyon
motifi, 2 adet potansiyel PKA fosforilasyon motifi oldugunu saptadik. Bunun yani sira,
DD’in ardindan, proteinin C-terminal bodlgesine ¢ok yakin bir SH3 baglanma motifi

(PxxP) bulundugunu belirledik (Sekil 4.1).

MGLSVPDLLLPLVLLELLVGIYPSGVIGLVPHLGDREKRDSVCPQGKYIHPQ
NNSICCTKCHKGTYLYNDCPGPGQDTDCRECESGSFTASENHLRHCLSCS
KCRKEMGQVEISSCTVDRDTVCGCRKNQYRHYWSENLFQCFNCSLCLN
GTVHLSCQEKQNTVCTCHAGFFLRENECVSCSNCKKSLECTKLCLPQIEN
VKGTEDSGTTVLLPLVIFFGLCLLSLLFIGLMYRYOQRWKSKIYSIVCGKST
PEKEGELEGTTTKPI APNPSFSPTPGFTPTI.GFSPVPSSTFTSSSTYTPGDCP
NFAAPRREVAPPYQGADPILATAL ASDPIPNPLOKWEDSAHKPQSI.DTDD
PATLY . AVVENVPPLRWKEFVRRLGLSDHEIDRLELONGRCILREAQ

Y (. SMLATWRRRT ,,PRRFEAT  -LELLGRVI.RDMDILILGCLEDIEEALC
GPAAI PPAPSLI R-454

Sekil 4.1: TNFR1 aminoasit dizisi lizerindeki potansiyel post-translasyonel modifikasyon noktalarinin
gosterilmesi. Italik gosterilen bolge TNFR1 sinyal peptidini (1-21 aa arast), alt1 ¢izili bdlge sitoplazmik
bolgeyi (235-455 aa arast), koyu yazilt bolge DD bolgesini (356-441 aa arasi) gostermektedir. YAAV ve
YSML (kirmizi) tirozin fosforilasyon motiflerine, RRRT ve REAT (mor) PKA fosforilasyon motiflerine
uyum gostermektedir. PPAP (yesil) bolgesi ise, SH3 baglanma bodlgesi motifi ile uyumludur.

4.2 TNFRY’in Tirozin Fosforilasyonuna Ugradiginin Gosterilmesi

TNFR1’in Akt, ERK, Stat3 gibi yolaklar1 aktive edebildiginin bilinmesi, bu reseptdriin
tirozin fosforilasyonuna ugruyor olabilecegini diisinmemize neden oldu. TNFR1’in
tirozin fosforilasyonuna ugrayip ugramadigini anlamak i¢in, yabanil tip TNFR1 vektorii
ile transfekte edilmis 293T hiicrelerine, farkl siireler boyunca TNF-o muamelesi yaptik.
Transfeksiyon sonrasi 48.saatten itibaren 16 saat serumsuz besiyerinde kiiltiire edilmis

hiicrelere, 1 saat Na3VO4 muamelesi yapilarak hiicre i¢i fosfatazlarin inhibe edilmesinin
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ardindan 15 dakika, 30 dakika, 45 dakika, 60 dakika, 90 dakika ve 120 dakika TNF-o
muamelesi gerceklestirildi ve hiicre lizat1 alind1. Ornekler SDS-PAGE’de yiiriitiildiikten
sonra western blot ile dnce fosfo-tirozin, ardindan TNFR1 ve GAPDH isaretlendi. Sekil
4.2°de goriildiigii tizere, TNFR1, TNF-a muamelesinin 30. Dakikasindan itibaren tirozin
fosforilasyonuna ugramakta ve bu fosforilasyon 2 saat boyunca stirmektedir.

a)
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e , - ‘I I mpY-TNFRI
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»
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Sekil 4.2: TNFR1 tirozin fosforilasyonunun Western Blot ile gosterilmesi. TNFR1 yabanil tip vektorii ile
transfekte edilmis hiicreler 16 saat serum starvation’in ardindan 1 saat fosfataz inhibitérii Na3VO4 ile,
bunun ardindan da belirtilen siirelerde de TNF-a ile muamele edilmistir. a) Western blot ile, 6nce fosfo-
tirozin (pY20) isaretlemesi yapilmis, ayn1 membran strip off ile antikorlardan arindirilarak TNFR1 ve
GAPDH isaretlemesi yapilmistir. b) Bagimsiz deneylerin sonuglari, ImageJ yazilimi ile analiz edilmis,
pY/TNFRI1 bant intensiteleri TNF’siz 6rneklerde 1 kabul edilerek normalize edilmistir. Grafik ¢iziminde,
GraphPad prism yazilimimdan faydalaniimistir.

Fosfo-tirozin western blot sonuglari, TNF-o. muamelesinin 30.dakikasindan itibaren
TNFRI1 tirozin fosforilasyonunun 2 kat arttigini, 60. Dakikada ise baglangictakinin 6
katina ¢iktigini gostermekteydi (Sekil 4.2b).

4.3. TNFRI1 Tirozin Fosforilasyonundan Sorumlu Tirozin Kinazin Belirlenmesi

Bir tirozin kinaz olan JAK2’nin TNF-a muamelesi sonrasinda fosforile oldugu ve
TNFRI ile etkilesime girdigi bilindigi i¢in (Minogue ve ark., 2012; Pincheira ve ark.,
2008),TNFR1 tirozin fosforilasyonunu gerceklestiren kinazin JAK2 olabilecegini
diisiindiik. Bu nedenle 6nce JAK2-TNFRI1 arasindaki etkilesimi dogrulamak igin
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immunopresipitasyon, sonrasindaysa JAK2’nin TNFR1’i direk fosforile edip etmedigini

belirlemek i¢in JAK2 in vitro kinaz reaksiyonu gergeklestirdik.

4.3.1 TNFRI1 ve JAK2 Arasindaki Fiziksel Etkilesimin Gosterilmesi

Yabanil tip TNFR1 plazmidi ile transfekte edilmis 293 T hiicrelerinden, yarim saat TNF-
o muamelesi yapilmis ve yapilmamig hiicrelerden hiicre lizatlar1 toplandi. TNFRI
monoklonal antikoru ile immunopresipitasyon gergeklestirilip JAK?2 isaretlemesi
yapildi. Elde ettigimiz sonuglara gore, JAK2, TNF-a yoklugunda TNFR1’e zayif bir
sekilde baglanirken, TNF-a muamelesi ile JAK2-TNFR1 etkilesimi kuvvetlenmektedir
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: TNFR1-JAK?2 arasindaki fiziksel etkilesim. a) TNF muamelesi olmaksizin ve 30 dakika TNF
muamelesi yapilmis lizatlardan TNFR1 immunopresipitasyonu yapilip, iki tekrar halinde yiliklenmis ve
bunlarda JAK? isaretlemesi ger¢eklestirilmigtir. b) TNF muamelesi ile JAK2-TNFRI1 etkilesimi yaklagik 5
kat kuvvetlenmektedir. Bant intensiteleri ImageJ yazilimi ile analiz edilip GraphPad Prism yazilimi ile
grafiklendirilmistir.

4.3.2 JAK2, TNFRZ1’i Direkt Olarak Fosforile Etmektedir.

JAK2’nin TNFR1’i fosforile edip edemedigini gostermek icin, TNFR1 agir1 ekspresyonu
sonrasinda TNF-a muamelesi yapilmamis 6rneklerden TNFR1 immunopresipitasyonu,
eszamanl olarak da 30 dakika 10ng/ml TNF-o muamelesi yapilmis lizatlardan JAK2
immunopresipitasyonu gerceklestirildi. JAK2 ve TNFR1 immunopresipitasyon iiriinleri
bir tiipte birlestirilerek, yontemler kisminda anlatildig1 gibi in vitro kinaz reaksiyonu
kuruldu. Es zamanli olarak, ayni sekilde hazirlanmis olan in vitro kinaz reaksiyon
tiiplerine JAK?2 inhibitorii AZD1480 de eklendi. Sekil 4.4’de de gosterildigi gibi, JAK2,
TNF-a bagli TNFR1’i tirozin fosforilasyonuna ugratmakta, bu tirozin fosforilasyonu ise

AZD1480 varliginda baskilanmaktadir.
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Sekil 4.4: JAK?2 in vitro kinaz reaksiyonu. a) TNF-o muamelesi yapilmaksizin ve 30 dakika 10ng/ml TNF
ile muamele edilmis lizatlardan ¢okeltilen JAK2 proteini ile TNF-o muamelesi yapilmamis lizatlardan
¢oktiiriilen TNFR1 arasinda, JAK2 inhibitori AZD1480 varliginda ve yoklugunda in vitro kinaz
reaksiyonu gerceklestirildi. Ust figiir TNFR1 isaretlemesini, alt figiirse fosfo-tirozin isaretlemesini
gostermektedir. TNFR1 bantlar1 4 6rnekte de benzer intensitedeyken, belirgin tirozin fosforilasyonunun
sadece TNF-a varliginda ve AZD1480 yoklugunda gozlendigi goriilmektedir. b) Bant intensiteleri ImageJ
yazilimi ile analiz edilmis, fosfo-tirozin bant intensiteleri TNFR1 bant intensitelerine oranlanarak
GraphPad yazilimi ile grafiklestirilmistir.

4.4. TNFR1 Tirozin Fosforilasyonu, PKA aktivatorii Forskolin Tarafindan
Baskilanmaktadir

TNFRI1 aracili TNF-a sinyallesmesi, PKA aktivasyonuna yol agmaktadir (Sippy ve ark.,
1996). PKA sinyal yolagininsa; TNFR1 ekzozomal salinimina yol agtig1 (Islam ve ark.,
2008), TNFR1’in proliferatif yolaklarim1 baskilayip, apoptotik yolaklarini aktive ettigi
bilinmektedir (Guevara Patino ve ark., 2000; Liu ve ark., 2004 ). TNFR1 ve PKA
arasindaki bu etki, bize, TNFR1 sinyal yolaginin PKA tarafindan bir negatif geribesleme
mekanizmasi ile diizenlendigini diisiindiirdii. PKA aktivasyonunu saglamak icin, Hint
Kolyoz bitkisi diterpenoidi  olan ve hiicre ici cAMP miktarin1 arttirarak PKA
aktivasyonu saglayan Forskolin (Alasbahi and Melzig, 2012) kullanildi. Sekil 4.5°de de
gosterildigi gibi, Forskolin TNF-o aracili TNFR1 tirozin fosforilasyonunu tamamen
baskiladi.
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Sekil 4.5: Forskolin varliginda, TNF-a aracilt TNFRI1 tirozin fosforilasyonu engellenmektedir. TNF ve
Forskolin ile muamele edilmis ya da edilmemis lizatlar, SDS-PAGE’de yiiriitiildiikten sonra, 6nce fosfo-
tirozin antikoruyla, sonrasinda ise blotlar strip off yapilip TNFR1 ve GAPDH antikorlariyla isaretleme
gercgeklestirilmigtic. TNFR1’in TNF’li ortamda tirozin fosforilasyonuna ugradigi, Forskolin’in ise TNF
aracili tirozin fosforilasyonunu engelledigi goriilmektedir.

4.5. TNFRY’in, PKA tarafindan Fosforile Edildiginin Gosterilmesi

PKA aktivatorii Forskolin’in TNFR1 tirozin fosforilasyonu {iizerindeki fosforilasyonu
engelleyici etkisi, bize TNFR1’in PKA tarafindan fosforile ediliyor olabilecegini ve bu
fosforilasyonlarin yiik itimi nedeniyle tirozin fosforilasyonunu engelleyici rol
oynayabilecegini diisiindiirdii. Bu diisiincemizi test etmek amaciyla, ncelikle TNFR1-
PKA etkilesimini immunopresipitasyon ile, sonra ise PKA’nin TNFR1’i direkt olarak

fosforile edip etmedigini ise in vitro kinaz reaksiyonu ile sorguladik.

4.5.1 TNFRI1 ve PKA Arasindaki Fiziksel Etkilesimin Gosterilmesi

TNFR1 ve PKA arasindaki etkilesimi sorgulamak i¢in, TNFR1 asir1 ekspresyonu
saglanmig hiicrelerden Na3VO4 disinda herhangi bir miidahale yapilmaksizin, TNF-a
muamelesi sonrasi, Forskolin muamelesi sonrasi ve ForskolintTNF muamelesi sonrasi
lizat topladik. Bu lizatlardan TNFR1 ve PKA immunopresipitasyonu yapip, TNFR1
immunopresipitasyon 6rneklerinde PKA, PKA immiinopresipitasyon orneklerinde ise
PKA ve TNFRI1 isaretlemesi gerceklestirdik. Elde ettigimiz sonuglara gore, PKA,
ligandina baglanan TNFR1’e baglanmakta ve Forskolin-aracili PKA aktivasyonu, bu
baglantiy1 daha da kuvvetlendirmektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: PKA ve TNFRI1 birbirine baglanmaktadir. a) PKA immunopresipitasyonunda TNFR1
isaretlemesi, b) PKA immunopresipitasyonunda PKA isaretlemesi, c¢) TNFR1 immunopresipitasyonunda
PKA isaretlemesi, d) TNFR1’e baglanan PKA miktar1 (a panelindeki bantlar ImageJ ile analiz edilip
GraphPad Prism ile grafiklendirilmistir), ¢) PKA’ya baglanan TNFR1 miktar1 (c panelindeki bantlar
Imagel ile analiz edilip GraphPad Prism yazilimiyla grafiklendirilmistir).

4.5.2 'TNFRI1, PKA Tarafindan Direkt Olarak Fosforile Edilmektedir

TNFR1 ve PKA arasindaki fiziksel etkilesimi gosterdikten sonra, TNFR1’in PKA
tarafindan fosforile edilip edilmedigini in vitro kinaz reaksiyonu kurarak sorgulamak
istedik. TNFRI1 transfeksiyonu sonrasinda 48. Saatte serumsuz ortama alinmis,
sonrasinda Na3zVO, ile muamele edilmis hiicrelerden, TNF-a muamelesi yapilmaksizin
ya da 30 dakika 10ng/ml TNF-o muamelesi sonrasinda hiicresel lizat toplandi. Bu
lizatlardan, TNFR1 monoklonal antikoru ile TNFR1 ¢oktiiriildii. Yontemler kisminda
anlatilan sekilde, saflagtirilmis sekilde satin alinan PKA katalitik alt {initesi ile in vitro
kinaz reaksiyonu kuruldu. Kinaz reaksiyonu, dort tiip seklinde tasarlandi: 1) TNF
muamelesi yapilmamis lizattan ¢oktiiriilen TNFR1 proteini + PKA katalitik alt tinitesi,
2) TNF-o muamelesi yapilmis lizattan ¢oktiiriilen TNFR1 + PKA katalitik alt {initesi, 3)
TNF muamelesi yapilmamis lizattan ¢oktiirilen TNFR1 proteini + PKA katalitik alt
iinitesi + PKA inhibitorii (PKI), 4) TNF-o muamelesi yapilmis lizattan ¢oktiiriilen
TNFR1 + PKA katalitik alt iinitesi + PKI. Reaksiyon iiriinleri, SDS-PAGE’de yiiriitiiliip
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PKA siibstrat antikoru ile western blot isaretlemesi gerceklestirildi. Ayni1 blot, strip off
yapilip TNFR1 antikoru ile isaretlendi. Sekil 4.7°de gosterildigi tlizere, TNF-a bagl
TNFR1, PKA tarafindan fosforile edilmekte ve PKI, bu fosforilasyonu engellemektedir.
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Sekil 4.7: TNFR1'in PKA tarafindan fosforilasyonunun in vitro kinaz reaksiyonu ile gosterilmesi. a) In
vitro kinaz reaksinyon fosfo-PKA siibstrat isaretlemesi. Ust blot PKA siibstrat isaretlemesini, alt blot
TNFR1 isaretlemesi. b) a panelindeki bantlar Image] ile analiz edilip GraphPad Prism ile
grafiklendirilmistir.

4.6. Veritabam Analizi ile TNFR1 Proteini Uzerindeki Fosforilasyon
Noktalarinin Dogrulanmasi

Aminoasit dizilimine bakarak belirledigimiz Y360, Y401, T411 ve T417 dizilerinin
fosforile olup olmadigini 6grenmek icin, Orneklerimizi hizmet alimi1 yoluyla Mass
Spektrometri analizi yapilmak {izere Purdue Universitesi’ne gonderdik. Anlasma
saglamis oldugumuz grubun cihaz arizasi nedeniyle sonu¢ elde edememesinden dolayi,
TNFRI1 proteini icin Mass Spektrometri veritabani Phosphosite.org’da tarama yaptik.
Buldugumuz dort motiften tgiiniin (Y360, Y401, T417) modifikasyonunun Mass
Spektrometri ile daha once gosterildigini belirledik. Fakat bu modifikasyonlarin hangi
enzimlerce yapildigit ve TNFRI1 sinyal iletimi iizerinde nasil bir etkisi oldugu

bilinmemektedir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: TNFR1 proteini {izerindeki post-translasyonel modifikasyonlar. a) TNFR1 aminoasit dizilimi
tizerinde 1’den fazla defa gosterilmis post-translasyonel modifikasyonlar. Sar1 bolge, 6lim bolgesi
(DD)’ni gostermektedir. b) LTP: Site-spesifik yontemlerle gosterilme sayisi, HTP: proteomik kesif modlu

Mass Spektrometri ile gosterim sayisl. Sekil,
http://www.phosphosite.org/proteinAction.action?id=4952&showAllSites=true web sayfasindan
almtilanmistir.

