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ÖZET 

Amaç: TNF-α, birçok farklı etki gösteren bir sitokin olup, etkilerinin çoğunu TNFR1 
sayesinde sağlamaktadır. TNF-α aracılı NF-κB aktivasyonu, kaspaz aktivasyonu ve 
nekroptoz indüksüyonu üzerinde pek çok çalışma yapılmış olduğu halde TNFR1 aracılı 
ERK, Akt ve Stat3 aktivasyonları henüz tam olarak aydınlatılmamıştır. TNFR1’in c-Src 
ve JAK2 gibi tirozin kinazlara bağlandığı bilinmekte fakat tirozin fosforilasyonu 
hakkında bir veri bulunmamaktadır. Tez çalışmamızda, TNFR1-JAK2 arasındaki 
ilişkinin TNFR1 tirozin fosforilasyonuna yol açıp açmadığını, eğer TNFR1 tirozin 
fosforilasyonuna uğruyorsa bunun TNF-α aracılı ERK, Akt, p38, JNK, Stat3 ve CREB 
aktivasyonlarını nasıl etkilediğini belirlemeyi amaçladık. 
Yöntem: TNFR1’in JAK2 ve PKA tarafından fosforile edildiği in vitro kinaz reaksiyonu 
ile gösterildikten sonra, potansiyel JAK2 ve PKA fosforilasyon motifleri site directed 
mutagenesis ile A ve D aminoasitlerine dönüştürüldü. Bu mutantların ERK, p38, JNK, 
Akt, Stat3, CREB, IRS-1 aktivasyon fosforilasyonlarına etkileri western blot ile; Grb2, 
p85, Stat3 bağlanmasına olan etkileri co-immunopresipitasyonla; NF-κB aktivasyonuna 
etkileri NF-Luc lusiferaz reporter sistemi ile, apoptotik sürece etkisi kolorimetrik kaspaz 
aktivasyon ölçümü ile, hücre sağkalımına etkisi MTT ve TNFR1 salınımına etkisi 
ELISA ile belirlendi.  
Bulgular: TNFR1, JAK2 ve PKA tarafından fosforile edilmekte, PKA fosforilasyonu 
JAK2 aracılı tirozin fosforilasyonunu baskılamaktadır. TNFR1’in Y401’den tirozin 
fosforilasyonu TNFR1 sinyalzomunda Grb2, p85 ve Stat3 bağlantısını 
kuvvetlendirmekte; ERK ve Akt aktivasyon fosforilasyonlarını arttırmakta, Stat3’ün ise 
DNA bağlanmasını kuvvetlendirmektedir. TNFR1’in Y360 noktasından fosforilasyonu, 
CREB ve Stat3 fosforilasyonunu arttırmakta, Y360A mutantı ise JNK ve p38 
aktivasyonuna yol açmaktadır. Y401D mutantı ile transfekte hücrelerde, kaspaz 
aktivasyonu, NF-κB indüksüyon kapasitesi ve hücre sağkalımı düşük bulunmuştur. IRS-
1 tirozin fosforilasyonu, TNFR1’in tirozin fosforilasyonundan da, PKA tarafından 
fosforilasyonundan da negatif etkilenmektedir.    
Sonuç: TNFR1, PKA ve JAK2 tarafından fosforile edilmekte; PKA fosforilasyonu 
tirozin fosforilasyonunu baskılayıcı etki göstermektedir. TNFR1 fosforilasyonları, TNF-
α aracılı ERK, Akt, Stat3, p38, JNK, CREB aktivasyonları ve IRS-1 tirozin 
fosforilasyonunu farklı şekillerde düzenlemektedir.  
Anahtar Kelimeler: TNF-α, TNFR1, JAK2, PKA  
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ABSTRACT 

Objective: TNF-α, which is a pleiotropic cytokine, exerts most of its effects through its 
receptor TNFR1. Although there are numerous studies on TNF-α-mediated inductions of 
NF-κB pathway, apoptosis and necroptosis; the mechanisms of TNFR1-mediated ERK, 
Akt and Stat3 activation pathways have not clearly been described yet. TNFR1 is known 
to interact with tyrosine kinases c-Src and JAK2, however, whether TNFR1 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-α 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-κB 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-κB 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 TNFR1.  
Conclusion: TNFR1 is phosphorylated by both JAK2 and PKA, and PKA 
phosphorylation attenuates TNFR1 tyrosine phosphorylation. TNFR1 phosphorylations 
differentially regulate TNF-α mediated ERK, Akt, Stat3, p38, JNK and CREB 
activations, as well as IRS-1 tyrosine phosphorylation.  
Key words: TNF-α, TNFR1, JAK2, PKA  
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1. GİRİŞ 

TNF-α, birçok farklı sinyal iletim mekanizmasını uyarabilen bir sitokin olup, etkilerinin 

çoğunu ölüm bölgesi barındıran reseptörü TNFR1 aracılığıyla gösterir. TNFR1’in ölüm 

bölgesi, TRADD  ve RIP gibi ölüm bölgesi (DD) ya da ölüm efektör bölgesi (DED) 

barındıran proteinler için bağlanma bölgesi sağlamakta, bu sayede TNF-α aracılı NF-κB 

aktivasyonu, apoptosis ve nekroptosis indüksüyonu gerçekleşebilmektedir. Öte yandan, 

TNF-α, yine TNFR1 aracılığıyla ERK, Akt, Stat3 ve CREB yolaklarının da 

aktivasyonuna yol açmaktadır. TNFR1’in JAK2 ve c-Src tirozin kinazlarla fiziksel 

etkileşimi gösterilmiş, fakat bu tirozin kinazların TNFR1 üzerinde tirozin 

fosforilasyonuna yol açıp açmadığı aydınlatılmamıştır. TNFR1’in bu tirozin kinazlar 

tarafından fosforilasyonu, SH2 bölgesi barındıran Grb2 ve Stat3 gibi proteinler için 

bağlanma bölgesi oluşturarak Stat3, ERK ve Akt yolakların aktivasyonuna aracılık 

ediyor olabilir. Nitekim, TNFR1 DD’si üzerinde, YxxV/L motifine uyan iki adet 

potansiyel JAK2 fosforilasyon motifi bulunmaktadır. Bu nedenle, tez çalışmamızda 

JAK2 ve TNFR1’in bağlantısını tekrar gösterdikten sonra, JAK2’nin TNFR1’i tirozin 

fosforile edip etmediğini sorguladık. TNFR1 tirozin fosforilasyonunu gösterdikten 

sonra, TNFR1 tirozin fosforilasyon motiflerinde yer alan tirozin amino asitlerinin 

kodonunu  hedeflendirilmiş mutasyonla fosforilasyonu taklit edeceğini düşündüğümüz 

aspartik asit (D) ve fosforilasyonu engelleyeceğini düşündüğümüz alanin(A) 

aminoasitlerinin kodonuna çevirip, TNFR1 sinyal iletiminin bu modifikasyonlardan 

nasıl etkilendiğini inceledik.  

TNFR1 DD üzerinde tirozin fosforilasyon motiflerini ararken, yine DD üzerinde iki adet 

potansiyel PKA fosforilasyon motifi (RxxS/T) bulunduğunu tespit ettik. Bu motiflerde 

yer alan Threonin amino asitinin PKA tarafından fosforile edilmesinin, TNFR1 tirozin 

fosforilasyonu üzerinde düzenleyici bir rolü olabileceğini öngördük. Bu hipotezimizi test 

etmek adına, TNFR1 ve PKA arasındaki fiziksel etkileşimi ve TNFR1’in PKA 

tarafından fosforilasyona uğratılıp uğratılmadığını inceledik. Bunun ardından, potansiyel 

PKA fosforilasyon motiflerinin fosforilasyonu taklit edeceğini düşündüğümüz aspartik 

asit ve fosforilasyonu engelleyeceğini düşündüğümüz alanin aminoasitleri ile 

değiştirilmesinin TNFR1 sinyal iletimini nasıl etkilediğini inceledik.   
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1 Tümör Nekroz Faktörü (TNF) 

1868 yılında, P. Bruns’un erisipel bakterisi enfeksiyonu sonucunda insan tümörlerinin 

gerilemeye (regresyona) uğradığına dair gözlemi, bakteriyel enfeksiyonlar sonucu aktive 

olan bir serum proteininin anti-tümöral etki gösterebileceğine dair ilk ipucu olarak kabul 

görmüştür (Bruns, 1868). 1891 yılında, esasen bir cerrah olan Coley,  Streptococcus 

erysipelas özütü ile cerrahinin mümkün olmadığı sarkoma hastalarını tedavi etmiş 

(Coley, 1891), ilerleyen yıllarda ise Streptococcus erysipelas ve Bacillus prodigiosus 

özütlerini karıştırarak, “Coley toksini”ni elde etmiştir (Coley, 1910). Bu çalışmalarda, 

insanların tümör bölgesine bakteriyel özüt enjeksiyonunu takiben hastalarının ateşinin 

yükseldiği tespit edilmiş ve bu ateş yükselişinin ardından tümörün gerilemeye girdiği 

belirlenmiştir.   

Coley toksininin tümör gerilemesini sağlamasında rol oynayan molekülü belirlemek 

isteyen Shear ve arkadaşları, fare modelinde yaptıkları çalışmayla, bu molekülün 

lipopolisakkarid (LPS) olduğunu belirlemişlerdir (Shear ve ark., 1943). Algire ve 

arkadaşları ise, LPS’in sistemik hipotansiyona yol açarak tümör damarlanmasını 

bozduğunu ve tümörlerin besinsiz kalarak öldüğünü saptamışlardır (Algire ve ark., 

1952). İlk zamanlarda LPS’in bu etkisinin direkt olduğu düşünülmesine  rağmen, 

1962’de O’Malley ve arkadaşları, bu etkinin LPS tarafından indüklenen bir serum 

proteini tarafından oluşturulduğunu göstermişler (O'Malley ve ark., 1962) ve 1975 

yılında bu protein Carswell tarafından tümör nekröz faktörü (TNF) olarak 

isimlendirilmiştir (Carswell ve ark., 1975).  

1975 yılında isimlendirilmesine rağmen TNF proteinleri TNF-α ve lenfotoksin’in (TNF-

β) izolasyonu ve klonlanması 10 yıl sonraya tarihlenir (Aggarwal ve ark., 1985b; 

Aggarwal ve ark., 1984). Aynı zamanda bu tarih, TNF-α ve kaşektin’in, yani 

makrofajlardan sentezlenip kanser ilişkili kilo kaybına (kaşeksi) yol açan proteinin aynı 

molekül olduğunun fark edildiği tarihtir (Beutler ve ark., 1985). Yine 1985 yılında, 

TNF-α’nın hücre öldürücü etkisinin, hücre yüzeyindeki bazı reseptörlerce sağlandığı 

(Baglioni ve ark., 1985; Niitsu ve ark., 1985) ve bu reseptörlerin ekspresyonlarının 
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interferon-γ tarafından indüklendiği anlaşılmıştır (Aggarwal ve ark., 1985a). 1990 

yılında, TNF-α’nın aslında 55kD ve 75kD büyüklerinde iki farklı reseptöre bağlandığı 

(Brockhaus ve ark., 1990) ve sitotoksik etkinin 55-60 kD’lik reseptör (TNF-R1) ile 

sağlandığı (Thoma ve ark., 1990) belirlenmiş, ardından bu reseptör klonlanmıştır (Gray 

ve ark., 1990). Ertesi sene, TNFR1 kodlayan TNFRSF1A geninin 12p13’de, TNFR2 

kodlayan TNFRSF1B geninin ise 1p36’da  yerleştiği (Baker ve ark., 1991), TNFR1 

sitotoksik sinyaller için esas reseptörken, TNFR2’nin TNF-α aracılı timosit 

proliferasyonunda ana rolü oynadığı açığa çıkmıştır (Tartaglia ve ark., 1991). 