4.7. TNFR1 Proteini Uzerindeki Potansiyel Tirozin Fosforilasyon ve PKA
Fosforilasyon Noktalarinin Aspartik Asit ve Alanin Mutantlarinin Elde Edilmesi

TNFRI’in potansiyel fosforilasyon noktalarinin motif tabanli tespitinin ardindan,
fosforilasyonlarin  fonksiyonel etkilerini tespit edebilmek icin hedeflendirilmis
mutasyonla TNFR1 mutantlari1 temin ettik. Daha 6nceden pcDNA3.la plazmid
iskeletine klonlanmis ve bu asamaya kadarki deneylerde TNFR1 asir1 ekspresyonu
saglamak i¢in kullanilmig yabanil tip TNFR1 vektorii {izerinde, fosforilasyona ugrama
ihtimali olan Y360, Y401, T411 ve T417 aminoasitlerini, fosforile edilemez alanin (A)
ve fosforilasyonu taklit edebilecegini diisiindiigiimiiz aspartik asit (D) aminoasitlerine
hizmet satin alim1 yoluyla dontstiirttiik. Temin ettigimiz mutant plazmidlerin dizilerini,

sekans analizi ile dogruladik (Sekil 4.9).
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Y360A (TAC>GCC)

ACCCCGCGNACGEC TGGCCGCCG TIBGIG TGG AnG AACGTGCCCCCG T TG C

.ummmdmm i M&MM&M

Y360D (TAC>GAC)

CCCCGCG ACGC TGG ANCGCCG TG G TG G NAG A"ACG TGCCCCCG T TG

AN S

A

.- - J ) - A
Yabanil tip dizi: CCCCGCGACGCTGTAC,,,GCCGTGGTGGAGAA

Y401A (TAC>GCC)

TG CCTGCGCGAGGCGOCAAGCOCAGC ATGECTGEGEGCG ACCTGEGEAGGCGGeCGoeAaCGCCC

W

Y401D (reverse dizi) (GTA>GTC)

TCCAGG TCGCCAGCATGC TG TC TTGC GCC TCGCGCAGGCAGCGCCCG TTC

Yabanil tip dizi: GCGCGAGGCGCAATAC‘W1AGCATGCTGGCGACC
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Y360A+Y401A (reverse dizi) (GTA >GGC + GTA>GGCQC)

CAGCA TGC TGGC T TGC GCC TCGCGCAGGCAGCGCCCG TTC TGCAGC TCCAGCCGATCGA

- ——basewvio

ATC TCGTGGTCGC TCAGCCC TAGGCGCCGCACGAAT TCC TTCCAGCGCAACGGGGGCACGC(

CACG TTC TCCACCACGGCGGCCAGCG TCGCGGGG TCATCAGTG TC TAGGC TCTGTGGCTTG:®

Yabanil tip dizi: TGCTGTA4°1TTGCGCCTCGCGCAGGCAGCGCCCGTTCTGCAGC
TCCAGCCGATCGATCTCGTGGTCGCTCAGCCCTAGGCGCCGCACGAATTCCTTC
CAGCGAACGGGGGCACGTTCTCCACCACGGCGTA, ,CAGCG

Y360D+Y401D (reverse dizi) (GTA >GTC + GTA>GTC)

CAGCA TGC TG TC TTGCGCCTCGCGCAGGCAGCGCCCG TTCTGCAGC TCCAGCCG ATCG A

~ Base C148
TCGATCTCG TGGTCGC TCAGCCCTAGGCGCCGCACGAATTCCTTCCAGCGCAACGGGGGCAC

CACGTTC TCCACCACGGCGTCCAGCG TCGCGG‘GG TCATCAGTG TCTAGGCTCTGAGGCTTG

Yabanil tip dizi:TGCTGTA ., TTGCGCCTCGCGCAGGCAGCGCCCGTTCTGCAGCTCCAGC
CGATCGATCTCGTGGTCGCTCAGCCCTAGGCGCCGCACGAATTCCTTCCAGCGAACGG
GGGCACGTTCTCCACCACGGCGTA;;;,CAGCG
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T411A (ACG > GCG)

G C TEGCG ACC TGG "GGCGGCGEGCGECGEGCCECEGEGCECGE "GGCCACGC TGG AnGC TGC TG
_—

T411D (ACG > GAQC)
'GEC TGGCGACC TGG AGGCGGCGCGACCCGEGCGGCGCGE A GGCCACGC TGG AGCTGCTG

[ | ‘

Yabanil tip dizi: GGCGGCGCACG,,,CCGCGGCGCGAGGCCACG,,,CTGG

TA417A (ACG > GCG)
I CACG CCECE ECEECEGE NGECCECEC TEG ARGC TEGEC TG GG ACGCG TG CTCCGC

TA417D (ACG = GAC)

G CACG CCGEGECECECECE ARGEGC CG ARCC TG G AGC TGC TG GG ACGCG TGC TCCGCC

I / | }f \

Yabanil tip dizi: GGCGGCGCACG,,;;,CCGCGGCGCGAGGCCACG,,,,CTGG

T411A+T417A (reverse dizi) (CGT >CGC + CGT>CGC)

cccaAGcCcCAGC TCCAGCGCGGCCTCGCGCCGCGGCGCcCGgGCocaGgCoccocGgcccocTC

MAAAAA WA AW A A W)

T411D+T417D (reverse dizi) (CGT >GTC + CGT>GTC)

CAGC TCCAGG TCG GCC TCGCGCCGCGEG GG TCGCGC CGC C TCCAG G TC GC
E— —_—

Yabanil tip dizi: CAGCTCCAGCGT,,;GGCCTCGCGCCGCGGCGT,,,GCGCCcGCC

Sekil 4.9: Mutasyona ugratilmig TNFR1 ekspresyon vektorlerinde Y360, Y401, T411 ve T417 aminoasit
kodonlarinin Alanin ve Aspartik Asite doniisiimiinii gdsteren sekans sonuglari. Sekans goriintiilerinin
resimlerinin iizerinde, hangi mutanta ait olduklar1 yazilmistir.
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4.8. TNFR1 Mutantlarimin Ekspresyon Profillerinin Belirlenmesi

Hedeflendirilmis mutasyonla elde edilmis TNFR1 mutantlarinin ve yabanil tip
TNFRI’in transfeksiyonu sonucunda elde edilen TNFRI ekspresyon seviyelerinin
belirlenebilmesi i¢in, bos pcDNA3.1a vektorii ve bu plazmidlerin transfekte edildigi
hiicrelerden transfeksiyon sonrast 24., 48. ve 72. saatlerde hiicre lizatlari1 toplayip

western blot ile TNFR1 isaretlemesi gergeklestirdik.

Mock

TNFRI
Y360A
Y360D
Y401A
Y401D
Y360A/Y401A
Y360D/Y401D
T411A

T411D

T417A

T417D
T411A/T417A
T411D/T417D

24 saat

WB: TNFR1

WB: GAPDH

48 saat

WB: TNFR1

WB: GAPDH

Sekil 4.10: Transfeksiyondan 24 ve 48 saat sonra TNFR1 ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi. Sol

TNFR1 isaretleme sonucunda, yabanil tip TNFR1 vektoriiniin, 293 T hiicrelerinin 25 kat1
kadar TNFR1 ekspresyonu sagladigini belirledik. Y401 A haricindeki tirozin mutantlari,
TNFR1 p55-60 ekspresyonunu yabanil tipe gore diisiik gostermekte, yine de mock’a
gore daha yiiksek ekspresyon gézlenmekteydi. Ayrica, bu mutantlarda 40-42kD, 32kD,
25kD ve 23kD boyutunda kirpilim bantlar1 olusmaktaydi.
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4.9. Muhtemel PKA Fosforilasyon Boélge Mutantlarmmm TNFR1 Tirozin
Fosforilasyonuna Etkilerinin Belirlenmesi

TNFR1 aminoasit dizilimine bakarak PKA fosforilasyon motifine uydugunu
belirledigimiz T411 ve T417 noktalariin fosforile edilemez A ve fosforilasyonu taklit
edecegini diislindliglimiiz D mutantlarint  293T hiicrelerine lipofektamin-2000
aracilifiyla transfekte edip, transfeksiyon sonrasi 48. Saatten itibaren 16 saat serumsuz
ortamda tuttuk. Sonrasinda, hiicreleri 1 saat Na3VO4 ile muamele edip, TNF-a
muamelesi olmaksizin ya da 45 dakika TNF-o muamelesi yaparak hiicresel lizatlari
topladik. Protein konsantrasyonunu belirledikten sonra, bu 6rneklerden 100pug protein
olacak sekilde SDS-PAGE’de yiiriittilk ve PVDF membrana transfer ettik. Fosfo-tirozin
antikoru ile isaretleme yaptiktan sonra, strip off yapip aynt membranlarda TNFR1 ve

GAPDH isaretledik.

a)
Plazmid: TNFR1 T411A T417A T411A/T417A
TNF: - + - + - + - +
b) -—»—-—-——-——. — . — 4 G AP DH
Plazmid: TNFR1 T411D T417D T411D/T417D
TNF: - + - + - + - +
PTNFR1
TNFR1
— — — — — — — e g C3 AP DH
c) & d) s
x x
[T [T
=z =
S =
Qo Qo

Sekil 4.11: Muhtemel PKA fosforilasyon bdlge mutantlarinin TNFR1 tirozin fosforilasyonuna etkilerinin
belirlenmesi. TNFR1 PKA bolge mutantlarinin a)A ve b)D mutantlari ile transfekte edilmis hiicrelerden
elde edilen lizatlar SDS-PAGE’de yiriitiildiikten sonra pY20 antikoru ile western blot yapilip, blotlarin

54



strip-off’undan sonra TNFR1 ve GAPDG antikorlari ile isaretlendi. a’daki (c) ve b’deki (d) blotlar istiiste
cakistirilarak TNFR1’e tekabiil eden pY20 bantlarinin dansitometrik degerleri, TNFR1 bantlarinin
dansitometrik degerlerine oranlandi. Bazal kosullardaki TNFR1 &rneklerindeki pY/TNFR1 orant 1 kabul
edilerek normalizasyon gerceklestirildi. Degerler, GraphPad prism ile grafiklendirildi.

TNFR1 isaretlemesi ile fosfo-tirozin isaretlemesini {ist-liste cakistirdigimizda, okla
gosterilen fosfo-tirozin bandinin TNFR1 isaretlemesindeki iist banda tekabiil ettigini
belirledik (Sekil 4.10). Hiicreler esit miktarda transfekte edildigi ve 6rnekler GAPDH
bantlarindan da anlasildigi gibi esit hiicresel protein konsantrasyonunda yiiklendigi
halde, TNFR1 protein ekspresyon seviyeleri 6rnekler arasinda farklilik gostermekteydi.
Tirozin fosforilasyon oranlarina baktigimizdaysa, 45 dakika TNF-o muamelesinin
yabanil tip TNFR1 vektorinde kontroliin yaklagik 2 kati kadar bir tirozin
fosforilasyonuna yol actigini, T417A mutantinin tirozin fosforilasyon orani kontrole
benzer seyrederken T417D mutantinda tirozin fosforilasyonunun hem bazal durumda
azaldigini, hem de TNF-a muamelesi ile yiikselemedigini belirledik. T411A, T411D,
T411A/T417A ve T411D/T417D mutantlarinda ise tirozin fosforilasyonunun hem bazal
durumda hem de TNF-o muamelesi sonrasinda yiiksek seyrettigini belirledik (Sekil

4.10).

4.10. TNFR1 Mutantlarinin TNF-a Aracih ERK Aktivasyonuna Etkisinin
Belirlenmesi

TNFR1’in fosforilasyon mutantlarinin TNF aracili ERK sinyal iletimine etkisini
belirleyebilmek icin, dnce TNF-o aracili ERK aktivasyon kinetigini belirlememiz
gerektigini diisiindiik. Bunun i¢in, farkli siireler boyunca TNF-a ile muamele edilmis
hiicrelerde ERK aktivasyon seviyesini inceledik. Ardindan, mutant ekspresyon
vektorleri ile transfekte edilmis hiicrelerde ERK fosforilasyon seviyesinin yabanil tip

TNFRI1 vektori ile transfekte edilmis hiicrelere nazaran nasil degistigini inceledik.

4.10.1 TNF-a Aracili ERK Aktivasyon Kinetiginin Belirlenmesi

TNF-a aracili ERK aktivasyon kinetigini belirlemek i¢in, 16 saat boyunca serum starve
edilmis 293T hiicrelerine, 1 saat NazVO, muamelesinin ardindan; 0, 15, 30, 45 ve 60
dakika TNF-a muamelesi yaptik. Bu hiicrelerden lizat alip, SDS-PAGE’de yiiriittik ve
PVDF membrana transfer sonrasinda blotlarda 6nce fosfo-ERK (pERK), sonra da strip
off yapip ERK isaretlemesi gerceklestirdik. pERK/ERK oraninin hesaplanmasiyla, ERK
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aktivasyon seviyesini belirledik. Elde ettigimiz sonuca gore, 15 dakika TNF-a
muamelesi ile ERK aktivasyonu kontroliin 4 katina ¢ikarken, 30 dakikadan itibaren

kontroliin 2 katina diismektedir (Sekil 4.11).

a) b)
TNFa (dk): 0 15 30 45 60

< -

L g
Ranaadl 3

PERK/ERK

4=mERK1/2

s
e —— —
s e a—

|
J

Q o o w ®
TNF muamelesi (dk)

Sekil 4.12: TNF-a aracili ERK aktivasyon kinetigi (TNF Time Course). a) 100ug hiicre lizat1 ile yapilan
western blot’da, dnce pERK isaretlemesi, sonrasinda ayni blot iizerinde strip off’u takip eden ERK
isaretlemesi gergeklestirilmistir. b) Blot’da elde edilen bantlarin dansitometrik analizi ImageJ ile yapilip,
TNF’siz ortamdaki pERK/ERK orani 1 kabul edilerek degerler normalize edilmistir. Grafik, GraphPad
Prism yazimiliyla ¢izilmistir.

4.10.2 TNFRY’in Tirozin Fosforilasyon Mutantlarnmmn ERK Aktivasyonuna
Etkilerinin Belirlenmesi

TNF-a aracili ERK aktivasyonunun 15 dakika TNF-a muamelesi ile maksimum
seviyesine ulastigin1 belirledigimiz i¢in, mutant vektorlerle yaptigimiz deneylerde 15
dakika 10ng/ml TNF-o muamelesi yapilmistir. Yabanil tip ve mutant TNFR1 vektorleri
ile transfekte edilmis hiicreler, 16 saat serumsuz bekletmenin ardindan 1 saat Na;VOy ile
muamele edilmis, ardindan TNF-o muamelesi yapilmaksizin ya da 15 dakika TNF-a
muamelesi yapilarak hiicresel lizatlar toplanmistir. Lizatlarin protein konsantrasyonunun
belirlenmesinin ardindan, 100ug lizat SDS-PAGE’de yiiriitilerek pERK ve ERK
isaretlemeleri gergeklestirilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore, Y360A mutantinda
ERK aktivasyonu artmisken, Y401A mutantinda ERK aktivasyonu azalmistir. Benzer
sekilde, Y360D mutanti ile transfekte hiicrelerde ERK aktivasyon seviyesinde bir diisiis
gozlenmekte, Y401D mutant1 ile transfekte hiicrelerde ise TNF olmaksizin dahi ERK
aktivasyonu goriilmektedir. Dolayisiyla, Y360 noktasinin fosforilasyonu ERK
aktivasyonu iizerinde negatif, Y401 noktasinin fosforilasyonu ise ERK aktivasyonu

izerinde pozitif etkiye sahiptir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.13: TNFR1 tirozin mutantlarinin TNF aracili ERK aktivasyonuna etkisi. a) Tirozin fosforilasyon
noktalarinin A mutantlarmin  ERK aktivasyonuna etkisi. b) Tirozin fosforilasyon noktalarinm D
mutantlarmim ERK aktivasyonuna etkisi. a ve b’de, iist resim pERK1/2, alt resim ayn blot iizerinde strip
off sonras1 total ERK1/2 isaretlemesini gostermektedir. ¢) Tirozin fosforilasyon noktalarmin A mutantlar
ile farkli zamanlarda tekrarlanmis ERK isaretlemelerinin dansitometrik analiz grafigi d) Tirozin
fosforilasyon noktalarinin D mutantlar1 ile farkli zamanlarda tekrarlanmis ERK isaretlemelerinin
dansitometrik analiz grafigi ¢ ve d’de, TNF muamelesi yapilmamis yabanil tip TNFRI1 transfekte

ornekteki pERK/ERK orani 1 kabul edilerek degerler normalize edilmistir.

4.10.3 TNFR!I’in PKA Bolge Mutantlarinin ERK Aktivasyonuna Etkilerinin

Belirlenmesi

PKA bolge mutantlar1 ile transfekte edilmis hiicrelerde, 4.7.2°de anlatildig1 sekilde

hiicresel lizatlar toplanip, pERK ve ERK isaretlemeleri gerceklestirildi.
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Sekil 4.14: Muhtemel PKA fosforilasyon bdolge mutantlarinin TNF aracili ERK aktivasyonuna etkisi. a)
Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarinin A mutantlarinin ERK aktivasyonuna etkisi. b) Muhtemel PKA
fosforilasyon noktalarinin D mutantlarinin ERK aktivasyonuna etkisi. a ve b’de, iist resim pERK1/2, alt
resim ayni1 blot {izerinde strip off sonrasi total ERK1/2 isaretlemesini gostermektedir. ¢) Muhtemel PKA
fosforilasyon noktalarinin A mutantlari ile farkli zamanlarda tekrarlanmis ERK isaretlemelerinin
dansitometrik analiz grafigi d) Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarmmn D mutantlarn ile farkli
zamanlarda tekrarlanmig ERK isaretlemelerinin dansitometrik analiz grafigi. ¢ ve d’de, TNF muamelesi
yapilmamis yabanil tip TNFR1 transfekte 6rnekteki pERK/ERK orani 1 kabul edilerek degerler normalize
edilmistir.

Elde ettigimiz sonuglara gore (Sekil 4.13), muhtemel PKA fosforilasyon noktalarinin A
mutantlar1 ERK aktivasyonunu pozitif, D mutantlar1 ise negatif yonde etkilemektedir.
Dolayistyla, TNFR1’in PKA tarafindan fosforilasyonu, tirozin fosforilasyonunun aksine,

TNF-a aracili ERK aktivasyonu i¢in baskilayici bir etkiye sahip gibi goriinmektedir.

4.11. TNFR1 Mutantlarinin TNFR1 ve Grb2 Arasindaki Fiziksel Etkilesime
Etkilerinin Belirlenmesi

TNFR1 ve adaptor protein Grb2 arasinda fiziksel interaksiyon daha once gosterilmis
olup, TNFR1 iizerindeki SH3 baglanma bolgesi aracilifiyla oldugu belirlenmisti (Hildt
and Oess, 1999). TNFRI1 tirozin fosforilasyon mutantlarinda farkli seviyelerde ERK
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aktivasonu gordiigiimiiz i¢in, bu mutantlarin Grb2 interaksiyonunun farkli afinitelerde
olabilecegini diislindiik. Bu ylizden, yabanil tip ve mutant TNFRI vektorleriyle
transfekte ettigimiz hiicrelerden aldigimiz lizatlarda, His-probe antikorunu kullanarak,
ektopik eksprese ettigimiz TNFR1 reseptorlerini ¢oktiirdiik. Grb2 antikoru ile isaretleme
yaptiktan sonra, gordiigiimiiz Grb2 bantlarin1 IgG bantlarina oranlayarak rolatif Grb2

baglanma etkinligini hesapladik.

4.11.1 TNFRI1 Tirozin Fosforilasyon Mutantlarinin TNFR1 ve Grb2 Arasmdaki
Fiziksel Etkilesime Etkilerinin Belirlenmesi

TNFR1-Grb2 arasindaki fiziksel interaksiyonun, TNF-o muamelesi olmadigi durumda
da s6z konusu oldugunu, TNF-o muamelesi ile ise bir nebze kuvvetlendigini belirledik.
En kuvvetli TNFR1-Grb2 baglantisini, TNF-a varliginda, Y401D mutanti ile
gozlemledik. ERK aktivasyon profillerine baktigimizda, bu durum, beklendik bir
sonugtu. Tirozin fosforilasyon noktalarinin alanin mutantlarina baktigimizdaysa,
Y401A’da yabanil tip vektorle transfekte edildikten sonra TNF-a ile muamele edilmis
orneklerde gordiigiimiize benzer Grb2 baglantis1 gézlemledik. Ote yandan, hem Y360,
hem de Y401 noktalar1 alanin ile modifiye edildigindeyse, Grb2 baglantis1 azalmis, fakat
tamamen yok olmamisti. TNF-o muamelesi ise, bu mutantlarda Grb2 baglantisini

kuvvetlendirmek yoniinde bir etki gostermedi (Sekil 4.14)
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Sekil 4.15: TNFRI1 tirozin fosforilasyon mutantlarinin TNFR1 ile Grb2 arasindaki fiziksel etkilesime
etkilerinin belirlenmesi. TNFRI1 tirozin fosforilasyon noktalarinin a)A ile ve b) D ile degistirilmesinin
Grb2 baglantisi lizerindeki etkisinin belirlenmesi. c)a’ya, d)b’ye ait grafik. IP: Immunopresipitasyonun
gergeklestirildigi antikor. Immunopresipitasyon, sadece transfekte edilen reseptoriin indirilebilmesi igin
His-probe antikoru ile, 1gG o6rneginde ise standart tavsan IgG’si ile yapilmistir. Western blot, Grb2
monoklonal antikoru ile gergeklestirilmis olup, en sag kuyucuklar, 50ug hiicresel lizat1 gostermektedir.

4.11.2 Muhtemel PKA Fosforilasyon Mutantlarinin TNFR1 ve Grb2 Arasmdaki
Fiziksel Etkilesime Etkilerinin Belirlenmesi

TNFR1 iizerindeki potansiyel PKA fosforilasyon noktalarinin alanin ve aspartik asit
mutantlarina baktigimizda, A mutantlarinda, 6zellikle de hem T411’in hem de T417 nin
A’ya doniistiiriildiigli mutantta nispi artmis bir Grb2 baglantisi, D mutantlarinda ise,
ozellikle TNF-o varliginda azalmig Grb2 baglantis1 gozlemledik. Hem T411, hem de
T417°nin D’ye doniistiiriildiigli mutantta, TNF-o varliginda ve yoklugunda Grb2
baglantis1 yar1 yartya diismiistii (Sekil 4.15).
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Sekil 4.16: TNFR1 tizerindeki muhtemel PKA fosforilasyon nokta mutantlarinin TNFR1-Grb2 arasindaki
fiziksel etkilesime etkilerinin belirlenmesi. Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarinin a)A ile ve b) D ile
degistirilmesinin Grb2 baglantis1 iizerindeki etkisinin belirlenmesi. c)a’ya, d)b’ye ait grafik. IP:
Immunopresipitasyonun gergeklestirildigi antikor. Immunopresipitasyon, sadece transfekte edilen
reseptoriin indirilebilmesi igin His-probe antikoru ile, IgG orneginde ise standart tavsan IgG’si ile
yapilmigtir. Western blot, Grb2 monoklonal antikoru ile gergeklestirilmis olup, en sag kuyucuklar, S0ug
hiicresel lizat1 gdstermektedir.