TNF-α geni, 6p21.3 kromozomal bölgesinde yerleşik olup, 4 ekzon ve 3 introndan 

oluşur (Nedwin ve ark., 1985). Bu genin ekspresyonu, pankreas, iskelet kası, serviks, 

overler ve serebral korteks dışındaki bütün dokularda aktiftir (Uhlen ve ark., 2015). 

TNF-α polipeptidi, ilk olarak 233 aminoasit uzunluğunda pro-protein olarak sentezlenir 

ve ilk 76 aminoasidi sinyal peptididir (Wang ve ark., 1985). Sinyal peptidinin 

uzaklaştırılmasıyla elde edilen olgun TNF-α, 26kDa büyüklüğünde bir tip 2 

transmembran proteinidir (Kriegler ve ark., 1988). Bu protein, transmembran haliyle etki 

gösterebildiği gibi, bir matrix metalloproteinaz olan TACE (TNF-alpha converting 

enzyme) tarafından alanin ve valin aminoasitleri arasından kırpılıp 17kD’lik çözünebilir 

formu (sTNF) da oluşabilir (Black ve ark., 1997; Itai ve ark., 2001; Merlos-Suarez ve 

ark., 1998). TACE kesimi sonucunda hücre içerisinde kalan yaklaşık 10kDa’lık sitozolik 

TNF-α kısmının ise nükleusa giderek interlökin-1beta (IL-1β) geninin ekspresyonunda 

rol oynadığı belirlenmiştir (Domonkos ve ark., 2001). Transmembran TNF (tmTNF), 

reseptör ile bağlanmasının ardından, hücre içine sinyal gönderebilir (tersinir 

sinyalleşme/reverse signaling). TNF-α aracılı tersinir sinyalleşmenin ERK/MAPK 

(Kirchner ve ark., 2004) ve NF-κB yolaklarının aktivasyonunu sağlayabildiği (Zhang ve 

ark., 2008); bu durumunsa sempatik akzonların hedef innervasyonunda (Kisiswa ve ark., 

2013), monosit ve makrofajların lipopolisakkarid (LPS) dirençliliğinde (Eissner ve ark., 

2000; Kirchner ve ark., 2004) ve meme kanseri hücrelerinin büyümesinde  (Yu ve ark., 

2013) rol oynadığı belirlenmiştir.  

sTNF de, tmTNF de trimerizasyonla aktif hale gelir (Otsuka, 1975; Smith and Baglioni, 

1987) ve trimerizasyon sonrasında çan şeklinde bir yapı alır (Eck and Sprang, 1989). 
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Kendilerini eksprese eden hücrelerdeki fonksiyonlarının yanı sıra, TNF formlarının 

reseptör seçilimlerinde de farklılık söz konusudur. sTNF’in temel olarak TNFR1’i, 

tmTNF’in ise TNFR2’yi tercih ettiği bilinmektedir (Grell ve ark., 1995; Grell ve ark., 

1998b).  

2.2 TNF-α Reseptörleri 

TNF-α’nın bilinen iki reseptörü TNFR1 (p55) ve TNFR2 (p75) (Hohmann ve ark., 

1989), ligand seçilim tercihlerinin yanı sıra, eksprese edildikleri hücreler açısından da 

farklılık gösterirler. TNFR1, hemen hemen tüm hücre tiplerinde sentezlenirken, 

TNFR2’nin CD4+ ve CD8+ T hücreleri, mikroglionlar, oligodendrositler, timositler, 

kalp miyositleri ve mezenkimal kök hücrelerle kısıtlı ekspresyon gösterdiği 

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 reseptörünün ekspresyonu da, hem TNF’in kendisi, hem de interferonlar tarafından 

düzenlenmektedir (Pandita ve ark., 1992; Trefzer ve ark., 1993; Winzen ve ark., 1993). 

Bunun yanı sıra, TNF gibi TNFR1 ve TNFR2 de TACE aracılı kesime uğrayarak 

çözünür hale gelebilmektedir (Bjornberg ve ark., 1994; Solomon ve ark., 1999).  

TNF reseptör süperailesi üyeleri, ekstraselüler bölgelerindeki sisteince-zengin bölge 

açısından homoloji gösterirler (Smith ve ark., 1994). TNFR1 ve TNFR2 de, ekstraselüler 

bölgelerinde dörder adet sisteince zengin bölge (CRD) bulundurmaktadır (Chen ve ark., 

1995). 40’ar aminoasit uzunluğundaki sisteince zengin bölgeler, 6 sistein tekrarı ve 

bunlar arasında oluşan 3 disülfit bağı ile karakterizedir (Naismith and Sprang, 1998). 

TNFR1 ve TNFR2’nin ligand bağlanma bölgelerinin araştırıldığı delesyon 

çalışmalarında, TNFR1’in ekstraselüler bölgesindeki üçüncü, TNFR2’in ekstraselüler 

bölgesindeki dördüncü CRD’nin ligand bağlanmasında esas bölgeler olduğu 

belirlenmiştir (Chen ve ark., 1995). Ligand bağlama bölgelerindeki bu farklılık, 

TNFR1’in sTNF’e, TNFR2’nin ise mTNF’e daha yüksek afinite göstermesinin altında 

yatan neden olabilir. İlk CRD’nin ise, her iki reseptörde de, pre-ligand bağlanma bölgesi 

(Pre-ligand assembly domain / PLAD) olarak fonksiyon gösterdiği bilinmektedir (Chan 

ve ark., 2000).  
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TNFR1 ve TNFR2 ekstraselüler bölgelerinde yüksek homoloji gösterse de, sitoplazmik 

bölgelerinde önemli farklılıklar söz konusudur. Sitoplazmik bölgelerinin hayli farklı 

oluşu, TNFR1 ve TNFR2 arasındaki homolojiyi %28 olarak kısıtlamaktadır (MacEwan, 

2002). TNFR1, sitoplazmik bölgesinde nötral sphingomyelinaz (NSMase) aktivasyon 

bölgesi (Adam ve ark., 1996) ve ölüm bölgesi (death domain /DD) bulundurur (Tartaglia 

ve ark., 1993a). TNFR2 sitoplazmik bölgesindeyse, DD bulunmaz fakat TRAF 

bağlanma motifi bulunur (Grech ve ark., 2005). Sitoplazmik bölgelerindeki bu farklılık, 

TNFR1 ve TNFR2 sinyalleşmesinin birbirinden oldukça farklı olmasına yol açar.  

TNFR1, TNFα’nın etkilerini uyandıran esas reseptör olarak kabul edilirken, TNFR2’nin 

rolü hakkında zamana bağlı olarak farklı görüşler öne atılmıştır. En başlarda TNFR2’nin 

kendi kendine başlattığı bir sinyal iletim yolağının olmadığı ve etkisini TNFR1’e TNF-

α’yı iletmek (ligand passing) üzerinden sağladığı iddia edilmiştir (Tartaglia ve ark., 

1993b). Ancak, daha sonra, TNFR2 agonistik monoklonal antikorları ile yapılan 

çalışmalarda, TNFR2’nin de apoptosisi indükleyebildiği ve bunun için de FADD-

Kaspaz 8 yolağını kullandığı belirlenmiştir (Depuydt ve ark., 2005; Vandenabeele ve 

ark., 1995). Bunun yanı sıra, TNFR2, TRAF2 bağlama bölgeleri sayesinde NF-κB 

aktivasyonunu sağlayabildiği gibi (Rodriguez ve ark., 2011), NF-κB aktivasyonunu 

durdurmak için TRAF2 degredasyonunu sağlaması sayesinde de TNFR1 aracılı 

apoptosisi kuvvetlendirmektedir (Cabal-Hierro ve ark., 2014; Rodriguez ve ark., 2011). 

2.3 TNFR1, Yapısı ve Sinyal İletimi 

TNFR1, 12p13’de, 3’UTR bölgesi dahil olmak üzere 10 ekzona yayılmış olan 

TNFRSF1A geni tarafından kodlanmaktadır (Fuchs ve ark., 1992).   

TNF-α’nın reseptörüne bağlanması sonrasında (Aggarwal ve ark., 1986) reseptör-ligand 

kompleksinin önce hücre içine internalize olduğu, ardından  hücreyi “litik” faza soktuğu 

(Kull, 1988) 1990’lı yıllardan öncesinde de bilinse de; TNFR1 sinyal iletiminin 

fizyolojik etkileri hakkındaki ilk fikirlerimiz, TNFR1 yoksunu  (TNFR1 knock out) fare 

çalışmalarına dayanır. TNFR1 defektif farelerin, TNF-α’nın yol açtığı sistemik 

toksisiteden korunduğu, fakat Listeria monocytogenes enfeksiyonuna aşırı duyarlı hale 

geldiği 1993 yılında gösterilmiştir (Rothe ve ark., 1993). Takip eden yıllarda, TNFR1 

yoksunu farelerde lipopolisakkarid (LPS) toksisitesine (Rothe ve ark., 1994) ve LPS-
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aracılı deri ülserleşmesine (Amar ve ark., 1995) direnç oluştuğu, normal dalak 

morfolojisine sahip olmalarına rağmen süreğen IgG sentezinde ve germinal merkez 

gelişiminde bozulmaların gözlendiği (Le Hir ve ark., 1995), nöronal NF-κB 

sinyalleşmesinin baskılandığı (Yang ve ark., 2002), karaciğer gelişiminde gerilik olduğu 

(Wallenius ve ark., 2001), karaciğer Kuppfer hücrelerinin migrasyonunun ve 

dimetilnitrozamin indüklü karaciğer fibrozunun azaldığı (Kitamura ve ark., 2002), 

asetaminofen toksisitesi sonrasında karaciğer rejenerasyonunun arttığı (James ve ark., 

2005), amiloid beta plaklarının neden olduğu nöral hücre ölümüne direnç geliştiği (Li ve 

ark., 2004),  Legionella pneumophila nedenli mortalitede artış gözlendiği (Fujita ve ark., 

2008), Actinobacillus actinomycretemcomitans-aracılı periodontite duyarlılık oluştuğu 

(Garlet ve ark., 2007), karajenan indüklü havayolu inflamasyonunun tamamen ortadan 

kalktığı (Mazzon and Cuzzocrea, 2007; Mazzon ve ark., 2008), trakeal epitelyumdaki 

kirpiksi hücrelerin hareketinin azaldığı (Weiterer ve ark., 2014) deneysel otoimmün 

üveorenit’e karşı direnç geliştiği (Raveney ve ark., 2009), kortikal hücrelerin oksijen ve 

glukoz yoksunluğu nedenli nekroza dirençli hale geldiği (Badiola ve ark., 2009), 

artheroskleroz gelişiminin azaldığı (Xanthoulea ve ark., 2008), makrofajlardaki MAPK 

aktivasyonunun, NF-κB aktivasyonunun, iNos ve Cox2 ekspresyonunun azaldığı 

(Crisafulli ve ark., 2009), diyet indüklü obeziteye karşı direnç geliştiği (Romanatto ve 

ark., 2009), ağrı reseptörlerinde (nosiseptörler) duyarsızlık oluştuğu (Nadeau ve ark., 

2011) ve intrakraniyal anevrizma’ya direnç geliştiği (Aoki ve ark., 2014) belirlenmiştir. 

Bunların yanı sıra, TNFR1 yoksunu erkek hayvanlardaki mezenkimal kök hücrelerin 

iskemi sonrası myokardiyal rejenerasyon kapasitesinin arttığı, fakat dişi modellerde bu 

durumun söz konusu olmadığı da rapor edilmiştir (Zeller ve ark., 2009). Dolayısıyla, 

TNFR1 sinyal iletimi, sadece anti-tümöral özelliğiyle değil, başta mikrobiyal 

enfeksiyonlara dirençlilik olmak üzere  birçok farklı süreç üzerinde etki göstermektedir.  