4.12. TNFR1 Mutantlarinin TNF-a Aracih Akt Aktivasyonuna Etkisinin
Belirlenmesi

TNF-a aracili ERK aktivasyonu i¢in yaptigimiz gibi, TNF-o aracili Akt aktivasyonuna
TNFRI1 fosforilasyon mutantlarinin etkisini belirlemek i¢in de 6nce maksimum Akt
aktivasyonuna yol acan TNF-o muamele siiresini belirledik; ardindan TNFR1 mutant
vektorleri ile transfekte ettigimiz hiicrelerde bu belirlenen siire boyunca TNF-o

muamelesi ger¢eklestirip lizat topladik.
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4.12.1 TNF-a Aracili Akt Aktivasyon Kinetiginin Belirlenmesi

TNF-a aracili Akt aktivasyon kinetigini belirlemek i¢in, 16 saat boyunca serum starve
edilmis 293T hiicrelerine, 1 saat NazVO, muamelesinin ardindan; 0, 15, 30, 45 ve 60
dakika TNF-a muamelesi yaptik. Bu hiicrelerden alinan lizatlardan 100pg’1 ile western
blot yaptik. Blotlarda 6nce Thr308 ve Ser473 fosfo-Akt (pAkt) antikor karisimi ile,
sonra da strip off yapip total Akt antikoru ile isaretleme gerceklestirdik. pAkt/Akt
oraninin hesaplanmasiyla, Akt aktivasyon seviyesini belirledik. Elde ettigimiz sonuca
gore, 30 dakika TNF-o muamelesi ile Akt aktivasyonu kontroliin 2 katindan daha
yiiksek bir degere c¢ikmakta, 60 dakikada ise Akt aktivasyonu kontrol seviyesine
diismektedir (Sekil 4.16). Bu nedenle, TNFR1 mutantlar ile yaptigimiz ¢alismalarda, 30

dakika TNF-a muamelesi sonrasinda Akt aktivasyonunun nasil etkilendigini aragtirdik.
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Sekil 4.17: TNF aracili Akt aktivasyon kinetigi (TNF time course). a) 100pg hiicre lizat1 ile yapilan
western blot’da, once pAkt isaretlemesi, sonrasinda ayni blot iizerinde strip off’u takip eden Akt
isaretlemesi gergeklestirilmistir. b) Blot’da elde edilen bantlarin dansitometrik analizi Imagel ile yapilip,
TNF’siz ortamdaki pAkt/Akt oran1 1 kabul edilerek degerler normalize edilmistir. Grafik, GraphPad Prism
yazimiliyla ¢izilmistir.

4.12.2 TNFRY’in Tirozin Fosforilasyon Mutantlarinin Akt Aktivasyonuna
Etkilerinin Belirlenmesi

Yabanil tip ve tirozin fosforilasyon noktalarmin alanin ya da aspartik asite
donistiiriilmiis oldugu mutant TNFR1 vektorleri ile transfekte hiicreler, 16 saat
serumsuz bekletmenin ardindan 1 saat Na;VO, ile muamele edilmis, ardindan TNF
muamelesi yapilmaksizin ya da 30 dakika TNF-a muamelesi yapilarak hiicresel lizatlar
toplanmistir. Lizatlarin protein konsantrasyonunun belirlenmesinin ardindan, 100ug lizat
SDS-PAGE’de yiiriitillerek pAkt ve Akt isaretlemeleri gerceklestirilmistir. Elde
ettigimiz sonuglara gére, TNFR1 Y360A mutanti, TNF-a muamelesi olmaksizin TNF-a

muamele edilmis hiicre seviyesinde Akt aktivasyonuna sebep olmustur. Ote yandan,
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Y360D mutanti ise TNF-o muamelesi yapilmadiginda yine yabanil tip TNFRI1 ile
transfekte hiicrelerin TNF-o muamelesi ile edindigi kadar bir Akt aktivasyonu
gostermis, TNF-o muamelesi ise kontroliin 3.5 kat1 bir Akt aktivasyonuna yol agmustir.
Y401A mutantinda TNF-o muamelesi Akt aktivasyonuna yol ag¢mazken, Y401D
mutantinda TNF-a verilmeden kontroliin 3 katindan daha yiiksek Akt aktivasyonu
gozlenmistir. TNF-o muamelesi ise, Y401D ile transfekte hiicrelerde Akt
aktivasyonunda ekstra bir artisa yol agmamaistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.18: TNFRI1 tirozin mutantlarinin TNF aracili Akt aktivasyonuna etkisi a) Tirozin fosforilasyon
noktalarinin A mutantlarinin Akt aktivasyonuna etkisi. b) Tirozin fosforilasyon noktalarinin D
mutantlarmin Akt aktivasyonuna etkisi. a ve b’de, iist resim pAkt (T308, S473), alt resim ayni blot
tizerinde strip off sonrasi total Akt igsaretlemesini gdstermektedir. ¢) Tirozin fosforilasyon noktalarinin A
mutantlart ve d) D mutantlart ile farkli zamanlarda tekrarlanmis pAkt/Akt isaretlemelerinin dansitometrik
analiz grafigi. ¢ ve d’de, yabanil tip TNFR1 ile transfekte edilip TNF ile muamele edilmemis hiicrelerde
pAkt/Akt orani 1 kabul edilerek diger degerler normalize edilmistir.

4.12.3 TNFRYI’in PKA Bolge Mutantlarinin Akt Aktivasyonuna Etkilerinin
Belirlenmesi

PKA bdlge mutantlari ile transfekte edilmis hiicrelerde, 4.8.2 kismindaki sekilde lizatlar
toplanip, pAkt ve Akt isaretlemeleri gerceklestirildi.
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Sekil 4.19: Muhtemel PKA fosforilasyon bélge mutantlarinin TNF aracili Akt aktivasyonuna etkisi. a)
Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarinin A mutantlarinin Akt aktivasyonuna etkisi. b) Muhtemel PKA
fosforilasyon noktalarinin D mutantlarinin Akt aktivasyonuna etkisi. a ve b panellerinde, iist resim pAkt,
alt resim ayni1 blot {izerinde strip off sonrasi total Akt isaretlemesini gostermektedir.. ¢) Muhtemel PKA
fosforilasyon noktalarinin A mutantlar1 ve d) D mutantlar1 ile farkli zamanlarda tekrarlanmis pAkt/Akt
isaretlemelerinin dansitometrik analiz grafigi. ¢ ve d’de, yabanil tip TNFR1 ile transfekte edilip TNF ile
muamele edilmemis hiicrelerde pAkt/Akt orani 1 kabul edilerek diger degerler normalize edilmistir.

Elde ettigimiz sonuclara goére, muhtemel PKA fosforilasyon noktalarinin alanin ile
degistirilmesi, yani PKA fosforilasyonunun engellenmesi, TNF-o aracili Akt
aktivasyonunda artisa yol agmaktadir. Ozellikle T417A mutantinda, TNF-a. muamelesi
olmaksizin dahi yabanil tip reseptoriin TNF-a ile muamelesi sonucunda elde edilen Akt
aktivasyonundan daha yiiksek seviyede Akt aktivasyonu gozlenmektedir. Bu mutant ile
transfekte hiicrelerde, TNF-o muamelesi Akt aktivasyonunda ek bir artisa yol
acmamistir. T417D mutantlarinda ise, TNF varliginda da, TNF-o yoklugunda da,
yabanil tip reseptorle benzer seviyede Akt aktivasyonu gozlemlenmistir. TNF-a
muamelesi olmadigr durumda, T411A mutant1 yabanil tip TNFR1 ile benzer miktarda
Akt fosforilasyonuna yol agsa da, T411D mutantinda artmig Akt fosforilasyonu soz

konusudur (Sekil 4.18).
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4.13. TNFR1 Mutantlarimmn TNFR1 ve p85 Arasindaki Fiziksel Etkilesime

Etkilerinin Belirlenmesi

4.13.1 TNFR1 Tirozin Fosforilasyon Mutantlarimmn TNFR1 ve p85 Arasmdaki
Fiziksel Etkilesime Etkilerinin Belirlenmesi

Yabanil tip ve mutant TNFR1 reseptorleri ile p85 arasindaki fiziksel etkilesime
baktigimizda, 6zellikle Y401D mutantinda TNF-o muamelesi yapilmayan kosullarda
artmis baglanma kapasitesi gordiik. TNF-a muamelesi ile p85 baglanma kapasitesi
yabanil tip reseptoriin TNF-o varliginda p85’e baglanma kapasitesi seviyesine
inmekteydi. En kuvvetli p85 baglantisin1 ise, hem Y360’in, hem de Y401’in alanine
cevrildigi ikili A mutantinda gézlemledik. TNF-a. muamelesi ile bu reseptoriin de p85
baglama etkinligi diigmekte, fakat hala yabanil tip reseptoriin TNF-o muamelesi ile
edindigi p85 baglanma kapasitesinin iki katindan daha yiiksek bir affinite ile p85’e
baglanmaktadir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.20: TNFR1 tirozin fosforilasyon mutantlarinin TNFR1 ile p85 arasindaki fiziksel etkilesime
etkilerinin belirlenmesi. TNFR1 tirozin fosforilasyon noktalarinin a)A ile ve b) D ile degistirilmesinin p85
baglantis1 iizerindeki etkisinin belirlenmesi. c)a’ya, d)b’ye ait grafik. Grafikler, p85 bant intensitesinin IgG
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bant intensitesine bdlinmesi ile elde edilmistir. IP: Immunopresipitasyonun gerceklestirildigi antikor.
Immunopresipitasyon, sadece transfekte edilen reseptdriin indirilebilmesi i¢in His-probe antikoru ile, IgG
orneginde ise standart tavsan IgG’si ile yapilmistir. Western blot, p85 monoklonal antikoru ile
gerceklestirilmis olup, en sag kuyucuklar, 50pg hiicresel lizat1 gdstermektedir.

4.13.2 Muhtemel PKA Fosforilasyon Mutantlarinin TNFR1 ve p85 Arasmdaki
Fiziksel Etkilesime Etkilerinin Belirlenmesi

TNFRI1 iizerindeki muhtemel PKA fosforilasyon motiflerinin alanin ve aspartik asit
mutantlarina baktigimizda, 6zellikle T411D mutantinda, TNF muamelesi ile daha da
yiikselen artmig p85 baglanma kapasitesi gozlemledik. T417D ve T417A mutantlarinda,
yabanul tip reseptore benzer bir p85 baglanma profili gézlemledik. Ikili mutantlarda ise,
T411A/T417A TNF-a’siz durumda p85°e yabanil tip reseptorle benzer affiniteyle
baglaniyor, fakat TNF-a verildiginde p85 baglanma etkinligi cok ylikseliyordu.
T411D/T417D ise, TNF-a’siz durumda dahi sanki TNF-o muamelesi yapilmis gibi
p85°e baglaniyor, TNF-a muamelesiyle baglanma etkinligi biraz daha kuvvetleniyordu

(Sekil 4.20).
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Sekil 4.21: TNFR1 iizerindeki muhtemel PKA fosforilasyon nokta mutantlarinin TNFR1-p85 arasindaki
fiziksel etkilesime etkilerinin belirlenmesi. Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarinin a)A ile ve b) D ile
degistirilmesinin p85 baglantis1 lizerindeki etkisinin belirlenmesi. c)a’ya, d)b’ye ait grafik. Grafikler, p85
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bant intensitesinin IgG bant intensitesine boliinmesi ile elde edilmistir. IP: Immunopresipitasyonun
gerceklestirildigi antikor. Immunopresipitasyon, sadece transfekte edilen reseptoriin indirilebilmesi igin
His-probe antikoru ile, IgG o6rneginde ise standart tavsan IgG’si ile yapilmistir. Western blot, p85
monoklonal antikoru ile ger¢eklestirilmis olup, en sag kuyucuklar, 50pg hiicresel lizat1 gdstermektedir.

4.14. TNFR1 Mutantlarnin TNF-a Aracih p38 Aktivasyonuna Etkisinin
Belirlenmesi

TNF-a aracili p38 sinyal iletimine TNFRI fosforilasyon mutantlariin etkisini
belirlemek i¢in de, ERK ve Akt deneylerinde oldugu gibi, maksimum p38
aktivasyonunun ka¢ dakika TNF-o muamelesi sonucu gerceklestigini belirledik.
Ardindan, mutant ekspresyon vektorleri ile transfekte edilmis hiicrelerde, fosfo-p38/p38
oraninin yabanil tip TNFR1 vektorii ile transfekte edilmis hiicrelere nazaran nasil

degistigini inceleyerek p38 aktivasyonunun nasil etkilendigini belirledik.

4.14.1 TNF-a Aracili p38 Aktivasyon Kinetiginin Belirlenmesi

16 saat boyunca serum starve edilmis 293T hiicrelerine, 1 saat Na;VO, muamelesinin
ardindan; 0, 15, 30, 45 ve 60 dakika TNF-o muamelesi yaptik. Bu hiicrelerden lizat alip,
SDS-PAGE’de yiiriittik ve PVDF membrana transfer sonrasinda blotlarda énce fosfo-
p38 (p-p38), sonra da strip off yapip p38 isaretlemesi gerceklestirdik. P-p38/p38
oraninin hesaplanmasiyla, p38 aktivasyon seviyesini belirledik. Elde ettigimiz sonuca
gore, 15 dakika TNF-o muamelesi ile p38 aktivasyonu kontrolin 5 katindan daha
yliksek bir degere ¢ikarken, 30 dakikadan itibaren diisiis baglamakta ve 60.dakikada p38
aktivasyonu sifirlanmaktadir. Dolaytyisiyla, TNF-a, p38’i ¢ok hizli ve gegici bir sekilde
aktive etmektedir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.22: TNF aracili p38 aktivasyon kinetigi. a) 100pg hiicre lizat1 ile yapilan western blot’da, dnce
pp38 isaretlemesi, sonrasinda ayn1 blot iizerinde strip off’u takip eden p38 isaretlemesi gergeklestirilmistir.
b) Blot’da elde edilen bantlarin dansitometrik analizi Imagel ile yapilip, TNF’siz ortamdaki pp38/p38
orant 1 kabul edilerek degerler normalize edilmistir. Grafik, GraphPad Prism yazimiliyla ¢izilmistir.
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4.14.2 TNFRY’in Tirozin Fosforilasyon Mutantlarimmn p38 Aktivasyonuna
Etkilerinin Belirlenmesi

Tirozin fosforilasyon mutantlarinin TNF-o aracili ya da TNF-a olmaksizin p38
aktivasyonunu nasil etkiledigini inceledigimizde, Y360A ve Y401 A mutantlarinin hem
TNF’siz hem de TNF’li ortamda p38 aktivasyonunu bariz bir sekilde arttirdigini
gozlemledik. Ilging bir sekilde, Y360A mutant: ile transfekte edilen hiicrelerde TNF’siz
ortamda cok yiiksek seyreden p38 aktivasyon seviyesi, TNF-a verildiginde bir nebze
diismektedir. Yine de bu diistiigli seviye dahi, yabanil tip TNFR1 vektorii ile transfekte
edilmis hiicrelerin TNF-o muamelesi sonrasi kazandigi p38 aktivasyon seviyesinin 2

katidir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.23: TNFRI1 tirozin fosforilasyon mutantlarinin TNF aracili p38 aktivasyonuna olan etkisi. a)
Tirozin fosforilasyon noktalarinin A mutantlarinin p38 aktivasyonuna etkisi.. b) Tirozin fosforilasyon
noktalarmin D mutantlarinin p38 aktivasyonuna etkisi. a ve b’de, {ist resim pp38, alt resim ayni blot
tizerinde strip off sonrasi total p38 isaretlemesini gdstermektedir. ¢) Tirozin fosforilasyon noktalarinin A
mutantlart ile farkli zamanlarda tekrarlanmis p-p38/p38 isaretlemelerinin dansitometrik analiz grafigi. d)
Tirozin fosforilasyon noktalarinin D mutantlart ile farkli zamanlarda tekrarlanmis pp38/p38
isaretlemelerinin dansitometrik analiz grafigi. ¢ ve d’de, yabanil tip TNFR1 ile transfekte edilip TNF ile
muamele edilmemis hiicrelerde pp38/p38 orani 1 kabul edilerek diger degerler normalize edilmistir.
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4.14.3 TNFRI’in PKA Bolge Mutantlarinin p38 Aktivasyonuna Etkilerinin
Belirlenmesi

TNFR1’in PKA bodlge mutantlariin TNF-a aracili p38 aktivasyonuna etkisine
baktigimizda, muhtemel PKA fosforilasyon bolgelerinin A mutantlarinin TNF-a aracilt
p38 aktivasyonunu engelledigini, TNF’siz ortamdaki p38 aktivasyon seviyelerinde ise
belirgin bir farklilik olmadigimi goézlemledik. D mutantlarinda ise, ilging bir sekilde,
TNF’siz ortamda normal seyreden p38 aktivasyon seviyesi, TNF-o muamelesinin

ardindan ¢ok diisiik seviyelere gerilemektedir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.24: Muhtemel PKA fosforilasyon bélge mutantlarinin TNF aracili p38 aktivasyonuna etkisi. a)
Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarmin A mutantlarinin ve b) D mutantlarinin TNF aracili p38
aktivasyonuna etkisi. Ust blot, pp38; alt blot p38. ¢) Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarmnin A
mutantlar1 ve d) D mutantlari ile farkli zamanlarda tekrarlanmis pp38/p38 isaretlemelerinin dansitometrik
analiz grafigi. yabanil tip TNFR1 ile transfekte edilip TNF ile muamele edilmemis hiicrelerde pp38/p38
orant 1 kabul edilerek diger degerler normalize edilmistir.
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4.15. TNFR1 Mutantlarimmn TNF-a Aracih CREB Fosforilasyonuna Etkilerinin
Belirlenmesi

TNF-o’nin, CREB fosforilasyonuna yol ag¢tig1 bilinmekte ve bu fosforilasyonun
p38 aracilifiyla oldugu diisiiniilmektedir (Gustin ve ark., 2004; Ono ve ark., 2006). Biz
de p38 aktivasyon profillemesinin ardindan, TNFR1 mutantlarinin CREB aktivasyonunu

nasil etkiledigini de inceledik.

4.15.1 TNF-a Aracili CREB Aktivasyon Kinetiginin Belirlenmesi

Farkli stireler boyunca TNF-a ile muamele edilmis 293T hiicrelerinden alinan
lizatlarla yaptigimiz western blot ile, TNF-a aracili CREB fosforilasyonunun 15 dakika
TNF-o muamelesinden sonra kontroliin 4 katina ¢iktigini, 1 saat boyunca da stabil
kaldigmmi belirledik (Sekil 4.24). Bu nedenle, TNFR1 mutantlarinin CREB
fosforilasyonu iizerindeki etkisini inceledigimiz deneylerde, 15 dakika TNF-a

muamelesi ger¢eklestirdik.
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Sekil 4.25: TNF aracili CREB aktivasyon kinetigi (TNF time course). a) 100ug hiicre lizati ile yapilan
western blot’da, dnce pCREB isaretlemesi, sonrasinda ayni blot iizerinde strip off’u takip eden CREB
isaretlemesi gerceklestirilmistir. b) Blot’da elde edilen bantlarin dansitometrik analizi Imagel ile yapilip,
TNF’siz ortamdaki pCREB/CREB orani 1 kabul edilerek degerler normalize edilmistir. Grafik, GraphPad
Prism yazimiliyla ¢izilmistir.

4.15.2 TNFR1 Tirozin Fosforilasyon Mutantlarnin CREB Fosforilasyonuna
Etkilerinin Belirlenmesi

Yabanil tip TNFR1 eksprese eden hiicrelerde, 15 dakika TNF-o muamelesi,
CREB fosforilasyonunu kontroliin iki katina ¢ikartmaktadir. Y360A ve Y401A
mutantlarinda, CREB fosforilasyonu, TNF-a muamelesi olmaksizin TNF-o muamelesi
yapilan hiicrelerdeki kadar gézlenmekte, TNF-o muamelesi ise CREB fosforilasyonunda
ekstra bir artisa yol agmamaktadir. Her iki tirozinin birden alanine g¢evrildigi mutantta

ise, yabanil tip TNFRI1’deki gibi bir CREB fosforilasyon paterni izlenmektedir.

70



Tirozinlerin  fosforilasyonunu taklit ettigini  diisindiiglimiiz D mutantlarina
baktigimizdaysa, Y401D mutantinin yabanil tip reseptore benzer bir CREB
fosforilasyon profili sergiledigini; Y360D mutantininsa hem TNF’siz, hem de TNF’li
ortamda artmig CREB fosforilasyonuna yol agtigimi gozlemledik. Y360D/Y401D
mutantindaysa, TNF’siz ortamda kontroliin yarisina diismiis olan CREB fosforilasyonu,
TNF-a muamelesinin ardindan yabanil tip reseptorii eksprese edip TNF-a ile muamele

edilmis hiicrelerin seviyesine ¢ikmistir (Sekil 4.25)
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Sekil 4.26: TNFRI1 tirozin fosforilasyon mutantlarinin CREB fosforilasyonuna etkisi. a) Tirozin
fosforilasyon noktalarinin A mutantlarinin ve b) D mutantlarimin CREB aktivasyon fosforilasyonuna
etkisi. a ve b’de, iist resim pCREB, alt resim ayn1 blot iizerinde strip off sonrasi total CREB isaretlemesini
gostermektedir. c¢) a’daki d) b’deki blotlarin dansitometrik analiz grafigi. ¢ ve d’de, yabanil tip TNFRI ile
transfekte edilip TNF ile muamele edilmemis hiicrelerde pCREB/CREB oran1 1 kabul edilerek diger
degerler normalize edilmistir.
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4.15.3 TNFR1 Muhtemel PKA Fosforilasyon Bolge Mutantlarinin CREB

Fosforilasyonuna Etkilerinin Belirlenmesi

Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarinin A ve D mutantlarina baktigimizda, hem A

mutantlarinda, hem de D mutantlarinda azalmis CREB fosforilasyonu gézlemledik (Sekil 4.26).
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Sekil 4.27: Muhtemel PKA fosforilasyon bolge mutantlarinin CREB fosforilasyonuna etkilerinin
belirlenmesi. a) Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarmin A mutantlarinin ve b) D mutantlarinin TNF
aracili CREB aktivasyonuna etkisi. Ust blot, pPCREB; alt blot CREB. c) a’da, d) b’de gdsterilen verilerin
dansitometrik analizi. Yabanil tip TNFRI1 ile transfekte edilip TNF ile muamele edilmemis hiicrelerde
pCREB/CREB orani 1 kabul edilerek diger degerler normalize edilmistir.
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4.16. TNFR1 Mutantlarinin TNF-a Aracith JNK Aktivasyonuna Etkisinin

Belirlenmesi

4.15.1 TNF-a Aracili JNK Aktivasyon Kinetiginin Belirlenmesi

16 saat boyunca serum starve edilmis 293T hiicrelerine, 1 saat Na;VO4
muamelesinin ardindan; 0, 15, 30, 45 ve 60 dakika TNF-o muamelesi yaptik. Bu
hiicrelerden lizat alip, SDS-PAGE’de yiiriittik ve PVDF membrana transfer sonrasinda
blotlarda 6nce fosfo-JNK (pJNK), sonra da strip off yapip JNK isaretlemesi
gerceklestirdik. pJNK/INK oranmin hesaplanmasiyla, JNK aktivasyon seviyesini
belirledik. TNF-a aracili JNK aktivasyonu da, TNF-a aracili p38 aktivasyonu gibi, hizli
ve gecici bir sekilde gerceklesmektedir. 15 dakika TNF-o muamelesi ile JNK
aktivasyonu kontroliin 12 katindan daha yiiksek bir degere ¢ikarken, 30 dakikadan
itibaren kontroliin 2 katina diismektedir (Sekil 4.27).

a) b)
TNFa. (dk): 0 15 30 45 60 159
X 104
PINK2 TR - z
¥
PINKT | cem——T i 5
UNK2 mmmmp s RN S R — 0..—_|_-_,_-.
L T
INK1 s TNF muamelesi (dk)

Sekil 4.28: TNF aracili JNK aktivasyon kinetigi. a) 100pg hiicre lizat: ile yapilan western blot’da, dnce
pJNK isaretlemesi, sonrasinda ayni blot iizerinde strip off'u takip eden JNK isaretlemesi
gerceklestirilmistir. b) Blot’da elde edilen bantlarin dansitometrik analizi ImagelJ ile yapilip, TNF’siz
ortamdaki pJNK/JNK orani 1 kabul edilerek degerler normalize edilmistir. Grafik, GraphPad Prism
yazimiliyla ¢izilmistir.

4.16.2 TNFRY’in Tirozin Fosforilasyon Mutantlarimin JNK Aktivasyonuna
Etkilerinin Belirlenmesi

TNFR1 tirozin fosforilasyon mutantlarinin JNK aktivasyonu iizerindeki etkisini
incelemek icin yabanil tip ve mutant TNFR1 ile hiicreleri transfekte edip TNF-a
muamelesi olmaksizin ya da 15 dakika TNF muamelesi ile lizatlar1 topladik. ilging bir
sekilde, TNFR1 transfeksiyonu, oOzellikle de mutant TNFR1 vektorlerinin
transfeksiyonu, pJNK1 ve pJNK2 arasinda kalan tigiincii bir fosforile INK izoformunun

belirgin hale gelmesine neden oluyordu. pJNK1 ve pJNK2 bantlarini analiz ettigimizde,
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JNKI1 fosforilasyonun da, JNK2 fosforilasyonunun da biitlin mutantlarda yabanil tip
TNFR1’e gore daha diisik oldugunu belirledik. Mutantlar kendi igerisinde
degerlendirildigindeyse, her bir noktanin D mutantinin, A mutantina nazaran daha diisiik
JNK aktivasyonu ile sonu¢landigi goriilmekteydi (Sekil 4.28).
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Sekil 4.29: TNFRI tirozin fosforilasyon mutantlarinin TNF aracili JNK aktivasyonuna olan etkisi. a)
Tirozin fosforilasyon noktalarinin A mutantlarinin ve b) D mutantlarinin JNK aktivasyonuna etkisi. Ust
resim pJNK, alt resim JNK isaretlemesi c¢) ImagelJ ile a ve b’deki figiirler analiz edilip GraphPad ile
grafiklendirilmistir.

JNK1 ve JNK2 ile eslesmeyen, ortadaki pJNK bandi da dikkate alinarak analiz
gerceklestirildiginde, pJNK/JNK oraninin, D mutantlarinda A mutantlarina gore daha
diisiik oldugu daha bariz bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir. A mutantlari ile yabanil tip
TNFR1 arasindaki belirgin fark azalmakta fakat bunlara nazaran tirozin

fosforilasyonunun taklit edilmesi durumunda JNK aktivasyonu baskilanmaktadir (Sekil
4.29).

74



>

g 3

=
2

3
1 ._
I 0 P S L <<- - &L

\»" . VX S N S
S S S S S S S S S S
L ST S T SSeavesS
N S -\b_‘\n:,: ‘_‘(520 Q>
O o°

Sekil 4.30: TNFR1 tirozin mutantlarinin TNF aracili JNK aktivasyonuna olan etkilerinin biitiin fosfo-JNK
bantlar1 degerlendirilerek incelenmesi. Sekil 4.21°deki figiirde bulunan biitiin fosfo-JNK bantlariin
intensiteleri analiz edilip toplandiktan sonra, biitin JNK bantlarmin toplam intensitesine bdliinerek
hesaplama yapilmistir. Yabanil tip TNFRI1 ile transfekte edilip TNF olmaksizin toplanan lizatlardaki
pJNK/INK orant 1 kabul edilerek biitin degerler normalize edilmis ve GraphPad Prism ile
grafiklendirilmistir.

4.16.3 TNFRI’in PKA Bolge Mutantlarinin JNK Aktivasyonuna Etkilerinin
Belirlenmesi

TNFR1’in PKA bolge mutantlarinin TNF-a aracili JNK aktivasyonuna etkisine
baktigimizda, JNK1 ve JNK2 bantlar1 ayr1 ayr1 degerlendirildiginde, PKA
fosforilasyonunun engellendigi ya da taklit edildigi mutantlar arasinda sonuca vardirici
bir fark goézlenmemektedir. Dolayisiyla PKA fosforilasyonunun TNF-a aracili JNK
aktivasyonunda etkisinin olmadig1 diisiiniilebilir (Sekil 4.30). Ote yandan, tirozin
fosforilasyon mutantlar1 gibi, JNK’da da 3 fosfo-JNK bandmin intensitesi 2 JNK
bandinin intensitesine oranlandiginda ise, D mutantlarinda, kendilerine tekabiil eden A
mutantlarina nazaran daha yiiksek pJNK/JNK seviyesi tespit edilmektedir (Sekil 4.31).
Dolayisiyla, PKA fosforilasyonu, TNF-o aracili JNK aktivasyonunu destekliyor

goriinmektedir.
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Sekil 4.31: Muhtemel PKA fosforilasyon bolge mutantlarinin TNF aracili JNK aktivasyonuna etkisi. a)
Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarmm A mutantlarinin ve b) D mutantlarinin TNF aracili JNK
aktivasyonuna etkisi. Ust blot, pJNK; alt blot JNK. c) ) ImagelJ ile a ve b’deki figiirler analiz edilip,
TNFRI1 transfekte, TNF’siz lizattaki pJNK/JINK orani 1 kabul ederek degerler normalize edilmis ve

GraphPad ile grafiklendirilmistir.
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Sekil 4.32: TNFR1 muhtemel PKA fosforilasyon mutantlarinin TNF aracili JNK aktivasyonuna etkisinin

biitiin pJNK bantlar1 dikkate alinarak degerlendirilmesi
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4.17. TNFR1 Mutantlarinin TNF-o Aracih Stat3 Y705 Fosforilasyonuna
Etkisinin Belirlenmesi

TNFR1’in, Stat3’i aktive ettigi bilinmektedir (Guo ve ark., 1998a). JAK2’nin
TNFR1’i fosforile ettigini gostermis olmamiz da, TNFR1 aracili Stat3 aktivasyonunu bu
tez calismast acisindan daha 6nemli bir yere tagimaktadir. Bu yiizden, diger yolaklarda
oldugu gibi, Stat3 icin de once TNF-a aracili fosforilasyon kinetigini belirledik,
ardindan mutantlarla transfekte edilmis hiicrelerde yabanil tip TNFR1 ile transfekte

edilmis hiicrelere gore Stat3 fosforilasyon seviyesinin nasil degistigini inceledik.

4.17.1 TNF Aracili Stat3 Y705 Fosforilasyon Kinetiginin Belirlenmesi

Stat3 Y705 fosforilasyon kinetigini inceledigimizde, TNF-a muamelesinin
15.dakikasinda Stat3 fosforilasyonunun gozlemlenmeye basladigini, 30. dakikada
maksimum seviyesine eristigini, 45. dakikada ise tekrar 15 dakika seviyesine
geriledigini belirledik (Sekil 4.32). Bu ylizden, Stat3 aktivasyonunu inceledigimiz

deneylerde, 30 dakika TNF-a muamelesi sonrasinda hiicresel lizatlar1 topladik.

a) b)
TNFa (dk): o 15 30 a5 60 20

PSTAT3

pStat3/Stat3
)

STAT3 ey N - .S - >
TNF muamelesi (dk)

Sekil 4.33: TNF aracili Stat3 aktivasyon kinetigi (TNF time course). a) 100ug hiicre lizat1 ile yapilan
western blot’da, dnce pStat3 isaretlemesi, sonrasinda ayni blot iizerinde strip off’u takip eden Stat3
isaretlemesi gergeklestirilmistir. b) Blot’da elde edilen bantlarin dansitometrik analizi ImageJ ile yapilip,
TNF’siz ortamdaki pStat3/Stat3 orani 1 kabul edilerek degerler normalize edilmistir. Grafik, GraphPad
Prism yazimiliyla ¢izilmistir.

4.17.2 TNFRY!’in Tirozin  Fosforilasyon =~ Mutantlarimin Stat3 Y705
Fosforilasyonuna Etkilerinin Belirlenmesi

Yabanil tip ya da tirozin mutant TNFR1 ekspresyon vektorleri ile transfekte
edildikten sonra, 1 saat Na;VO, ile muamele edilip, TNF’siz ya da 30 dakika TNF-a
muamelesi yapilarak toplanan lizatlarda pStat3 ve Stat3 isaretledik. Elde ettigimiz
sonuclara gore, TNFR1 Y360D mutanti, TNF-a muamelesi olmaksizin dahi yabanil tip
vektorle transfekte edilip TNF-a ile muamele edilmis hiicrelerden daha yiiksek seviyede

Stat3 fosforilasyonu gostermistir. Y401D mutantinda ise, TNF-a’siz ortamda kontrole
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benzer seviyede Stat3 fosforilasyonu s6z konusuyken, TNF-o muamelesi sonrasinda
Stat3 fosforilasyon seviyesi ciddi bir sekilde diismektedir. Ikili D mutantinda ise, hem
TNF-a’siz hem de TNF’li ortamda cok diisiik Stat3 fosforilasyonu s6z konusudur.
Y401 A mutantinda, Y401D’deki durumun tam tersi, yani artmig Stat3 fosforilasyonu
gozlenmigstir. Y360A’da ise, TNF muamelesi Stat3 fosforilasyonunda bir artisa yol
acmamistir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.34: TNFRI1 tirozin mutantlarinin TNF aracili Stat3 aktivasyonuna etkisi a) Tirozin fosforilasyon
noktalarmin A mutantlarinin ve b) D mutantlarinin Stat3 aktivasyon fosforilasyonuna etkisi. a ve b’de, st
resim pStat3, alt resim ayni blot iizerinde strip off sonrasi total Stat3 isaretlemesini gostermektedir. c)
a’daki d) b’deki blotlarin dansitometrik analiz grafigi. ¢ ve d’de, yabanil tip TNFR1 ile transfekte edilip
TNF ile muamele edilmemis hiicrelerde pStat3/Stat3 orani 1 kabul edilerek diger degerler normalize
edilmistir.

4.17.3 TNFRI’in PKA Bolge Mutantlarinin Stat3 Y705 Fosforilasyonuna

Etkilerinin Belirlenmesi
Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarinin A ve D mutantlari ile yaptigimiz Stat3
isaretlemelerinde, PKA fosforilasyonunun engellenmesinin Stat3 fosforilasyonunu
engelledigini, bu etkinin T411°de daha baskin, T417°de daha az belirgin oldugunu
belirledik. T411D ve T417D mutantlarinda ise, yabanil tip TNFR1’den daha farkli bir
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Stat3 fosforilasyon seviyesi gézlemlenmedi. Ote yandan hem T411’in hem de T417’nin
degistirildigi ikili A mutantinda da, ikili D mutantinda da Stat3 fosforilasyonu
baskilanmist1 (Sekil 4.34).
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Sekil 4.35: Muhtemel PKA fosforilasyon bdlge mutantlarinin TNF aracili Stat3 aktivasyonuna etkisi. a)
Muhtemel PKA fosforilasyon A mutantlarinin ve b) D mutantlarinin Stat3 aktivasyon fosforilasyonuna
etkisi. a ve b’de, iist resim pStat3, alt resim ayni blot lizerinde strip off sonrasi total Stat3 isaretlemesini
gostermektedir. ¢) a’daki d) b’deki blotlarin dansitometrik analiz grafigi. ¢ ve d’de, yabanil tip TNFRI ile
transfekte edilip TNF ile muamele edilmemis hiicrelerde pStat3/Stat3 orani 1 kabul edilerek diger degerler
normalize edilmistir.

4.18. TNFR1 Mutantlarmin TNFRI1-Stat3 Arasindaki Fiziksel Etkilesime
Etkilerinin Belirlenmesi

Calismamizda, TNFR1 post-translasyonel fosforilasyonlarinin, TNFR1 aracili
Stat3 fosforilasyonunun yani sira, TNFR1 ve Stat3 arasindaki fiziksel etkilesimi nasil
etkiledigini de inceledik. 4 bagimsiz deneyde, TNFR1 Y401D mutantinin Stat3’e en
kuvvetli baglanan reseptdr formu oldugunu belirledik. 30 dakika TNF muamelesi
sonrasinda ise, Y401D mutant1 ile Stat3 arasindaki baglantinin ¢ok diisiik seviyelere

geriledigini gozlemledik (Sekil 4.35). Bu gozlem, Y401D mutant1 ile transfekte
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hiicrelerde, TNF-a muamelesi sonrasinda Stat3 fosforilasyonunda gordiigiimiiz diisiis ile

benzerlik sergilemektedir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.36: TNFRI1 tirozin mutantlarinin TNFR1-Stat3 fiziksel etkilesimine etkilerinin belirlenmesi.
TNFRI1 tirozin fosforilasyon noktalarinin a)A ile ve b) D ile degistirilmesinin Stat3 baglantisi iizerindeki
etkisinin belirlenmesi. c)a’ya, d)b’ye ait grafik. IP: Immunopresipitasyonun gergeklestirildigi antikor. His:
His-probe antikoru, IgG: standart tavsan IgG’si. Western blot, Stat3 monoklonal antikoru ile
gerceklestirilmis olup, en sag kuyucuklar, 50pg hiicresel lizat1 gostermektedir..

Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarinin A ve D ile degisiminin Stat3-TNFR1
etkilesimi lizerine olan etkilerine baktigimizda ise, hem A mutantlarinin, hem de D
mutantlarinin  yabanil tip TNFR1’e gore Stat3 baglanma etkinliginin daha diisiik
oldugunu belirledik. Ozellikle T417A mutasyonunda, Stat3-TNFR1 etkilesimi TNF’siz
ortamda ¢ok azalmakta, TNF varliginda ise ortadan kalkmaktadir. Dolayisiyla, T417
fosforilasyonu degilse bile, T417 aminoasidi, TNFR1-Stat3 baglantisi agisindan 6nemli
gortinmektedir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.37: TNFR1 muhtemel PKA fosforilasyon mutasyonlarinin TNFR1-Stat3 fiziksel etkilesimine
etkilerinin belirlenmesi. TNFR1 PKA fosforilasyon noktalarinin a)A ile ve b) D ile degistirilmesinin Stat3
baglantis1 lizerindeki etkisinin belirlenmesi. c)a’ya, d)b’ye ait grafik. IP: Immunopresipitasyonun
gerceklestirildigi antikor. His: His-probe antikoru, IgG: standart tavsan IgG’si. Western blot, Stat3
monoklonal antikoru ile gergeklestirilmis olup, en sag kuyucuklar, 50ug hiicresel lizat1 gostermektedir.