Bugünkü bilgilerimizle TNF-α aracılı TNFR1 aktivasyonunun etkilerini, nötral 

sphingomyelinaz aktivasyonu, NF-κB aktivasyonu, apoptosis ve nekreptosis 

indüksüyonu, p38, JNK, Akt, ERK, Stat3 gibi yolakların aktivasyonu şeklinde 

özetleyebiliyoruz.  
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TNFR1, TNF bağlanması öncesinde, PLAD bölgesi sayesinde trimer yapıda bulunur. Bu 

esnada, TNFR1 sitoplazmik bölgesine bağlanan Silencer of Death Domain (SODD) 

proteini, ligand bağlı olmayan TNFR1’e sinyal partnerlerinin bağlanmasını, dolayısıyla 

hücre içi sinyal iletimini engeller (Jiang ve ark., 1999). TNFR1’de ligand bağlanmasına 

müteakip oluşan konformasyonel değişiklik, SODD’un ayrılmasını sağlar. Bu sayede, 

TNFR1, kendi sinyal partnerlerine bağlanabilir. TNF-α uyarımından yaklaşık 10 dakika 

sonra ise, SODD’un tekrar TNFR1 kompleksine gelerek, TNFR1 sinyal iletimini 

zayıflattığı gösterilmiştir (Jiang ve ark., 1999). Bu bilgiyi doğrulamak adına, SODD 

yoksunu modeller oluşturulduğunda, TNF-α aracılı NF-κB aktivasyonunun arttığı, TNF-

α aracılı apoptosi indüksüyonunun değişmediği, TNF aracılı JNK aktivasyonununsa 

azaldığı (Takada ve ark., 2003) belirlenmiştir. Bu çalışmadan iki ay sonra yayınlanan bir 

çalışmadaysa, SODD defektif farelerde TNF-α aracılı NF-κB, ERK ya da JNK sinyal 

iletiminin değişmediği rapor edilmiştir (Endres ve ark., 2003).     

2.3.1 TNFR1 aracılı Sphingomyelinaz Aktivasyonu 

TNFR1, endozomal-lizozomal asidik sphingomyelinazları (A-SMase) (Schutze ve ark., 

1992) ve membran bağlı nötral sphingomyelinazları (N-SMase) (Adam ve ark., 1996) 

aktive edebilir.  

TNFR1 aracılı A-SMase aktivasyonundan, TNFR1’in ölüm bölgesinin sorumlu olduğu, 

TNFR1 ölüm bölgesine bağlanan TRADD ve FADD aracılığıyla A-SMase 

aktivasyonunun gerçekleştiği bilinmektedir (Adam-Klages ve ark., 1998). A-SMase 

aktivasyonu ile seramid oluşumunun, TNFR1 aracılı NF-κB  aktivasyonu üzerinde 

pozitif bir etkisi olduğu (Schutze ve ark., 1992) gösterilmiş olup, kaspaz inhibitörlerinin 

varlığında TNFR1’in A-SMase aktivasyonunun engellendiği belirlenmiştir (Adam-

Klages ve ark., 1998). Her ne kadar en başlarda A-SMase aktivasyonu ile lizozomal 

kompartmanlarda oluşan seramid’in, TNFR1 aracılı JNK aktivasyonu için gerekli 

olduğu iddia edilmişse de (Adam-Klages ve ark., 1998), JNK aktivasyonu için herhangi 

bir SMase aktivasyonunun gerekli olmadığı sonradan kanıtlanmıştır (Adam ve ark., 

1998).  

TNFR1 aracılı N-SMase aktivasyonunda ise, ölüm bölgesinin değil, TNFR1 N-

terminaline daha yakın bir bölgenin, 309-319. aminoasitler arasının sorumlu olduğu 
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gösterilmiştir (Adam ve ark., 1996). FAN (Factor Associated with Neutral 

sphingomyelinase activation), bu bölgeye bağlanarak (Adam-Klages ve ark., 1996) N-

SMase aktivasyonunu, dolayısıyla sphingomyelin hidrolizini takiben plazma 

membranında seramid birikimini sağlar. Plazma membranında biriken seramid, TNFR1 

aracılı c-raf-1 aktivasyonunu sağlar (Belka ve ark., 1995) ve kaspaz aktivasyonunu 

kuvvetlendirir (Segui ve ark., 2001). TNFR1-FAN interaksiyonu, aynı zamanda, plazma 

membranına RACK1 proteininin çekilmesini de sağlar (Tcherkasowa ve ark., 2002), 

RACK1 ise, IKK kompleksinin TRAF2’ye bağlanmasını engelleyerek, TNF-α aracılı 

NF-κB aktivasyonunu baskılar (Yao ve ark., 2014). NF-κB aktivasyonunun 

baskılanması, TNFR1/N-SMase yolağının kaspaz aktivasyonunu kuvvetlendirmesinin 

altında yatan neden olabilir. TNFR1 aracılı c-Raf1 aktivasyonunda primer rol oynadığı 

için TNFR1/FAN/N-SMase yolağının ERK aktivasyonu için gerekli olduğu 

gösterilmişse de, FAN knock-out farelerde TNF aracılı ERK aktivasyonunun hala 

gözlenebilmesi (Luschen ve ark., 2000), TNFR1 aracılı ERK aktivasyonunun alternatif 

yolaklar ile de aktive edilebileceğini göstermiştir.  

2.3.2. TNFR1 aracılı NF-κB Aktivasyonu 

TNF-α’nın NF-κB yolağını aktive ettiği, ilk olarak 1989 yılında gösterilmiştir (Duh ve 

ark., 1989). TNF-α aracılı gen ekspresyonunun neredeyse tamamı, NF-κB yolağının 

indüksüyonuna dayanmaktadır (Viemann ve ark., 2004; Zhou ve ark., 2003). Bunun yanı 

sıra, NF-κB aktivasyonu, TNFR1 aracılı apoptosisin sınırlandırılabilmesini sağlar (Liu 

ve ark., 1996).  