4.19. TNFR1 Mutantlarinin Stat3’iin DNA’ya Baglanma Kapasitesine Etkilerinin
Belirlenmesi

Stat3’lin aktivasyonundan bahsedilebilmesi i¢in DNA’ya baglanma etkinliginin
de degerlendirilmesi gerektigini diisiindiik. Bu nedenle, Stat3 EMSA (Electro-Mobility
Shift Assay /gel shift) deneyi gergeklestirdik. Gordiiglimiiz bantlardan hangisinin Stat3
band1 oldugunu belirleyebilmek icin, yabanil tip TNFRI1 ile transfekte edilip TNF-a ile
muamele edilmis 6rnekle kurdugumuz reaksiyonlardan birine, EMSA uyumlu Stat3
antikoru ekledik. Antikor eklenmesi, bantlardan birinde supershift’e neden oldu. Bu

sayede, bu bandin Stat3 bandi oldugundan emin olduk (Sekil 4.37).
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4.19.1 TNFRI1 Tirozin Fosforilasyon Mutantlarinin Stat3’iin DNA’ya Baglanma
Kapasitesine Etkilerinin Belirlenmesi

Stat3 tirozin fosforilasyon mutantlarinin Stat3 EMSA sonuglarina baktigimizda,
Y360A ve Y401A mutantlarinda TNF-a yoklugunda; Y360D ve Y401D mutantlarinda
ise hem TNF-o’li, hem de TNF’siz ortamda artmis Stat3 aktivasyonu gozlemledik.
Y360D mutantina TNF muamelesi Stat3 aktivasyonunda hafif bir artisa daha yol acip
Y401D seviyesine gelmesine yol agarken, Y401D transfeksiyonunda TNF-a muamelesi

Stat3 aktivasyon seviyesinde belirgin bir fark olusturmamaktaydi (Sekil 4.37).

a) Plazmid: TNFER1 Y360A Y401A _  Y360A/Y401A  TNFR1
TNF: - - + - + - + - + +
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Sekil 4.38: TNFRI1 tirozin fosforilasyon mutantlarinin Stat3 EMSA sonuglari. Tirozin fosforilasyon
noktalarinin a) A mutantlarinin ve b) D mutantlarinin EMSA sonuglari. Free probe ornekleri, lizat
koyulmaksizin kurulan reaksiyon {iriinii, Supershift ise monoklonal Stat3 antikoru eklenmis olan
reaksiyon iirliniinii géstermektedir. a ve b’de en sol kuyucuklar free probe, a’da en sag kuyucuk supershift
deneyidir. ¢) a’daki, d) b’deki sonuglarin dansitometrik analizleri, iist bantlarin (stat3) intensitesinin, alt
bantlarn  (non-spesifik) intensitesiyle toplamma oranlanmasi ile  (Stat3/Stat3-+nonspesifik)
gerceklestirilmis; grafikler GraphPad Prism ile gizilmistir.
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4.19.2 TNFRYI’in Muhtemel PKA Fosforilasyon Bolge Mutantlarinin Stat3’iin
DNA’ya Baglanma Kapasitesine Etkilerinin Belirlenmesi

PKA fosforilasyon bdlge mutantlarinin TNF-o varliginda ve yoklugunda Stat3
DNA baglanma kapasitesine olan etkilerini inceledigimizde, T411A mutantinda TNF-a
muamelesi sonrasinda, T417A mutantinda ise TNF-o muamelesi yapilmadan artmis
Stat3 aktivasyonu gozlemledik. T417A mutantinda TNF muamelesi sonrasinda Stat3
aktivasyonunda bir azalma s6z konusuydu. Ote yandan, T411D ve T417D mutantlarinin
her ikisinde de, hem TNF-oa varliginda, hem de TNF-a yoklugunda artmis Stat3
aktivasyonu s6z konusuydu (Sekil 4.38).
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Sekil 4.39: TNFR1 muhtemel PKA fosforilasyon mutantlarinin Stat3 EMSA sonuglari. T411 ve T417
noktalarinin a) A mutantlarinin ve b) D mutantlarinin EMSA sonuglar1. a ve b’de en sol kuyucuklar Free
probe ornekleridir. ¢) a’daki, d) b’deki sonuglarin dansitometrik analizleri, {ist bantlarin (stat3)
intensitesinin, alt bantlarin  (non-spesifik) intensitesiyle  toplamma  oranlanmasi ile
(Stat3/Stat3+nonspesifik) gergeklestirilmis; grafikler GraphPad Prism ile ¢izilmistir
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4.20 TNFR1 Mutantlarinin Insiilin Sinyallesmesine Etkilerinin Belirlenmesi
TNF-o’nin, IRS-1’in  serin/threonin  fosforilasyonuna yol agarak tirozin
fosforilasyonunu engelledigi ve bu yolla insiilin sinyallesmesini baskiladig:1 bilinmektedir
(Feinstein ve ark., 1993; Hotamisligil ve ark., 1996). TNFR1 post-translasyonel
fosforilasyonlarinin insiilin sinyallesmesinin TNF tarafindan baskilanmas: siirecini nasil
etkiledigini belirlemek i¢in, yabanil tip ve mutant vektorlerle transfekte edilmis hiicrelere, TNF
varliginda ve TNF yoklugunda 5 dakika insiilin muamelesi gergeklestirdik. Bu hiicrelerden
topladigimiz lizatlar1 kullanarak western blot ile 6nce fosfo-tirozin isaretlemesi, ardindan strip
off yapip ayni blotlarda IRS1 isaretlemesi gergeklestirdik. Bdylece, IRS-1 tirozin

fosforilasyonunun mutant reseptdrlerden nasil etkilendigini saptamaya calistik.

4.20.1 TNFR1 Tirozin Fosforilasyon Mutantlariin Insiilin Sinyallesmesine
Etkilerinin Belirlenmesi

Tirozin fosforilasyon mutantlarinin IRS-1 tirozin fosforilasyonu {iizerindeki
etkilerini inceledigimizde (Sekil 4.39), Y360A mutantin1 eksprese eden hiicrelerde,
TNF-a varliginda ve yoklugunda insiilin indiiklii IRS1 tirozin fosforilasyonunun yabanil
tip TNFRI eksprese eden hiicrelerle benzer seviyelerde oldugunu, Y401A ve
Y360A/Y401A mutantlarin1 eksprese eden hiicrelerdeyse ozellikle TNF yoklugunda

artmis IRS-1 tirozin fosforilasyonu gozlendigini belirledik.
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Sekil 4.40: TNFR1 tirozin fosforilasyon mutantlarinin IRS1 tirozin fosforilasyonuna etkilerinin
belirlenmesi. Y360 ve Y401 noktalarinin a) A mutantlar1 ve b) D mutantlari ile transfekte edilmis
hiicrelerde TNF varliginda ve yoklugunda insiilin muamelesi yapilmis, fosfo-tirozin (pY20) ve IRS-1
isaretlemeleri gergeklestirilmigtir. ¢) a’daki, d)b’deki blotlardaki pY bant intensiteleri, IRS-1 bant
intensitelerine oranlanarak relatif IRS-1 tirozin fosforilasyon degerleri hesaplanmis, yabanil tip TNFR1 ile
transfekte edilip TNF ile muamele edilmemis hiicrelerdeki pY/IRS-1 orani 100 kabul edilerek degerler
normalize edilmistir.

Tirozin  fosforilasyonunu taklit etti§ini varsaydigimiz  aspartik  asit
mutasyonlarinda ise durum tam tersiydi. IRS1 tirozin fosforilasyonu, Y360D ve Y401D
mutantlarinda TNF-o  muamelesine  gereksinim  duyulmaksizin  baskilanmis,
Y360D/Y401D mutantinda ise tamamen ortadan kalkmisti. Y360D’de TNF-a
muamelesi IRS-1 fosforilasyonunu bir nebze daha azaltmis, Y360D/Y401D’de ise TNF-
o muamelesi ile ¢cok hafif bir IRS-1 tirozin fosforilasyonu gézlemlenmeye baslanmisti
(data gosterilmedi). Dolayisiyla, TNFRI1’in tirozin fosforilasyonu, insiilin

sinyallesmesinin baskilanmasinda primer rolii oynuyor goriinmektedir.
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4.20.2 TNFR1 Muhtemel PKA Fosforilasyon Bolge Mutantlarimin Insiilin
Sinyallesmesine Etkilerinin Belirlenmesi

Muhtemel PKA fosforilasyon bdlge mutantlarinin TNF-a varliginda ve
yoklugunda IRS-1 tirozin fosforilasyonu iizerindeki etkilerini inceledigimizde (Sekil
4.40), T417A mutantinda TNF-o muamelesi yapilmamis, T411A/T417A mutantindaysa
TNF-a muamelesi yapilmis hiicrelerde artmig IRS-1 tirozin fosforilasyonu gozlemledik.
T411D ve T417D mutantlarindaysa, hem TNF-a varliginda, hem de TNF-a yoklugunda

azalmig IRS-1 tirozin fosforilasyonu, dolayisiyla baskilanmis insiilin sinyallesmesi s6z
konusuydu (Sekil 4.40).
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Sekil 4.41: TNFR1 muhtemel PKA fosforilasyon bdlge mutantlarinin IRS1 tirozin fosforilasyonuna
etkilerinin belirlenmesi. T411 ve T417 noktalarinin a) A mutantlar1 ve b) D mutantlar ile transfekte
edilmis hiicrelerde TNF varliginda ve yoklugunda insiilin muamelesi yapilmis, fosfo-tirozin (pY20) ve
IRS-1 isaretlemeleri gerceklestirilmistir. ¢) a’daki, d)b’deki blotlardaki pY bant intensiteleri, IRS-1 bant
intensitelerine oranlanarak relatif IRS-1 tirozin fosforilasyon degerleri hesaplanmis, yabanil tip TNFR1 ile
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transfekte edilip TNF ile muamele edilmemis hiicrelerdeki pY/IRS-1 oran1 100 kabul edilerek degerler
normalize edilmistir.

4.21. TNFR1 Mutantlarinin TNF Aracih NF-kB Aktivasyonuna Etkisinin
Belirlenmesi

TNFR1 mutantlarinin NF-xB aktivasyonuna olan etkilerini belirleyebilmek igin,
293T hiicrelerini, yabanil tip ve mutant TNFR1 vektorleri ile beraber, promotor
bolgesinde NF-kB baglanma bolgesi bulunduran lusiferaz reporter plazmidi (NF-luc) ile

de ko-transfeksiyona ugrattik.

TNFRI1 tirozin fosforilasyon mutantlarinin transfekte edildigi hiicrelerden alinan
lusiferaz sinyallerini degerlendirdigimizde, Y401A mutant1 haricindeki mutantlarinin
hepsinin bazal NF«B aktivitesini susturdugunu, Y401 A’da TNFR1 transfekte edilmemis
hiicreden daha yiiksek fakat yabanil tip TNFR1 transfekte edilmis hiicreden daha diisiik
NF«B aktivitesi gozlendigini belirledik. Bunun yani sira; Y360A, Y360A/Y401A,
Y360D ve Y401D mutantlarinda, TNF-o gozlenen NF«xB aktivitesinin yabanil tip
vektorle transfekte edilmis hiicrelerde TNF-a gozlenenden daha diisiik oldugunu gordiik
(Sekil 4.41, tablo 4.1). TNF-o varliginda bazala nazaran NFkB aktivasyonunda
gozlenen artig, biitlin mutantlarda yabanil tip TNFR1’den daha yiiksekti.

15+
— O Kontrol
8 W TNF
=
104
1+
m
(12
=
] 5+
-
L
=

[V

SN 2\ 2R\ ol - N
T IS S S
Ko NG
5 ey

Sekil 4.42: TNFRI1 tirozin fosforilasyon mutantlarinin NFkB aktivitesine etkisinin belirlenmesi. Lusiferaz
aktivitesine bagli olarak degerlendirilen NF-kB aktivitesi, mock transfekte edilip TNF muamelesi
yapilmamis hiicrelerde 1 kabul edilerek normalize edildi. Veriler GraphPad prism yardimiyla
grafiklendirildi ve istatistiksel analiz gerceklestirildi.

87



Mutant Ctrl (vs. TNFR1) + TNF (vs. TNFR1+TNF)

Y360A 0.0079 0.0079
Y401A 0.0079 0.31
Y360A/Y401A 0.0079 0.0079
Y360D 0.0079 0.0079
Y401D 0.0079 0.0079
Y360D/Y401D 0.0079 0.15

Tablo 4.1: TNFR1 Tirozin mutantlarinin NF-kB aktivasyonuna olan etkilerinin Mann Whitney U test'e
gore p degerleri

Muhtemel PKA fosforilasyon bdlgelerinin A ve D mutantlarina baktigimizda ise,
bazal NFxB aktivitesinin T411A mutantinda arttigini, T417A’da ise azaldigini
belirledik. T411D mutantinda ise bazal NFkB aktivitesi, yabanil tip TNFRI1 ile
transfekte hiicrelerden anlamlilik derecesinde farkli degildi. T411D, T417D ve
T411D/T417D mutantlarinda TNF-a varliginda gozlenen NF«kB aktivitesi hem mock
transfekte, hem de yabanil tip TNFRI ile transfekte hiicrelerden daha diisiiktii.
T411A/T417A mutantinda TNF-a varliginda yabanil tip TNFRI ile transfekte hiicrelere
benzer NFkB aktivasyonu gozlenirken, T411A mutantinda TNF-o varliginda goriilen
NF«B aktivasyonu yabanil tip TNFR1 ile transfekte hiicrelerin 1,5 kat1 idi.
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Sekil 4.43: Muhtemel PKA fosforilasyon bdlge mutantlarinin NFkB aktivitesine etkisinin belirlenmesi.
Lusiferaz aktivitesine bagli olarak degerlendirilen NF-kB aktivitesi, mock transfekte edilip TNF
muamelesi yapilmamis hiicrelerde 1 kabul edilerek normalize edildi. Veriler GraphPad prism yardimiyla
grafiklendirildi ve istatistiksel analiz gerceklestirildi.
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Mutant Ctrl (vs. TNFR1) + TNF (vs. TNFR1+TNF)

T411A 0.0079 0.0079
T417A 0.0079 0.0079
T411A/T417A 0.15 0.22

T411D 0.53 0.0079
T417D 0.0079 0.0079
T411D/T417D 0.0079 0.0079

Tablo 4.2: TNFR1 PKA fosforilasyon mutantlarmin NF-kB aktivasyonuna olan etkilerinin Mann Whitney
U test'e gore p degerleri

4.22. TNFR1 Mutantlarimin Hiicre Sag Kalimina Etkilerinin Belirlenmesi

TNFR1 post translasyonel modifikasyonlarinin hiicre proliferasyonunu nasil
etkiledigini belirlemek i¢in, MTT analizinden faydalandik. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), hiicresel NAD(P)H-bagimli oksidorediiktazlar
tarafindan formazan’a indirgenir. Formazan renk yogunlugunun kolorimetrik 6l¢iimiiyle,
o anda analiz edilen Orneklerdeki metabolik aktivite gosteren hiicre miktar1 goérece
olarak hesaplanabilir (Mosmann, 1983). Biz de, bos pcDNA3.1a plazmidi ile, yabanil tip
ve mutant TNFRI1 plazmidleri ile 293T hiicrelerini Lipofektamin-2000 aracili ters
transfeksiyonuna ugrattik. Transfeksiyon sonrast 48. Saatten itibaren, hiicrelere taze
besiyeri ya da 10ng/ml final konsantrasyona erisecek sekilde TNF-a iceren taze besiyeri
ekleyip 24 saat inkiibe ettik. Inkiibasyon siiresinin ardindan, MTT analizini

gerceklestirdik.

Elde ettigimiz sonuglara gore, yabanil tip TNFR1 vektorii ile transfekte hiicreler,
bos plazmidle transfekte edilmis hiicrelere gére daha diisiik sag kalim gostermektedir. 24
saat TNF-o muamelesi ektopik TFNR1 transfeksiyonu yapilmamis hiicrelerde hiicre sag
kalimin1 anlamli bir sekilde etkilemezken, yabanil TNFR1’in ektopik ekspresyonunun
saglandig1 hiicrelerin sag kalimimi azaltmaktadir. Y360D mutant1 yabanil tip TNFR1’e
gore anlamli sekilde artmig, Y401D mutanti ise yabanil tip TNFR1’e gore anlaml
sekilde azalmis proliferasyona neden olmaktadir. Tirozin fosforilasyonunun engellendigi

mutantlarda TNF-o muamelesi ile hiicre sag kalimi yabanil tip vektorle transfekte
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hiicrelere benzer sekilde azaliyorken, tirozin fosforilasyon noktalarinin D mutantlarinda
TNF-a etkisi hafiflemektedir. Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarmin tekli A ve D
mutantlari, yabanil tip TNFR1’e gore artmis proliferasyona yol acarken, T411D/T417D
ikili mutantindaki hiicre sag kalim orani yabanil tip TNFRI ile transfekte hiicrelerle
benzerlik gostermekte fakat bu hiicrelerde ve T417D mutant1 ile transfekte hiicrelerde
TNF-a muamelesi hiicre sag kalimini etkilememektedir (Sekil 4.43/Tablo 4.3 ve Sekil
4.44/Tablo 4.4).
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Sekil 4.44: Tirozin fosforilasyon mutantlarinin hiicre sag kalimina etkilerinin belirlenmesi. 6’sar tekrar
halinde transfekte edilmis hiicreler, TNF-o muamelesi olmaksizin ya da 24 saat 10ng/ml TNF-a ile inkiibe
edilerek MTT analizi ger¢eklestirilmistir.

Mutant Ctrl (vs. TNFR1) + TNF (vs. TNFR1+TNF)
Y360A 0.082 0.084

Y401A 0.238 0.79

Y360A/Y401A 0.065 0.004

Y360D 0.026 0.002

Y401D 0.002 0.002

Y360D/Y401D 0.002 0.002

Tablo 4.3: TNFR1 Tirozin mutantlarinin hiicre sagkalimina olan etkilerinin Mann Whitney U test'e gore p
degerleri. Anlamlilik ifade eden (p<0.05) degerler koyu yazilmistir.
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Sekil 4.45: Muhtemel PKA fosforilasyon bdlge mutantlarinin hiicre sag kalimina etkilerinin belirlenmesi.
6’sar tekrar halinde transfekte edilmis hiicreler, TNF-o muamelesi olmaksizin ya da 24 saat 10ng/ml TNF-
a ile inkiibe edilerek MTT analizi gerceklestirilmistir.

Mutant Ctrl (vs. TNFR1) + TNF (vs. TNFR1+TNF)
T411A 0.008 0.675
T417A 0.004 0.065
T411A/T417A 0.002 0.002
T411D 0.002 0.002
T417D 0.004 0.002
T411D/T417D 0.457 0.041

Tablo 4.4: TNFR1 PKA fosforilasyon mutantlarinin hiicre sagkalimina olan etkilerinin Mann Whitney U
test'e gore p degerleri. Anlamlilik ifade eden (p<0.05) degerler koyu yazilmistir.

4.23. TNFR1 Mutantlarimin Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 Aktivasyonuna Etkisinin
Belirlenmesi

TNFR1 post-translasyonel fosforilasyonlarinin TNF iligkili apoptosisi nasil
etkiledigini belirlemek i¢in, bos pcDNA3.1a plazmidi, yabanil tip TNFRI1 ve mutant
reseptorleri eksprese eden plazmidlerle 293T hiicreleri transfekte edildi. Transfeksiyon
sonras1 48.saatte, TNF-a verilmeden ya da 10ng/ml TNF-a verilip, hiicreler 24 saat

daha inkiibe edildi. Ardindan hiicresel lizatlar toplanip, p-nitroaniline (pNA) kromoforu
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ile isaretli IETD (kaspaz 8) ya da DEVD (kaspaz 3) siibstratlar ile proteolitik kirilma

icin uygun reaksiyon kosullarinda (kolorimetrik kaspaz assay kitleri kullanilarak) ve 37

°C’de 2 saat inkiibe edildi.
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Sekil 4.46: Tirozin fosforilasyon mutantlarinin Kaspaz 3 aktivasyonuna etkilerinin belirlenmesi
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Sekil 4.47: Tirozin fosforilasyon mutantlarinin Kaspaz 8 aktivasyonuna etkilerinin belirlenmesi

TNFRI1 tirozin fosforilasyon mutantlarina baktigimizda, hem A mutantlarinda, hem de D
mutantlarinda, yabanil tipe gore azalmis; kontrole benzer bir kaspaz 3 (Sekil 4.45) ve kaspaz 8

(Sekil 4.46) aktivasyon profili gézlemledik.
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Sekil 4.48: Muhtemel PKA fosforilasyon mutantlarinin Kaspaz 3 aktivasyonuna etkilerinin belirlenmesi
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Sekil 4.49: Muhtemel PKA fosforilasyon mutantlarinin Kaspaz 8 aktivasyonuna etkilerinin belirlenmesi
TNFRI1 iizerindeki muhtemel PKA fosforilasyon noktalarinin A ve D mutantlarin
inceledigimizdeyse, T411A ve T417A mutantlarinda yabanil tip TNFR1’e benzer
Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 aktivasyonu gozlemlenirken, ikili A mutantinda ve biitiin D
mutantlarinda, bos plazmidle transfekte edilmis kontrolden dahi daha diisiik seviyelere

gerilemis kaspaz aktivasyonu s6z konusuydu (Sekil 4.47 ve Sekil 4.48).

4.24. TNFR1 Mutantlarinin TNFR1 Salinnmma (Shedding) Etkilerinin

Belirlenmesi

TNFR1 sinyal iletiminin susturulmasini saglayan siire¢lerden biri, TNFR1’in

TACE aracili kirpilim ile ekstraseliiler bolgesinin salinmasi, yani shedding’dir. Tez
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projemizde inceledigimiz TNFR1 mutantlarimin  shedding siirecini etkileyip
etkilemedigini belirlememizin, reseptorlerin sinyal iletim kapasitelerini tam olarak
yorumlamamizda fayda saglayacagini diislindiik. Bu amacgla, 293T hiicrelerini
lipofektamin 2000 kullanarak ters transfekte ettik. Transfeksiyon sonrasi 24.saatte,
kuyucuklara tam besiyeri ya da final konsantrasyonu 10ng/ml’yi saglayacak kadar TNF-
a eklenmis tam besiyeri ekledik. 24 saat inkiibasyonun ardindan, ELISA ile besiyerine
salimmis TNFR1 diizeyini belirleyip, bu sonuclari eszamanli gerceklestirilen MTT
analizi ile oranlayarak hiicre sayisina gore normalize ettik.

y -
EE Ctrl

Hl TNF

TNFR1 shedding
N
1

0_ = = = = = == = =
P I S S SR SRR S SRS
< L ) N N AN N N
K S
S S
D O

Sekil 4.50: Tirozin fosforilasyon mutantlarinin TNFR1 salinimina etkilerinin belirlenmesi

Mutant Ctrl (vs. TNFR1) + TNF (vs. TNFR1+TNF)
Y360A 0.305 0.004
Y401A 0.026 0.065
Y360A/Y401A 0.571 0.026
Y360D 0.3874 0.387
Y401D 0.0043 0.002
Y360D/Y401D 0.132 0.238

Tablo 4.5: TNFR1 Tirozin mutantlarinin TNFR1 salinimina olan etkilerinin Mann Whitney U test'e gore
p degerleri. Anlamlilik ifade eden (p<0.05) degerler koyu yazilmistir.
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Sekil 4.51: Muhtemel PKA fosforilasyon bolge mutantlarinin TNFR1 salinimina etkilerinin belirlenmesi

Mutant Ctrl (vs. TNFR1) + TNF (vs. TNFR1+TNF)
T411A 0.22 0.416

T417A 0.8 0.05

T411A/T417A 0.15 0.004

T411D 0.008 0.004

T417D 0.056 0.004

T411D/T417D 0.09 0.052

Tablo 4.6:: TNFR1 PKA fosforilasyon mutantlarinin TNFR1 salinimina olan etkilerinin Mann Whitney U
test'e gore p degerleri. Anlamlilik ifade eden (p<0.05) degerler koyu yazilmistir.

Elde ettigimiz sonuglara gore, TNF-o muamelesi ile TNFR1 salinim1 artmakta,
bu artig, en belirgin sekilde Y401D mutantinda gozlenmektedir. TNFRI tirozin
fosforilasyonunun engellendigi mutantlarda, TNFR1 saliniminin azaldigini, Y401D ve
Y360D/Y401D mutantinda arttigimmi belirledik. Tirozin fosforilasyonunu taklit eden
mutantlarin TNF-a ile muamelesi TNFR1 salinimi iizerinde pozitif etkiye sahipken,
tirozin fosforilasyon bdlgelerinin A mutantlarinda bu farkin anlamlilig1 kaybolmaktaydi.
PKA fosforilasyon motiflerinin D mutantlarinda ise, TNFR1 saliniminda bir azalma sz
konusuydi. T417D mutantinda, TNF-a muamelesi, TNFR1 saliniminda bir artiga degil,
azalmaya neden oluyordu. Benzer bir sekilde, T411D/T417D mutantinda da TNF-a
muamelesi sonucunda reseptor salinimi artmamaktaydi (Sekil 4.50/Tablo 4.5 ve Sekil

4.50/Tablo 4.6).
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5. TARTISMA

TNF-o’nin  fizyolojik etkilerinin ¢ogundan sorumlu olan reseptérii  TNFR1’in,
ekstraseliiler kisminda dort adet sistein zengin bolge (CRD) (Chen ve ark., 1995).,
sitoplazmik kisminda ise 309-319. aminoasitler arasinda notral spingomyelinaz
aktivasyon bolgesi (Adam ve ark., 1996) ve 356-441.aminoasitler arasinda 6liim bolgesi
(DD) (Tartaglia ve ark., 1993a) bulunur. TNFR1’in apoptoz indiiksiiyonunda, NF-xkB
aktivasyonunda, MAPK’leri aktive etmesinde, kisacasi ana sinyal yolaklarinda DD
bolgesi rol oynamaktadir (Boone ve ark., 1998) (Hsu ve ark., 1995). TNFR1’in TNF-a
ile baglanmasi sonucunda NF-xB ve kaspaz aktivasyonuna yol acan ana sinyal
kompleksleri bilinmektedir, fakat TNFR1 araciligryla MAPK’lerin, Akt’nin ve Stat
proteinlerinin aktivasyon mekanizmalart heniiz tam olarak aydinlatilmis degildir.
TNFR1 sinyal iletiminin TNFR1’e baglanan proteinlerin post-translasyonel
modifikasyonlarindan nasil etkilendigine dair bir¢ok calisma yapilmis oldugu halde,
TNFR1’in post-translasyonel modifikasyonlarinin TNF-a sinyal iletimini nasil
etkiledigine dair bilgilerimiz kisithdir. TNFRI1’in bilinen ERK araciligiyla
fosforilasyonu, TNFRI1 aracili apoptoz indiiksiiyonunda baskilayict bir etkiye sahiptir
(Cottin ve ark., 1999; Cottin ve ark., 2001). Bunun yani sira, T hiicrelerinde, TNFR1’in
IKKp aracili S381 fosforilasyonu gosterilmis ve bu fosforilasyonun TNFR1-TRADD
etkilesiminde rol aldig1 iddia edilmis fakat ayni fosforilayson B hiicrelerinde tespit
edilememistir (Guan ve ark., 2011). TNFR1 ile c-Src ve JAK2 gibi tirozin kinazlar
arasindaki fiziksel etkilesimin gosterilmis olmasi (Pincheira ve ark., 2008), bize
TNFR1’in tirozin fosforilasyonuna ugruyor olabilecegini diisiindiirdi. TNFRI
sitoplazmik bolgesinin aminoasit dizilimine baktigimizda, TNFR1 sinyal iletiminin ana
sorumlusu olan DD bdlgesinde iki adet potansiyel tirozin fosforilasyon bolgesi (Y360 ve
Y401) saptadik. Benzer sekilde, DD {izerinde, TNFR1 karboksil ucuna daha yakin
yerlesik (T411 ve T417) iki adet de potansiyel PKA fosforilasyon motifi bulundugunu
belirledik. Dolayisiyla, TNFR1’in hem tirozin fosforilasyonuna, hem de PKA
fosforilasyonuna ugrayabilecegini, tirozin fosforilasyonun SH2 bdlgesi barindiran

proteinler i¢cin baglanma bolgesi olusturarak Akt ve ERK gibi yolaklarin aktivasyonu
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icin pozitif sinyal olustururken, PKA fosforilasyonunun tirozin fosforilasyonunu inhibe

edici yonde etki gosterecegini ongordiik (Sekil 5.2).

TNFR1’in tirozin fosforilasyonuna ugrayip ugramadigini belirleyebilmek igin,
yabanil tip TNFR1’in asir1 ekspresyonunu sagladigimiz hiicreleri farkl siireler boyunca
TNF-a ile muamele ettigimizde, TNFR1’in 30 dakika TNF-o muamelesinden sonra
tirozin fosforilasyonuna ugradigini ve bu fosforilasyonun 90.dakikada hafif bir sekilde
baskilanmasina ragmen 2 saat boyunca korundugunu belirledik. TNFRI1
fosforilasyonundan sorumlu tirozin kinazi belirleyebilmek adina, TNFRI ile arasindaki
fiziksel etkilesimin TNF-a muamelesi ile kuvvetlendigini dogruladigimiz JAK?2 i¢in in
vitro kinaz reaksiyonu kurduk. /n vitro ortamda, JAK2’nin TNFR1’i fosforile ettigini ve
bu fosforilasyonun JAK2 inhibitorii AZD1480’in oldugu ortamda engellendigini
belirledik. Dolayisiyla, TNFRI’in tirozin fosforilasyonuna ugradigmi ve bu

fosforilasyondan sorumlu tirozin kinazin JAK2 oldugunu tespit ettik.

TNFR1 DD’i tizerindeki PKA fosforilasyon motiflerinin ger¢ekten TNFR1 ve
PKA arasinda bir etkilesim saglayip saglamadigini belirlemek i¢in TNF-o muamelesi
yapilmis ya da yapilmamis hiicrelerden TNFR1 ve PKA proteinlerini ¢oktiiriip, bunlari
PKA ve TNFRI1 antikorlar ile isaretledik. TNF-o olmayan ortamda da TNFR1’e
baglanip TNF-o muamelesi ile baglanma etkinligi artan JAK2’den farkli olarak,
PKA’nin TNFR1’e TNF-a bagimli bir sekilde baglandigini tespit ettik. PKA aktivatorii
forskolin, TNF-a bulunan ortamda TNFR1-PKA arasindaki etkilesimi kuvvetlendirse de,
TNF-o’nin olmadigi ortamda PKA’nin TNFR1’e baglanmasini saglayamadigi igin;
TNFR1 ve PKA arasindaki TNF-o bagimli etkilesimin TNF-a araciliiyla olusan PKA
aktivasyonundan degil, ligand baglanmasi sonucunda TNFR1’in yapisinda olusmasi
muhtemel konformasyonel degisiklikten kaynaklanabilecegini diisiiniiyoruz. TNFR1’in
PKA tarafindan fosforile edilip edilmedigini belirlemek i¢in TNF-oo muamelesi yapilmis
ya da yapilmamis hiicrelerden ¢oktiirdiigiimiiz TNFR1 proteini ile PKA katalitik alt
iinitesi arasinda in vitro kinaz reaksiyonu kurdugumuzda, TNF-a bagl reseptoriin PKA
tarafindan fosforile edildigini, PKA inhibitorii PKI varliginda ise bu fosforilasyonun

engellendigini belirledik.
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Hipotezimiz, PKA tarafindan fosforilasyonun, TNFR1 tirozin fosforilasyonu
izerinde inhibitor bir etkisi olabilecegi yoniindeydi. Bunu test edebilmek i¢in Oncelikle
yabanil tip TNFRI’in asir1 ekspresyonunun saglandigi hiicrelerde TNFRI1 tirozin
fosforilasyonunun forskolin varligindan nasil etkilendigini arastirdik. Forskolin
muamelesinin, TNF-o muamelesi olmayan ortamda TNFR1’in bazal tirozin
fosforilasyonu iizerinde anlamli bir etkisi olmadigini, TNF-a muamelesi sonucunda ise
Forskolin varliginin TNFRI tirozin fosforilasyonunu tamamen baskiladigini belirledik.
Bu veriler, TNF-o muamelesi olmadig1 takdirde TNFR1 ve PKA arasinda etkilesim
olamadigr yoniindeki Onceki verilerimizle Ortigmekte ve TNFR1 ve aktif PKA
arasindaki etkilesimin, TNFR1 tirozin fosforilasyonunu baskiladigini diisiindiirmektedir.
Nitekim, potansiyel PKA fosforilasyon motiflerinin fosforile edilemez A ve
fosforilasyonu taklit edebilecegini diisiindiiglimiiz D mutantlarin tirozin fosforilasyon
kapasitelerini inceledigimizde, T417 noktasinin D mutantinin, TNF-a muamelesi sonucu
tirozin fosforilasyonuna ugramadigini, bazal tirozin fosforilasyon seviyesinin de
azaldigin1 belirledik. Dolayistyla, T417 noktasinin PKA tarafindan fosforilasyonu,
TNFR1’in TNF-a ile baglanmasi sonucunda gerceklesen tirozin fosforilasyonunu
baskilamaktadir. Motif taramasi yaparak belirledigimiz iki potansiyel PKA fosforilasyon
motifinden, T417 nin mass spektrometrik analizlerle fosforilasyonu gosterildigi halde,
T411’in fosforilasyonuna dair bir veri mevcut degildir (Hornbeck ve ark., 2015).
Dolayistyla, T411D ve T411D/T417D mutantlarimiz, T417’nin fosforilasyonunu taklit
ettigini varsaydigimiz T417D mutantinin aksine, fizyolojik bir olay1 taklit etmek yerine

tamamen yapay bir degisiklige yol agiyor olabilir.

Tirozin fosforilasyonunun ve PKA fosforilasyonunun TNFR1 aracili sinyal
iletimine etkilerini belirlemek adina, Y360, Y401, T411 ve T417 aminoasitlerini,
hedeflendirilmis mutasyonla fosforile edilemez A ve fosforilasyonu taklit edebilecegini
diistindiigiimiiz D aminoasitlerine doniistliriip, bunlarla 293 T hiicrelerini transfekte edip,
bu hiicrelerdeki TNF-a indiikli sinyal yolaklarinin aktivasyon seviyelerini yabanil tip
TNFR1 plazmidi ile transfekte edilmis olan hiicrelerdekilerle kiyasladik. Oncelikli
olarak mutasyona ugratilmis plazmidlerimizin ve yabanil tip TNFR1 kodlayan plazmidin
yol agtigi TNFRI1 ekspresyon seviyelerini inceledigimizde, yabanil tip TNFR1’in bos
plazmidle transfekte edilmis hiicrelerdekinin 25 katindan daha fazla TNFR1 (p55-60)
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ekspresyonuna yol actigini belirledik. Dolayisiyla, transfeksiyon sonucu endojen TNFR1
ekspresyonununun %4 civarinda, yani goz ardi edilebilir oldugunu diisiinerek deney
sonuglarimizi yorumladik. Aslinda biitiin plazmidlerimizin TNFR1 asir1 ekspresyonuna
yol actigini, fakat Y360A, Y360A/Y401A, Y360D, Y401D ve Y360D/Y401D
mutantlarinin kirpilima ugradigimi belirledik. Bu kirpilim oranlari, TNFR1 shedding
datalarimizla paralel olmadig1 ve kullandigimiz antikor TNFR1’in 30-301 aminoasitleri
aras1 bolgeyi tanidigi i¢in, bu kirpilimm TACE aracili kirpilimdan farkli oldugunu
diistinliyoruz. Yakin zamanda, TNFR1’in TACE aracili kirpilimimni takiben, y-Sekretaz
tarafindan da kirpilarak 25kD’lik intraseliiler fragment olusturdugu gosterilmistir
(Chhibber-Goel ve ark., 2016). Bu kirpilim bandinin boyutu bizim goézlemledigimiz
bantlardan birinin boyutuyla uyumlu olsa da, kirpilim bantlarinin ekstraseliiler ortama
salman TNFR1 miktar1 ile orantili olmamasi, gézlemledigimiz durumu bu mekanizma
ile acgiklamamizi zorlagtirmaktadir. Y401D mutantinda olusan REAQD-S motifi,
NADPH oksidaz’in kaspaz aracili kirptliminda taninan motif oldugu i¢in (Kumar ve
ark., 2014), TNFR1 de TNF-o muamelesini takiben olusan tirozin fosforilasyonu
sebebiyle kaspaz aracilt kirpilima ugruyor olabilir. Diger mutantlarda ise bilinen bir
kaspaz kirpilim bolgesi olusmamaktadir. Transfeksiyonun 24 ve 48. Saatinde toplanan
lizatlardan yaptigimiz TNFR1 isaretlemesi, p55-60 bandinin iizerinde, poliubikutinasyon
bantlarina benzer, modifikasyonu isaret eden bantlar gostermektedir. Tirozin
aminoasitlerinin degistirilmesi, TNFR1’in ¢oklu post-translasyonel modifikasyonlara
ugrayarak degrade olmasina yol aciyor olabilir. Bu mutantlarda goézledigimiz farkli
sinyal profilleri, bu kirpilan pargalarin sinyal iletiyor olmasindan kaynaklaniyor
olabilecegi gibi, ektopik gen ekspresyonu yapilmamis 293T hiicrelerine gére hala 2-3
kat yiiksek eksprese ettikleri pS5 TNFR1’e bagl da olabilir. Tirozin modifikasyonu
sonucunda reseptor kirpiliminin y-sekretaz inhibitdrii, kaspaz inhibitdrleri ve proteozom
inhibitorii varliginda incelenmesi, kirpilimin miisebbini aciga ¢ikarabilir. Miisebbib
antikorun varliginda sinyal profillerinin degisip degismediginin incelenmesi de, kirpilan

TNFRI1 parcalarinin kendi baslarina sinyal iletip iletemedikleri sorusunu cevaplayabilir.

TNFR1 asir1 ekspresyonu hiicre i¢i protein ekspresyon profilini degistirebildigi
icin; ERK, p38, JNK, Akt, Stat3 ve CREB yolak aktivasyonlarint western blot ile

incelerken, bu proteinlerin aktivasyon fosforilasyonuna ugramig formlarmin bant
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intensitelerini, GAPDH gibi bir demirbag protein yerine, bu proteinlerin fosforile olan ve
olmayan formlarini taniyabilen antikorlar1 ile yapilmis isaretlemelerden elde edilen bant
intensitelerine oranladik. Bu yolaklarin TNF-a aracili aktivasyon kinetigini belirlemek
icin yaptigimiz time-course deneylerini, transfeksiyon yapilmamis hiicrelerden alinan
lizatlarla gergeklestirdik. Time-course deneylerimiz sonucunda, MAPK’lerin (ERK,
JNK, p38) ve CREB’in aktivasyonlarinin 15 dakika TNF-o muamelesi ile, Stat3 ve
Akt’nin aktivasyonunun ise 30 dakika TNF-o muamelesi ile maksimum seviyeye
ulagtigin1 belirledik. TNFR1 asir1 ekspresyonu yaptigimiz Orneklerde, time-course
deneylerinde TNF-a varlig1 ve yoklugu arasinda gézlemledigimiz kadar belirgin bir fark
gozlemlemedik. Bu da bize, reseptor asir1 ekspresyonunun TNF-o yoklugunda dahi
ligand varmig gibi bir etki uyandirdigini, bu nedenle mutantlarimizi bos plazmidle
transfekte edilmis hiicrelerden ziyade yabanil tip TNFRI1 ile transfekte edilmis

hiicrelerle kiyaslamamiz gerektigini diistindiirdii.

TNFR1 aracili ERK aktivasyonunu inceledigimizde, hipotezimizle uyumlu bir
sekilde, Y401 noktasinin A ile degistirilmesinin ERK aktivasyonunu baskiladigini, D ile
degistirilmesinde ise TNF-a muamelesine gereksinim olmaksizin ERK aktivasyonunun
gerceklestigini  belirledik. Ayni zamanda Y401D mutanti, Grb2 adaptér protein
baglantisinin da en kuvvetli gézlendigi reseptordii. Ilging bir sekilde, Y360D mutasyonu
ERK aktivasyonunu negatif etkiliyorken, Grb2 baglantisin1 negatif etkilemiyordu.
Y360A mutantinda ise Grb2 baglantis1 yabanil tip vektor kadarken, ERK aktivasyonu
artmaktaydi. Y360A ve Y360D verileri g6z oniine alindiginda, Y360 fosforilasyonunun,
ERK de-aktivasyonuna yol acacak bir fosfatazin baglanmasi icin bolge teskil ettigi
diisiiniilebilir. Diger yandan da, Y360 fosforilasyonu Y360A mutant1 ile

engellendiginde, Y401 in fosforilasyonu icin kolaylik saglaniyor olabilir.