TNF-α aracılı NF-κB aktivasyonunun üzerinde çok fazla çalışma yapılmış olması ve bu 

yolakla ilgili bilgilerin hücre tipine bağlı olarak değişiklik gösterebilmesi; literatürde 

birbiri ile çelişen çok fazla bilgi birikimine neden olmuştur. Tek hücre analizine dayalı 

yöntemler kullanılarak yapılan bir çalışmada, TNFR1’in NF-κB’yi monofazik ve 

asenkronize salınımlı (osilasyonlu) olmak üzere iki farklı modülle aktive edebildiği 

gösterilmiştir (Nelson ve ark., 2004). Buna göre, kısa süreli TNF-α muamelesi, 

monofazik aktivasyon modülünü uyarıp, NF-κB’nin nükleusa gitmesini, IκB inhibitör 

proteinlerin sentezini sağladıktan sonra NF-κB’nin sitoplazmaya geri dönmesini 

sağlarken; uzun süreli TNF-α  muamelesi ile uzun süreli IKK aktivasyonu ve IκB 
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proteolizi, NF-κB’nin senkronize olmayan bir şekilde nükleus-sitoplazma arasında gidip 

gelmesine neden olur (Tian ve ark., 2005). Osilasyon sayısı ise, uygulanan TNF-α 

dozuna göre değişmektedir (Tay ve ark., 2010). NF-κB aktivasyonu, 10ng/ml TNF-α 

dozunun uygulanmasından sonra 20. dakikada gözlemlenebilirken, 0,01ng/ml TNF-α 

dozunun uygulanmasından sonra 50. dakikada gözlemlenebilir hale gelir. Bu durum da, 

daha yüksek doz TNF-α uygulandığı durumda daha fazla osilasyon gerçekleştiği 

anlamına gelmektedir (Tay ve ark., 2010).  

TNF-α’nın TNFR1’e bağlanması sonucunda apoptosis indüksüyonunun mu yoksa NF-

κB aktivasyonunun mu uyarılacağına karar veren mekanizma uzun yıllar bir soru işareti 

olarak kalmış, 2003 yılında ise NF-κB indüksüyonu ve apoptosis uyarımının sıralı 

eylemler halinde meydana geldiği belirlenmiştir (Barnhart and Peter, 2003; Micheau and 

Tschopp, 2003). Bu modele göre, TNF-α’nın reseptöre bağlanmasının ikinci 

dakikasından itibaren lipid raftlarda (Legler ve ark., 2003) Kompleks 1 oluşur ve NF-κB 

aktivasyonu başlar. TNF-α muamelesinin 30. dakikasından itibarense bu kompleksin 

parçaları TNFR1’den ayrılmaya başlar ve sitoplazmada Kompleks 2’yi oluşturarak 

apoptosis indüksüyonunu sağlar. Dolayısıyla, hücre, NF-κB’nin aktive edilemediği 

durumda apoptosise yönelir.  

Trimerize haldeki TNF-α, TNFR1’e bağlandıktan sonra, TRADD (TNFR1-associated 

death domain protein),  C-terminalinde bulunan ölüm bölgesi sayesinde, TNFR1’in 

ölüm bölgesine bağlanır (Hsu ve ark., 1995). Bir serin/threonin kinaz olan RIP1 

(Receptor-interacting serine/threonine protein kinase: RIPK1), kendi başına (Zheng ve 

ark., 2006) ya da TRADD aracılığıyla (Hsu ve ark., 1996a) TNFR1’e bağlanır. TRADD, 

N-terminalinde bulunan TRAF bağlama bölgesi sayesinde de TRAF2 (Hsu ve ark., 

1996b)’yi de oluşturduğu komplekse getirir. Her ne kadar TNF reseptör ailesinin diğer 

üyelerinin oluşturduğu NF-κB aktivasyon kompleksinde TRAF5’in de yer aldığı 

gösterilmişse 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 

değildir.  TRADD aracılığıyla TNFR1 kompleksine gelen TRAF2, diğer E3 ubiquitin 

ligazlar olan cIAP1 ve cIAP2’yi (cellular Inhibitors of Apoptosis) (Mahoney ve ark., 

2008; Shu ve ark., 1996) de komplekse getirmenin yanı sıra; Sphingosine kinaz ile 
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bağlanarak (Xia ve ark., 2002), kendi kofaktörü olan Sphingosine-1-fosfat’ın oluşmasını 

sağlar (Alvarez ve ark., 2010). TRAF2, cIAP1 ve cIAP2, RIP’i poli-ubikütinasyona 

uğratır (Mahoney ve ark., 2008; Park ve ark., 2004). Bu ubikütinasyon, RIP1’in 

TAB1/2/3 adaptör proteinleri sayesinde (Kanayama ve ark., 2004) TAK1’e 

bağlanabilmesini sağlar (Bertrand ve ark., 2008). Aksi takdirde, de-ubiquitine olan RIP1, 

TAK1 yerine kaspaz 8’e bağlanır (Bertrand ve ark., 2008).   

cIAP1/2, aynı zamanda kendi kendini oto-ubikütinasyonla ubikütinleyerek, LUBAC 

(linear ubiquitin chain assembly complex) için bağlanma bölgesi oluşturur. LUBAC, 

600kD büyüklüğünde bir kompleks olup, SHARPIN (SHANK associated RH domain 

interactor), HOIL-1 (Heme-oxidized IRP2 ligase-1) ve HOIP (HOIL-1 interacting 

protein) proteinlerinden oluşur (Ikeda ve ark., 2011; Tokunaga and Iwai, 2012). 