TNFR1 PKA fosforilasyon mutantt T417D, hipotezimizle uyumlu bir sekilde,
azalmig Grb2 baglantis1 ve azalmis ERK aktivasyonuna, T417A ise hafif bir sekilde
artmis Grb2 baglantist ve ERK aktivasyonuna yol a¢maktaydi. ERK aktivasyon
verilerimiz toplu bir sekilde géz Oniine alindiginda, TNFR1 Y401 noktasinin
fosforilasyonunun ERK aktivasyonunda pozitif, Y360 ve T417 noktalarinin

fosforilasyonununsa negatif rol aldig1 goriilmektedir. T417 noktasinin TNFR1 tirozin

100



fosforilasyonunu baskiladigi goz oniine alindiginda, bu beklendik bir sonuctur (Sekil

5.1).

TNFR1 tirozin fosforilasyonu Grb2 baglantisin1 kuvvetlendirirken, tirozin
fosforilasyon motiflerinin A mutasyonu ile ortadan kaldirilmast Grb2 baglantisini
azaltmakta fakat tamamen ortadan kaldirmamaktadir. Bu nedenle, TNFR1 6liim bolgesi
tizerindeki  fosfo-tirozinlerin ~ Grb2’nin  SH2  bdlgesi i¢in  baglanma alani
olusturabilecegini, fakat Grb2-TNFR1 interaksiyonunun tek yoniiniin pY-SH2 baglantisi
olmadigini, TNFRI1 iizerindeki SH3 baglanma bdlgesinin de Grb2 ile baglanti
kurulmasinda rol oynuyor olabilecegini diisiiniiyoruz (Sekil 5.2). Ote yandan, literatiirde
TNFR1-MADD etkilesiminin TNFR1-Grb2 etkilesiminde araci gorevi gordiigiine dair
verilerin bulunmasi, TNFR1 tirozin fosforilasyonunun TNFRI-MADD etkilesimini
etkiliyor olabilecegini de diisiindiirmektedir (Kurada ve ark., 2009). Ilging bir sekilde,
TNFRI1 sinyalzomunda Grb2’nin yer alabilmesi icin MADD’1n gerekli oldugunu siRNA
ile gosteren bu yayinda, MADD varliginda dahi 50ng/ml TNF-a ile 2 dakika muamele
edilen HeLa hiicrelerinde olusan kompleks, TNF-o. muamelesinin 4. dakikasinda ortadan
kalkmaktadir. Bizim c¢alismamizda ise, biz 293T hiicrelerinde, 10ng/ml TNF-a ile 30
dakika boyunca muamele sonrasinda dahi Grb2-TNFR1 baglantis1 gorebilmekteyiz.
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ERK aktivasyonu

Sekil 5.1: TNFR1 fosforilasyonlarinin TNFR1 aracili ERK aktivasyonuna etkisinin sematik gdsterimi.
Y401 noktasinin tirozin fosforilasyonu, hem Grb2 baglanmasini, hem de ERK aktivasyon
fosforilasyonunu pozitif etkilerken, Y360 ve T417 fosforilasyonu, negatif etki gostermektedir.
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TNFR1 mutantlariin Akt aktivasyon seviyesine olan etkileri, ERK aktivasyon
seviyelerine olan etkileriyle benzerlik gostermektedir. Bu benzerlik, Akt ve ERK
aktivasyon yolaklarinin cakistigini diisiindiirebilir. Her ne kadar ERK aktivasyonunda
rol alan MADD’m Akt tarafindan fosforilasyonunun TRAIL reseptorii DR4’e
baglanabilmesi i¢in gerektigi gosterilmisse de (Li ve ark., 2010), TNF-a aracili ERK
aktivasyonunun Akt aktivasyonundan daha erken donemde gerceklesiyor olmasi, iki
yolak arasindaki ¢akisma noktasinin MADD olamayacagini diislindiirmektedir. TNFR1
tizerinde p85’in direkt baglanmasini saglayacak YxxM motifi olmadigi halde, TNFR1
sinyal iletim kompleksinin igerisinde hem Grb2 hem de PI3K p85 alt {initesinin
bulunmasi, p85’in TNFR1’e Grb2-Ras araciligiyla baglandigini diistindiirebilir. TNF-a
muamelesinin 30. dakikasinda farklit TNFR1 mutantlarinin sinyal iletim kompleksinde
tespit ettigimiz p85 ve Grb2 oranlar1 tam bir paralellik gostermese de, Y360 ve Y401’in
D mutantlari, her iki proteinin baglanma etkinligini de arttirmaktadir. PKA bolge
mutantlar ile elde ettigimiz Grb2 ve p85 baglanma miktarlari ise, oldukca farklidir. p85,
SH2 bolgesi ile kompleks icerisindeki baska bir proteine baglanirken, SH3 bolgesi ile de
TNFR1’e baglaniyor olabilir (Sekil 5.2). Yine de, TNFR1 kompleksi igerisindeki p85’in
dogrudan TNFR1’e mi yoksa kompleks igerisindeki Grb2’ye mi baglandiginin
anlasilabilmesi i¢in, Grb2’nin susturulmasi ile p85 baglantistnin nasil etkilendigi

arastirilmalidir.
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Akt aktivasyonu

Sekil 5.2: TNFR1 aracili Akt Aktivasyonunun TNFR1 fosforilasyonlar: tarafindan muhtemel diizenlenme
mekanizmasinin sematik gosterimi. TNFR1 sinyal iletim kompleksinde p85 bulundugu halde TNFRI1
iizerinde bu proteinin baglanabilecegi bir YxxM motifinin olmamasi, p85’in SH2 bolgesi ile baska bir
proteine baglandigim1 disiindiirmektedir. TNFR1 C-terminalinde yer alan bodlge, p85’in SH3 aracili
baglanmasini sagliyor olabilir. Akt aktivasyonunun TNFR1 tirozin fosforilasyonu ile pozitif regiilasyonu,

Grb2 aracili olabilir.
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TNF-a aracili p38 ve JNK aktivasyonlarinin TNFR1 fosforilasyonlarindan nasil
etkilendigini inceledigimizde, Y360A mutantinda TNF-o muamelesi olmaksizin yabanil
tip TNFR1 ile transfekte edilmis hiicrelerde 15 dakika TNF-o muamelesine cevaben
olusan p38 fosforilasyonunun ii¢ kat1 kadar bir p38 fosforilasyonu gozlemledik. Benzer
bir sekilde, Y401A mutantinda da TNF-o muamelesi yapilmaksizin yiiksek p38
fosforilasyonu gozlemlenmekteydi. Her iki mutantla transfekte edilen hiicrelerde, TNF-a
muamelesi p38 fosforilasyonunda artis yerine azalmaya yol agmistir. Y360A/Y401A
mutantinda ise, p38 fosforilasyon seviyesi yabanil tip vektorle transfekte hiicrelerde
gozlenen bazal p38 fosforilasyonu seviyesinde olup, TNF-o muamelesi p38
fosforilasyonunda bir artisa yol agmamusti. Ilging bir sekilde, Y360D ve Y401D
mutantlarinda da TNF-a muamelesi yapilmadan da yabanil tip TNFR1 asir1 ekspresyonu
yapan hiicrelerin TNF-o muamelesi sonucunda edindigine benzer oranda p38
fosforilasyonu gozlemlenmekte, TNF-a muamelesi A mutantlarindaki gibi p38
fosforilasyonunda anlamli bir degisiklige yol agmamaktaydi. Y360D/Y401D mutantinda
ise, Y360A/Y401A mutantinin aksine, ¢ok yiiksek p38 fosforilasyonu gézlemlenmekte,
TNF-o muamelesi sonucundaysa p38 fosforilasyonu diisiis gostermekteydi. Bos
plazmidle transfekte edilmis ya da TNFR1 asir1 ekspresyonu yapilmis hiicrelerde TNF-a
muamelesi p38 aktivasyonuna yol acarken, Y360A, Y401A ve Y360D/Y401D
mutantlarinin asir1 ekspresyonunun saglandigi hiicrelerde TNF-a muamelesi olmaksizin
cok yiiksek seyreden p38 fosforilasyonunun TNF-o muamelesi sonucunda diigmesi, bu
hiicrelerde p38’i defosforile eden mekanizmalarin yabanil tip TNFR1’e gore TNF-a
muamelesinin ¢ok daha erken doneminde devreye girdigini diisiindiirebilir. Y360A ve
Y401A mutantlarinda, bir diger MAPK olan JNK’in da bazal aktivasyonu yabanil tip
TNFR1’e gore daha yiliksek oldugu halde, bu mutantlarla transfekte hiicrelerde TNF-a
muamelesi azaliga degil artisa neden olmustur. Dolayisiyla, bu mutantlarda MKK3/6 ve
MKK4/7’nin aktivasyonuna yol acan mekanizmalar TNF-a muamelesi olmadan aktive
oldugu halde, JNK’1n degil fakat p38’in defosforilasyonuna yol acan bir fosfatazin TNF-
a ile 15 dakika muamele sonrasinda aktive oldugu diisiliniilebilir. Bu minvalde, MKP-1
(Guo ve ark., 1998b; Mendelson ve ark., 1996) gibi fosfatazlarin aktivasyonunun Y360A
ve Y401 A mutantlarinca nasil etkilendiginin arastirilmas1 fayda saglayabilir. Bazal p38

ve JNK aktivasyonunu arttiran Y360A ve Y401A mutantlarinda, bazal NF-xB
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aktivitesinin artmis degil, bilakis azalmis olmasi, bu mutantlarin JNK ve p38
aktivasyonunu indiikleme yollarinin TAK ya da TRAF2 aracili olmadigini
diisiindiirmektedir. Tez calismamiz disinda yapmis oldugumuz deneyler sonucunda,
Y360A ve Y401 A mutantlarinin, TNF-a muamelesi olmayan ortamda, Src tirozin kinaz
ailesine, yabanil tip TNFR1’in TNF-o muamelesi sonrasinda baglandigindan daha
kuvvetli bir sekilde baglanmakta oldugunu biliyoruz (Sekil 5.3). Dolayisiyla, bu
mutantlarin JNK ve p38 aktivasyonunda kullandig: yolak, c-Src aracili MLK2 ve MLK3

aktivasyon yolagi olabilir.

a) b) 4
IP mAB: His oG _- |
Plazmid: _TNFR1 Y360A Y401A Y360A/Y401A

TNF: . + . + . + . + + +

Sekil 5.3: TNFRI1 tirozin fosforilasyonunun engellenmesinin Src baglanmasina etkisi. TNF-o muamelesi
olmaksizin ya da 30 dakika 10ng/ml TNF-o muamelesinin ardindan toplanmis olan lizatlardan His probe
antikoru ile ektopik eksprese ettirilmis reseptor formlar1 ¢oktiiriiliip, 6rnekler c-Src antikoru ile western
blot’a tabi tutuldu. Baglanan c-Src miktarlari, c-Src bant intensitesinin IgG bant intensitesine boliiniip,
yabanil tip TNFR1’in bazal baglantis1 1 kabul edilerek normalize edildi.

TNFRI1 iizerindeki potansiyel PKA fosforilasyon noktalariin A mutantlari,
TNF-0 muamelesi sonucunda sadece p38 aktivasyonunda degil, p38 protein miktarinda
da degisime yol agmigtir. TNFR1 T417D ve T411D/T417D mutantlarinda, bazal p38
aktivasyonunda artis gézlenmis, fakat Y360A ve Y401 A mutantlar1 gibi, bu mutantlarda
da 15 dakika TNF-a muamelesi sonrasinda p38 aktivasyonu baskilanmistir. Dolayisiyla,
TNFRI1 tirozin fosforilasyonunun tirozin aminoasitlerinin alanin’e ¢evrilmesiyle ya da
TNFR1’in PKA tarafindan fosforilasyonu ile engellenmesi, bazal p38 aktivasyonunda
artisa, TNF-o muamelesi sonucundaysa p38 defosforilasyonuna neden olmaktadir.
T411D ve T417D mutantlarinda, bazal JNK fosforilasyonunun yabanil tip TNFR1’e
nazaran artmig oldugu gozlenmistir. Bu mutantlar1 eksprese eden hiicrelerde, TNF-a

muamelesi sonrasinda JNK fosforilasyon seviyesi bir miktar yiikselmis, fakat yabanil tip
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TNFR1 ile transfekte hiicrelerin TNF-o muamelesi sonrasinda edindigi JNK

fosforilasyon seviyesinin {izerine ¢ikmamustir.

TNFR1 aracili JNK aktivasyon verilerini degerlendirirken, yabanil tip ya da
mutant TNFRI1 ile transfekte edilmis hiicrelerde, pJNK isaretlemesi sirasinda p46 ve
p54’in yanm sira, yaklasik 50kD civarinda bir fosforile JNK bandi daha oldugunu
gozlemledik. Bu bant, TNFR1 transfeksiyonu yapilmamis hiicrelerde 45 dakika TNF-a
muamelesi sonucunda silik bir sekilde ortaya ¢ikmakta fakat sonra kaybolmakta iken,
TNFR1 asir1 ekspresyonu yapilan biitiin hiicrelerde gézlemlenmekte; fakat JNK antikoru
ile taninmamaktadir. Bu bandin TNFRI mutantlarinin TNF-o muamelesi sonucunda
artip azalmamasi, diger MAPK’ler p38 ve ERK’iin paternine benzememektedir. JNK1
ve JNK2’yi taniyan antikor tarafindan taninmayip pJNK antikoru tarafindan taninan bu
protein, 293T hiicrelerinde normalde ¢ok diisiik ekspresyon gosterip, uzun siire TNF-a
maruziyeti sonucunda kuvvetli bir sekilde fosforilasyona ugrayan bir JNK izoformu
olabilir. Nitekim benzer bir bant, iskemik soka maruz birakilmis kardiyak miyositlerinde
(Hreniuk ve ark., 2001), uzun siire aktinomisin-D ile beraber TNF-a’ya maruz birakilmis
hepatositlerde (Schlatter ve ark., 2011) de gozlemlenmistir. Bu fosfo-protein, molekiiler
agirligi 49kD civarinda olan JNK3, JNK1a2 veya JNK2B2 olabilir (UniProt, 2015). Ug
fosforilasyon bandinin da JNK bantlar1 oldugunu diisiinerek TNFR1 mutantlarinin JNK
fosforilasyonlarina olan etkilerini inceledigimizde, ozellikle Y360A ve T417D
mutantlarinda bazal JNK fosforilasyonunun yabanil tip TNFR1’e gore bariz bir artis
gosterdigini, TNF-o muamelesinden sonra ise Y360A, T411D ve T417D mutantlarinin
yabanil tip TNFR1’in TNF-a muamelesi ile edindigine benzer bir JNK fosforilasyon
seviyesi kazandigini, diger biitiin mutantlarin TNF-a muamelesi sonrasi yol acgtigi JNK
fosforilasyonunun yabanil tip TNFR1’den daha diisiik kaldigin1 gbézlemledik. Tirozin
fosforilasyon bolgelerinin A mutantlarinda JNK fosforilasyonunun yiiksek seyrederken
D mutantlarinda azalmis olmasi ve PKA fosforilasyon motfilerinde yliksek seyretmesi,
TNFRI1 tirozin fosforilasyonunun kisa siireli JNK aktivasyonu i¢in baskilayici bir etkisi
oldugunu diisiindiirmektedir. Ozellikle Y401D ve Y360D/Y401D mutantlarinda, pJNK1
ve pJNK2 bantlariin neredeyse tamamen yok olmus olmasi, bu diisiinceyi destekler

niteliktedir.
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TNFR1 Y360 ve Y401 mutantlarinin asir1 ekpresyonunun, bazal ve 30 dakika
TNF-a muamelesi sonrasinda yol a¢tigit CREB fosforilasyon seviyelerine baktigimizda,
hem A mutantlarinda, hem de D mutantlarinda bazal CREB fosforilasyonunun arttigini,
TNF-o muamelesinin A mutantlarinda CREB fosforilasyonunda ekstra bir artisa yol
acmazken, D mutantlarinda CREB fosforilasyonunu arttirdigimi  gézlemledik.
Y360D/Y401D mutantinda ise bazal CREB fosforilasyonunun azaldigini, TNF-a
muamelesi sonrasinda ise yabanil tip TNFR1 ile transfekte hiicrelerin TNF-a muamelesi
sonucunda edindigi CREB fosforilasyon seviyesine ¢iktig1 gdzlemlenmistir.
Y360D/Y401D mutant1 disindaki sonuglar, beklendildigi {izere (Ono ve ark., 2004), p38
aktivasyon profilleri ile parallelik gostermektedir. PKA fosforilasyon bolgelerine
baktigimizda ise, T411A mutantinda bazal CREB fosforilasyonunun baskilanip TNF-a
muamelesi ile yabanil tip TNFR1’in TNF-o muamelesi sonucunda edindigi CREB
fosforilasyonunun iizerine ¢iktigini; T411D mutantinda ise bazal CREB
fosforilasyonunun arttigi  gozlenmektedir. Tirozin mutantlarinin aksine, PKA
mutantlarinin CREB fosforilasyon seviyesinde yol actig1 degisiklikler, p38 sonuglari ile
paralellik gdstermemektedir. Dolayisiyla T411D mutanti, p38 aracili degil, PKA aracilt
CREB fosforilasyonuna yol aciyor olabilir (Delghandi ve ark., 2005). TNFR1’in PKA
aktivasyonunda rol oynayabilecegi bilindigi ic¢in, bu mutantin TNF-a aracii PKA

aktivasyonunda artisa yol a¢ip agmadig1, daha sonraki ¢calismalarda sorgulanabilir.

TNFR1 post-translasyonel modifikasyonlarinin Stat3 ile iliskisini, Stat3’tin Y705
fosforilasyonu, TNFR1 sinyal komplekslerinde Stat3 bulunusu ve Stat3 DNA baglanma
etkinligi acisindan inceledik. Ilging bir sekilde, Stat3 DNA baglanma etkinliginin
T411D/T417D mutant: haricindeki biitiin mutantlarimizda arttigini1 goézlemledik. TNFR1
sinyal kompleksinde Stat3 bulunusu ise, Y360A, Y360A/Y401A, Y401D,
Y360D/Y401D ve T411D mutantlarinda yabanil tip TNFR1’e gore daha yiiksek; diger
mutantlarimizda ise daha diisiik bulundu. Y360A, T411A, T411A/T417A, T417D ve
T411D/T417D mutantlarinda TNF-a muamelesi sinyal kompleksinde Stat3 bulunusunu
kuvvetlendirmisken; Y401A, Y360A/Y401A, Y401D, Y360D/Y401D, T417A ve
T411D mutantlarinda zayiflatmistt. Y360A ve Y360D/Y401D mutanti disindaki
mutantlarda, TNF-o muamelesi ile Stat3’iin TNFR1 sinyalzomunda bulunusunun

artmas1 ya da azalmasi, Stat3’iin DNA baglanma etkinligindeki artis ya da azaligla
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benzer gozlemlendi. Stat3 tirozin fosforilasyonu ise, Y360A mutantinda TNF-a
muamelesinden etkilenmezken, yabanil tip TNFR1, Y401A, T417A, T411D, T417D ve
T411D/T417D reseptorlerini eksprese eden hiicrelerde TNF-oo muamelesi sonucunda
artmis; Y360A/Y401A, Y360D, Y401D, Y360D/Y401D, T411A, T411A/T417A
mutantlarinda ise TNF-a muamelesi sonucunda azalmigti. TNFR1 mutantlarinin bazal
kosullardaki Stat3 baglanma etkinliklerine baktigimizda, Y360A/Y401A, Y401D,
Y360D/Y401D ve T411D mutantlarinda oldukca yiiksek; Y360D, T411A ve T417A
mutantlarinda ise diisiik oldugunu belirledik. Stat3’tin TNFRI1’e kuvvetli baglandigi
mutantlarda Stat3’tin DNA’ya baglanma etkinligi yabanil tip TNFRI1’e gore daha
kuvvetli bulunmugsken, Stat3 Y705 fosforilasyonunda artis gdzlenmemistir. Bunun
nedeni, TNFR1 sinyal iletim kompleksinde bulunan SHP-1 ve SHP-2 gibi fosfatazlar ya
da Stat3’iin S727 fosforilasyonu olabilir (Wakahara ve ark., 2012). Nitekim, TNFR1
yolag ile aktive olan JNK (Zhang ve ark., 2001), ERK(Sakaguchi ve ark., 2012), p38
(Riebe ve ark., 2011) ve mTOR gibi (Yokogami ve ark., 2000) bir¢ok farkli S/T kinazin
S727 fosforilasyonuna neden olabildigi gosterilmistir. Calistigimiz orneklerde, Stat3
Y705 fosforilasyon oranlartyla Stat3’iin DNA’ya baglanma etkinli§inin orantili
olmamasi; Stat3 S727 fosforilasyonunun, Stat3’iin tirozin fosforilasyonunu engelledigi
halde, niikleer lokalizasyonunu ve DNA baglanma etkinliini engellememesinden
(Hazan-Halevy ve ark., 2010; Wen and Darnell, 1997) ve Stat3’iin fosforile olmadan da
DNA’ya baglanabilmesinden (Timofeeva ve ark., 2012; Yang ve ark.,, 2007)

kaynaklantyor olabilir.

TNF-a aracili TNFR1 sinyal iletiminin énemli fizyolojik etkilerinden biri de
IRS-1’in insiilin indiiklii tirozin fosforilasyonunu engelleyerek yol actig1 insiilin
direncliligidir (Liang ve ark., 2008). Bu nedenle, TNFR1 mutantlarinin TNF-a aracili
insiilin direngliligine olan etkilerini belirleyebilmek i¢in, yabanil tip ya da mutant
TNFR1 plazmidleri ile transfekte edilmis hiicreleri, TNF-a muamelesi olmadan ya da 8
saat 10ng/ml TNF-o muamelesinden sonra 5 dakika 100ng/ml insiilin ile muamele edip;
bu hiicrelerden topladigimiz lizatlarda IRS-1 tirozin fosforilasyon seviyelerini inceledik.
TNFR1 Y360A mutantinda IRS-1 tirozin fosforilasyon seviyesi yabanil tip TNFR1 ile
esitken, Y401A ve Y360A/Y401A mutantlarinda IRS-1 tirozin fosforilasyonunun
artmig, Y360D, Y401D mutantlarinda azalmis, Y360D/Y401D mutantinda ise neredeyse
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tamamen yok olmus oldugunu gozlemledik. TNFRI1 tirozin fosforilasyonu, IRS-1 tirozin
fosforilasyonunu negatif yonde etkiliyor goriinmektedir. Y401A mutantinda artmis
gordiigimiiz IRS-1 tirozin fosforilasyonu, 2011 yilinda yayinlanan bir calismada
bahsedilen fakat verisi gdsterilmemis olan Y401F mutasyonuna ugratilmis TNFR1’in,
yabanil tip TNFR1’e gore azalmis SOCS-3 baglama kapasitesi ile uyumludur (Guan ve
ark., 2011). Nitekim SOCS-3’iin, IRS-1 tirozin fosforilasyonunu engellemek yoniindeki
fonksiyonu bilinmektedir (Shi ve ark., 2004). TNFR1 PKA mutantlarini inceledigimizde
ise, T411D ve T417D mutantlarinda azalmig, T417A mutantinda bazal kosullarda
artmig, T411A/T417A mutantinda ise TNF-a muamelesi sonrasinda artmig IRS-1 tirozin
fosforilasyonu gozlemledik. Her ne kadar TNFR1’in T417D mutantt TNFRI tirozin
fosforilasyonunu negatif, T417A mutant1 ise pozitif yonde etkiliyor olsa da, T417D
mutantinda azalmig, T417A mutantinda ise artmis IRS-1 tirozin fosforilasyonu
gozlemliyoruz. Ote yandan, T417A mutantinda azalmis, T417D mutantinda ise artmis
gozledigimiz p38 fosforilasyonu,bu mutantlarin IRS-1 tirozin fosforilasyonu tizerindeki
etkilerini agiklayabilir. Ote yandan, Y360A mutantinda p38, Akt, INK ve ERK yolaklart
bazal kosullarda yabanil tip TNFR1’e nazaran daha aktif oldugu halde, Y360A
mutantinin IRS-1 tirozin fosforilasyonunu engellemek yoniinde bir etkisi oldugunu
gozlemlemedik. Bu bekledigimiz bir sonu¢ olmasa da (Lee ve ark., 2003; Ozes ve ark.,
2001), Y360A mutantinin transfekte edildigi hiicrelerde, TNF-a muamelesinin p38 ve
Akt aktivasyonundan ziyade, bazal kosullara nazaran baskilanmasi, IRS-1 tirozin

fosforilasyonunda baskilanma gérmememizi agiklayabilir.

TNFR1’in en 6nemli sinyal iletim yollarindan biri olan NF-kB indiiksiiyonu,
bazal kosullarda TNFR1 asir1 ekspresyonundan pozitif etkilenmekte, TNF-o muamelesi
sonucunda ise bos plazmidle transfekte edilmis ve TNFR1 vektorii ile transfekte edilmis
293T hiicrelerindeki NF-kB aktivasyon seviyeleri arasindaki fark kaybolmaktadir. Ote
yandan TNFRI1 asir1 ekspresyonu, kaspaz 3 ve kaspaz 8 aktivasyonuna sebep olmakta,
hiicre sagkaliminda diisiise yol agmakta (MTT sonucu) ve TNF-o muamelesi sonucu
hiicre sag kalimi daha da diigmektedir. Dolayisiyla, 10ng/ml TNF-o muamelesi
sonucunda indiiklenen NF-kB miktarmin hiicredeki TNFRI1 miktarindan bagimsiz
oldugu, TNFRI agir1 ekspresyonu yapan hiicrelerin TNF-a aracilt 6liime daha duyarl

oldugu goriilmektedir. Literatiirde mevcut ¢alismalarda, TNFR1 aracili Kompleks-2a
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olusumunun indiiklenmesi i¢in aktinomisin D ya da siklohekzimid gibi ajanlar veya
RIP1 deplesyonu; TNFR1 aracili Kompleks-2b olusumunun indiiklenmesi ig¢in
clAP1/2’yi ortadan kaldiran SMAC mimetikleri, ya da TAK1 inhibisyonu; nekreptozun
indiiklenmesi i¢inse Kompleks-2b olusumunu saglayan kosullarin yani sira pan-kaspaz
inhibitorleri kullanilmistir (Conrad ve ark., 2016). Bizse ¢alismamizda TNFRI1 post-
translasyonel modifikasyonlarinin etkisini incelerken fizyolojik kosullar1 etkilememeye
gayret sarf ettigimiz i¢in, kaspaz aktivasyon deneylerimizde ya da hiicre proliferasyon
deneylerinde TNF-o haricinde herhangi bir ajan kullanmadik. Bu nedenle, 24 saat
10ng/ml TNF-a muamelesi ile ¢ok dramatik bir kaspaz aktivasyonu gozlemlemedik.
Yabanil tip ya da mutant TNFRI agir1 ekspresyonu gerceklestirilmeyen 293T
hiicrelerinde, TNF-a’nin olusturdugu kaspaz aktivasyonununsa, muhtemelen yine TNF-
a araciligiyla aktivasyonu gerceklestirilen proliferatif yolaklarla dengelenerek, hiicre

sagkaliminda anlamli bir degisiklige yol agmadigini belirledik.

TNFR1 aracilt NF-xB aktivasyonunu, promotorunda NF-kB baglanma bolgesi
bulunan lusiferaz reporter plazmidler araciligiyla degerlendirdik. Transfeksiyonu
gerceklestirilen plazmidlerle beraber transfekte ettigimiz NF-luc plazmidi sayesinde,
hiicreler, NF-kB aktivasyon seviyesi ile dogru orantili lusiferaz aktivitesi kazanirlar. NF-
kB aktivasyonunun IkB degredasyonu gibi baslangic asamalarindan ziyade, final
asamasini, yani gen indiikleme kapasitesini incelememizin amaglarimiza daha uygun
oldugunu diisiindiik. TNFR1 tirozin mutantlarinin NF-xB’yi aktive etme potansiyellerini
degerlendirdigimizde, Y401A disindaki biitiin mutantlarin bazal NF-kB aktivitesini
kaybettigini, Y401A’daki bazal NF-kB aktivasyonunun ise yabanil tip TNFR1’den
diistik, fakat bos plazmidle transfekte edilmis hiicrelerden yiiksek oldugunu belirledik.
TNF-a indikli NF-kB aktivitesi, Y360A, Y360A/Y401A, Y360D ve Y401D
mutantlarinda yabanil tip TNFR1’e gore istatistiksel anlamlilik derecesinde diisiik
bulundu. Ozellikle Y360D ve Y401D mutantlarinda TNF-o. indiiklii NF-kB aktivitesi
yar1 yartya diismiisti. Y401A mutantinda TNF-a indiiklii NF-xB aktivitesi yabanil tip
TNFR1’e gore yiiksek goriinse de, bu sonu¢ anlamli bulunmadi. Kaspaz aktivasyonu ise,
Y360D mutantinda bazal durumda yabanil tip TNFR1 ile benzerlik gosterse de, biitiin
mutantlarin TNF-o-indiiklii kaspaz 8 ve kaspaz 3 aktivasyon seviyeleri yabanil tip

TNFR1’e gore diisik bulunmustur. Hiicre sag kalimi ise, disaridan TNF-a
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verilmediginde Y401A mutantinda yabanil tipe gore farklilik gdstermezken, Y401D
mutantinda anlamli  sekilde azalmisti. Y360A, Y360A/Y401A, Y360D ve
Y360D/Y401D mutantlarinda ise, TNF-o muamelesi yapilmadan gozlenen hiicre
sagkalimi, yabanil tip TNFR1’den yiiksek gozlenmistir. 24 saat TNF-o muamelesinin
sonrasinda, Y360A ve Y401A eksprese eden hiicrelerin sag kalimi1 yabanil tip TNFRI1
ile transfekte hiicrelerle benzer seviyede; Y401D eksprese eden hiicrelerin sag kalimi
yabanil tip TNFRI ile transfekte hiicrelerden diisiik; Y360A/Y401A, Y360D ve
Y360D/Y401D transfekte hiicrelerin sag kalimi ise yabanil tip TNFRI1 ile transfekte
edilmis hiicrelerden yiiksek bulunmustur. Hiicre sag kalimin1 hem TNF-o muamelesi
sonucunda hem de TNF-a muamelesi yapilmaksizin ciddi bir sekilde azaltan Y401D
mutantinin, kaspaz aktivasyonunu, NF-kB aktivasyonunu ve JNK fosforilasyonunu en
diisiitk gosteren reseptdor formu olmast bu mutantin TNFR1 kompleksine TAKI’in
katilmasini ya da TAK1 aktivasyonunu engelliyor olabilecegini diisiindiirmektedir (Sekil
5.4a). TAKI1 aktivasyonunun engellenmesi durumunda TNF-o’'nin nekroptozu
indiiklemesinden dolayi, TAK1 aktivasyonunun engelleniyor olmasi durumu, bu
mutantta Akt ve ERK yolaklar1 yabanil tip TNFR1’e gore daha aktif oldugu ve kaspaz
aktivasyonu diisiik oldugu halde hiicre sag kaliminin azalmis olmasini da agiklayabilir.
Y401D mutanti, ayn1 zamanda Stat3’e de en kuvvetli baglanan mutantti. Stat protein
ailesinin bir diger iiyesi Statl’in, TNFRI sinyal iletim kompleksinde TNFRI1 ve
TRADD’a baglanip, TRADD’mm RIP1 ve FADD ile etkilesimini engelledigi
gosterilmistir (Wang ve ark., 2000). Stat3’iin de TNFRI1 sinyal iletim kompleksinde
Statl ile benzer fonksiyon goérmesi, Y401D mutantinda gordiiglimiiz durumu
aciklayabilir. Y401D mutantina kuvvetli bir sekilde baglanan Stat3, TRADD-RIPI
baglantisin1 engelleyerek Kompleks 1’in, TRADD-FADD baglantisin1 engelleyerek
Kompleks 2a’nin kurulmasini onliiyor; bu sayede de azalmis kaspaz aktivasyonu ve

azalmig NF-«xB indiiksiiyonu gdzleniyor olabilir (Sekil 5.5).
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Sekil 5.4: TNFR1 tirozin fosforilasyonu, TAK1 aktivasyonunu engelliyor olabilir.
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Sekil 5.5: TNFR1 kompleksine Stat3’{in baglanmasi, TRADD baglanmasini engelliyor olabilir.

PKA bolge mutantlarina baktigimizda, bazal kosullarda T411A/T417A ve
T411D mutantlarinin NF-kB indiiksliyon kapasitesi yabanil tip TNFR1’den farkli
degilken; T411A mutantinda artmig; T417A, T417D ve T411D/T417D mutantlarinda
azalmis oldugunu goézlemliyoruz. TNF-a muamelesinden sonra ise, T417A ve T417D
mutantlarinin NF-xB indiiksliyon seviyesi yabanil tipten diisiikken, T411A mutantinin
NF-«B indiiksiiyon seviyesinin yabanil tipe gore artmis oldugunu goriiyoruz. Kaspaz3
ve Kaspaz8 aktivasyon seviyeleri, T411A/T417A, T411D, T417D ve T411D/T417D
mutantlarinda azalmisken; hiicre sagkalimi T411D/T417D mutant1 haricindeki biitiin
PKA bolge mutantlarinda yabanil tip TNFR1’e gore yiiksek bulunmustur. 24 saat TNF-a
muamelesinden sonra ise, hiicre sagkalimi T411A/T417A, T411D ve T417D transfekte

hiicrelerde yabanil tip TNFR1 ile transfekte hiicrelere nazaran daha yliksek gézlenmistir.

TNFRI’in tirozin fosforilasyonu ve PKA tarafindan fosforilasyonunun TNFR1
sinyal kompleksine etkilerini incelerken, His-probe antikoru ya da TNFR1 antikoru ile

indirdigimiz Orneklerde TRADD ve RIP1 isaretlemesi de gergeklestirdik; fakat
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degerlendirilebilecek bir bantlama paterni gozlemlemedik. Daha 6nce HEK293
hiicrelerinde, TNFR1 ile beraber TRADD ve RIP1 transfeksiyonu yapilmadig: takdirde
TNFR1-RIP ve TNFRI1-TRADD baglantis1 gosterilememis, her ii¢ protein birden
transfekte edildiginde gosterilebilmistir (Hsu ve ark., 1996a). Bu ¢alismanin disinda da,
RIP1 ve TRADD’ 1 ektopik ekspresyonu saglatiilmadan HEK293 ve 293T hiicrelerinde
TNFR1-TRADD ya da TNFR1-RIP baglantisint gosterebilen herhangi bir yayin yoktur.
Biz de, hiicre lizatinda hatir1 sayilir miktarda RIP1 ve TRADD go6zlemledigimiz halde,
TNFR1 proteinlerine baglanmay1 yeterince etkin bulmadik. Bunun nedeni, TRADD,
RIP1 ve TNFRI1’1 igeren Kompleks 1’in TritonX-100-insoluble lipid raftlarda olusmast
(Legler ve ark., 2003) olabilir. TNFR1’in TRADD ve RIP1 ile baglantis1 lipid-raftlarla
kisitli olmakla beraber, plazma membranindaki TNFR1 tamamen farkli bir kompleks
kuruyor gibi goriinmektedir. Bu tez calismasit sonucunda, plazma membran sinyal

kompleksinde JAK2, PKA, Stat3, p85 ve Grb2’nin bulundugunu belirlemis olduk.
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6. SONUC ve ONERILER

TNFR1, JAK2 ile TNF-o olmayan ortamda da baglanabilmekte, TNF-a
muamelesi sonrasinda iki protein arasinda kuvvetlenen fiziksel etkilesim,
TNFR1’in tirozin fosforilasyonu ile sonuglanmaktadir

TNFR1, TNF-a bagimh bir sekilde PKA ile fiziksel etkilesime girmekte ve bu
durum TNFR1’in PKA tarafindan fosforilasyonuna neden olmaktadir.

TNFR1’in PKA tarafinfan fosforilasyonu, TNFR1’in tirozin fosforilasyonunu
baskilamaktadir.

TNFR1 Y360 ve Y401 aminoasitlerindeki degisiklikler, TNFR1 degredasyonuna
yol agmaktadir.

TNFRI’in Y401’den tirozin fosforilasyonu Grb2 baglantisini ve ERK
aktivasyonunu kuvvetlendirmekte, Y360’dan fosforilasyonu ise tam tersi etki
yapmaktadir. TNFR1’in T417’den fosforilasyonu, ERK aktivasyonunu hafif bir
sekilde baskilamaktadir.

TNFRI’in Y360 ve Y401’den fosforilasyonu p85 baglantisi ve Akt
aktivasyonunu arttirmaktadir. TNFR1’in  T417°den fosforilasyonu p85
baglanmas1 ve Akt aktivasyonunu etkilemese de; T417 fosforilasyonunun
engellenmesi Akt aktivasyonunda artisa yol agmaktadir.

TNFR1’in Y360A, Y360D/Y401D, T417D ve T411D/T417D mutantlarinda
TNF-a muamelesi olmayan ortamda artmis gozlenen p38 aktivasyonu; TNF-a
muamelesi ile normal seviyelere ¢ekilmistir.

JNK aktivasyonu, Y360A ve T417D mutantlarinda yiiksek gozlenmistir.

Stat3 tirozin fosforilasyonu, T401A mutantinda TNF-o. muamelesi yapilan;
Y401D mutantinda ise TNF-a muamelesi yapilmayan kosullarda yiiksek
gozlenmistir. ' Y401D mutantinda TNF-o muamelesi, Stat3 tirozin
defosforilasyonuna yol a¢cmis goriinmektedir. Bu gozlem, Stat3’iin Y401D
mutantina TNF-a muamelesi yapilmayan ortamda kuvvetli bir sekilde
baglanmasi, TNF-o muamelesi yapildiginda ise ayrilmasi ile uyumludur. TNF-a
bagli olmayan reseptoriin Y401’den fosforilasyonu Stat3 baglanmasi igin bir

zemin olustururken, ligandin reseptore baglanmasi ile degisen konformasyon, bu
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bolgeye SH2 bolgesi igeren bir fosfatazin baglanmasi i¢in zemin olusturuyor
olabilir.

IRS-1 tirozin fosforilasyonu, TNFRI1 tirozin fosforilasyonundan da, PKA
fosforilasyonundan da negatif etkilenmektedir.

TNFR1’in PKA fosforilasyonunun CREB aktivasyonu ve IRS-1 tirozin
fosforilasyonu {izerine olan etkileri, PKA fosforilasyonunun tek fonksiyonunun
tirozin fosforilasyonunu baskilamak olmadigini diisindiirmektedir.

TNF-a muamelesi olmayan bazal kosullarda NF-kB indiiksiiyonu, biitlin tirozin
mutantlarinda baskilanmistir. Sadece Y401 A mutantinda mock transfekte 293T
hiicrelerinden yiiksek bazal NF-kB indiiksiiyonu goriiyor olmamiz, TNFRI
vektorlerinin bu modifikasyonlar sonucunda degradasyonu ile paralel olabilir.
Benzer bir sekilde, biitlin tirozin mutantlar1 kaspaz aktivasyon kapasitlerinde
azalma gostermistir.

Hiicre sagkalimi, Y401D mutantin1 eksprese eden hiicrelerde bariz bir sekilde
azalmig, T411D ve T417D mutantlarin1 eksprese eden hiicrelerde ise artmustir.
Kaspaz-3 ve Kaspaz-8 aktivasyonu, T411D ve T417D mutantlarinda azalmistir.
TNFRI’in hiicre disina salinimi, TNFR1’in PKA fosforilasyon mutantlarinda
azalmakta, Y401D mutantinda ise artmaktadir.

TNFR1 fosforilasyonlarinin TNF-a aracili sinyal iletiminde olusturdugu farkl
etkilerden dolayr, TNFR1 sinyal kompleksinin igerisindeki fosfatazlarin
arastirtlmast  TNF-o sinyal iletiminin tam olarak aydinlatilmasinda fayda
saglayacaktir.

TNFR1 modifikasyonlarinin lipid raft’larda yerlesik TNFR1 kompleksini nasil
etkilediginin aragtirilmasi, TNFR1 aracili NF-xB aktivasyonu, apoptosis ve
nekroptosis  sinyallesmesinin ~ TNFR1  fosforilasyonlarindan  etkilenip

etkilenmediginin anlagilmasinda fayda saglayabilir.
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