LUBAC’ın TNFR1 kompleksinde oluşturduğu lineeer ubikütinasyonlar, NEMO 

(NFkappaB essential modülatör, IKKγ)’nun komplekse kararlı bir şekilde 

bağlanabilmesini sağlar. Bu bağlantı, ubikütin modifiye edici enzim A20’nin 7. Çinko 

parmak (ZFN7) bölgesi ile LUBAC’ın oluşturduğu ubikütin zincirlerine bağlanması ile 

engellenebilir (Tokunaga ve ark., 2012; Verhelst ve ark., 2012).  cIAP1/2 ve LUBAC 

tarafından gerçekleştirilmiş olan ubikütinasyonlar ve TAB1/2/3’ün ubikütin bağlanma 

özelliği (Kanayama ve ark., 2004) sayesinde, TAK1, oluşmakta olan Kompleks 1’e 

bağlanır. Aktif TAK/TAB kompleksi, UBAN bölgesi sayesinde lineer ubikütin 

zincirlerine bağlanma özelliği bulunan NEMO (Ea ve ark., 2006) ile beraber bulunan 

IKK1 (IKK-α) ve IKK2 (IKK-β)’yi fosforile eder. Bu durum, IKK kompleksinin 

aktivasyonunu sağlar (Wang ve ark., 2001). Aktive olan IKK kompleksi, IκBα’yı 32. ve  

36. pozisyonlardaki serin aminoasitlerinden fosforile ederek, K-48 ilişkili 

ubikütinasyonu ile 26S proteozomlarda parçalanmasına  yol açar (Workman and 

Habelhah, 2013). Bu sayede  kanonikal yolla aktive olan NF-κB (p50/p65 dimeri) 

serbest kalarak nükleusa gidebilir. Bunun yanı sıra, TAK1-IKK2 yolağı ile aktive olan 

tümör progresyon lokusu-2 (Tpl2) proteini, p65’i Ser276 noktasından fosforile ederek 

transaktivasyon kapasitesinde artış sağlar (Das ve ark., 2005).  

Öte yandan, bu kompleksin parçaları mevcut olmadığında da, TNF-α, non-kanonikal 

yolakla NF-κB’yi aktive edebilir. RIP1 knock-out fare embryonik fibroblastlarında, RIP 
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yokluğunda TNF-α muamelesinin TRAF2’nin degradasyonuna, NIK (NFκB-inducing 

Kinase)’in ise stabilizasyonuna yol açtığı gösterilmiştir (Kim ve ark., 2011). Benzer 

şekilde, Smac/Diablo mimetikleri ile cIAP1 ve cIAP2’nin degredasyonu da NIK 

stabilizasyonuna yol açmaktadır (Yang and Du, 2004). Aktif NIK, IKKα’yı S176’dan 

(Ling ve ark., 1998), yine TNFR1 aracılığıyla aktive olan Akt ise T23’den fosforile eder 

(Ozes ve ark., 1999). Bu fosforilasyonlar,  IKKα aktivasyonunu sağlar. Aktif IKKα, 

p100’ü fosforile eder ve fosforilasyona uğrayan p100, proteozomlarda işlenerek p52’yi 

meydana getirir. RelB/p52 heterodimeri, nükleusa göç edip hedef promotorlara 

bağlanabilir. Öte yandan, NIK, RIP1’i fosforile edip, apoptotik Kompleks 2’ye 

katılmasını sağlayabilir (Boutaffala ve ark., 2015).  

Bunun yanı sıra, TNF-α aracılı NF-κB aktivasyonunun, farklı hücrelerde farklı 

mekanizmalarla gerçekleştiğine dair veriler mevcuttur. Örneğin insan embriyonik 

böbrek hücre hattı HEK293’te, TNF-α aracılı NF-κB aktivasyonu için, interleukin-

1receptor-associated kinase (IRAK1) enzimatik aktivitesinin (Vig ve ark., 1999), Jurkat 

T hücre hattında ise Syk kinaz enzimatik aktivitesinin (Takada and Aggarwal, 2004) 

gerekli olduğu iddia edilmiştir.   

NF-κB’nin kanonikal yolakla aktivasyonu hızlı ve kısa süreli bir etki gösterirken, non-

kanonikal yolakla aktivasyonu ise yavaş fakat uzun süreli etki gösterir (Bonizzi and 

Karin, 2004). Kanonikal NF-κB yolağı, IκBα (Sun ve ark., 1993) ve p100 (Lombardi ve 

ark., 1995) ekspresyonunu indükleyerek kendi üzerinde bir negatif geri besleme 

mekanizması oluşturabildiği gibi, cIAP1, cIAP2, TRAF2 ve TRAF3 ekspresyonlarını 

indüklemek vasıtasıyla (Wang ve ark., 1998) NIK degredasyonuna (Vallabhapurapu ve 

ark., 2008), yani non-kanonikal yolağın baskılanmasına da yol açabilir. Non-kanonikal 

yolakta ise kendi kendini baskılama yönteminin IKKα aracılı NIK fosforilasyonu ve 

destabilizasyonu olduğu gösterilmiştir (Razani ve ark., 2010). Kanonikal ve non-

kanonikal yolakların kendi içerisindeki ve birbirleri üzerindeki bu regülasyon 

mekanizmaları ve aktivasyon sürelerindeki farklılık, TNF-α aracılı NF-κB 

aktivasyonundaki osilasyonu açıklayabilir.  
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2.3.3. TNFR1 aracılı Apoptosis İndüksüyonu 

Apoptosis, bir hücrenin yalancı ayaklarını (psödopod) geri çekip yuvarlanması, hücre 

hacminin azalması (pyknosis), kromatin kondensasyonu, çekirdeğinin parçalara 

ayrılması (nüklear fragmentasyon / karyorrhexis) ve plazma membran çıkıntılanması ile 

karakterize bir hücre ölüm biçimidir. Bütün sürecin ardından ise hücre, in vivo ortamda 

fagositlerce yutulur (Kroemer ve ark., 2009).  

TNF-α aracılı apoptosis indüksüyonu, NF-κB’nin kanonikal ya da non- kanonikal 

yolakla aktive edilemediği durumlarda gerçekleşir (Van Antwerp ve ark., 1996). 

Kompleks 1 kurulamadığı ya da ayrıştığı zaman, TNFR1, kompleks-IIa ve kompleks-IIb 

aracılığıyla apoptosis indüksüyonunu sağlayabilir (Wang ve ark., 2008).  

Kompleks-IIa, TNFR1’in 30 dakikadan daha uzun süre TNF-α ile muamele edilmesi ile 

oluştuğu gösterilmiş olan komplekstir. TNFR1’in TNF-α’ya bağlanmasına müteakip 

TNFR1’in sitoplazmik kısmına bağlanmış olan TRADD ve RIP1 (Hsu ve ark., 1996a)), 

TNF-α muamelesinin ilerleyen dönemlerinde TNFR1’den ayrılıp, ölüm bölgesi 

interaksiyonu sayesinde FADD (Mort-1)’a bağlanır. FADD ise yine ölüm efektör 

bölgesi interaksiyonu sayesinde pro-kaspaz-8’i bağlar (Boldin ve ark., 1996; Hu ve ark., 

1997a).  

TNFR1 aracılı NF-κB aktivasyonu kısmında da anlatıldığı gibi, cIAP1 ve cIAP2’nin 

RIP1’i K377’den K63-poliubikütinasyonuna uğratması, RIP1’in  TAB1/2/3 adaptör 

proteinleri aracılığıyla (Kanayama ve ark., 2004) TAK1’e bağlanabilmesini sağlar 

(Bertrand ve ark., 2008). cIAP1 ve cIAP2’nin SMAC mimetikleri ya da etoposide gibi 

ajanlarla ortadan kaldırılması (Feoktistova ve ark., 2011; Tenev ve ark., 2011; Wang ve 

ark., 2008), TAK1 deplesyonu (Dondelinger ve ark., 2013), CYLD tarafından RIP1’in 

de-ubikütinasyonu (Wang ve ark., 2008), RIP1’in NIK tarafından fosforilasyonu 

(Boutaffala ve ark., 2015) ya da K377 noktasının mutasyona uğratılması ile 

ubikütinasyonunun engellenmesi (Ea ve ark., 2006) gibi durumlar, Kompleks-IIb, ya da 

diğer adıyla Ripoptozom oluşumunun önünü açar (Feoktistova ve ark., 2011; Tenev ve 

ark., 2011; Wang ve ark., 2008). TRADD-bağımsız olan  (Jin and El-Deiry, 2006) 

ripoptozom kompleksinde RIP1, RIP3 ile beraber, FADD ve FADD aracılığıyla da pro-

kaspaz 8’e bağlanır (Tenev ve ark., 2011).  
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Trimerize reseptörün oluşturduğu Kompleks-IIa veya Kompleks-IIb (Ripoptozom) 

sayesinde, birçok pro-kaspaz 8 yakın hale gelmiş olur ve dimerize hale gelen iki pro-

kaspaz 8’in birbirini kırması ile aktif Kaspaz 8 oluşumu sağlanır (Muzio ve ark., 1998). 

Aktive olan Kaspaz 8, pro-kaspaz 3’ü kırparak, aktif Kaspaz-3’e dönüştürür (Beyaert ve 

ark., 1997; Stennicke ve ark., 1998). Kaspaz-8 aracılığıyla kaspaz-3 aktivasyonu bazı 

hücrelerde (tip 1 hücreler) apoptosis indüksüyonu (harici/extrinsic apoptosis yolağı) için 

yeterli iken, çoğu hücre tipinde (tip 2 hücreler) dahili apoptotik yolakların aktivasyonu 

gerekmektedir.  

Dahili apoptosis yolağının aktive edilmesini, Kaspaz-8 tarafından Bcl2 protein ailesi 

üyesi Bid’in kırpılıp tBid (truncated Bid) oluşturulması sağlar (Yin, 2000). tBid, 

mitokondriye transloke olarak burada Bax ve Bak’ın oligomerizasyonunu ve bu sayede 

de sitokrom-c (Luo ve ark., 1998; Wei ve ark., 2001) ve Smac/Diablo’nun (Adrain ve 

ark., 2001) sitoplazmaya salınmasını sağlar. Smac/Diablo, XIAP ve cIAP1/2 gibi 

apoptosis inhibitörlerini inhibe ederken (Liu ve ark., 2000b; Verhagen ve ark., 2000); 

Sitoplazmik sitokrom-c, Apaf-1’e bağlanarak ATP bağlama yetisinde 10 kat artış sağlar 

(Jiang and Wang, 2000). ATP bağlanması sonrasında, Apaf-1/Sitokrom-c kompleksi 

oligomerize olur ve Kaspaz-9 da bu komplekse bağlanarak, Apoptozom’u oluştururlar 

(Jiang and Wang, 2000). Apoptozom kompleksi, daha fazla aktif kaspaz 3 

oluşturulmasına (Slee ve ark., 1999) izin verirken, aktive olan kaspaz 3, pro-kaspaz 8’i 

kırparak sinyal amplifikasyonu sağlar (Tang ve ark., 2000; Wieder ve ark., 2001). Bu 

süreç içerisinde ve devamında, Kaspaz-3, birçok farklı hücresel hedefi kırparak (Slee ve 

ark., 2001), apoptosise yol açar.  

Kaspaz 3’ün hedefleri arasında Bid, XIAP ve RIP-1 de bulunmaktadır (Walsh ve ark., 

2008). Dolayısıyla, kaspaz-3, apoptosis inhibitörlerini de inhibe edebilir ve NF-κB 

yolağının RIP-1 aracılı aktivasyonunu engelleyebilir. Kaspaz 3 gibi, kaspaz 8 de RIP-1’i 

kırparak kanonikal NF-κB yolağının aktivasyonunu engelleyebileceği gibi (Lin ve ark., 

1999), NIK’i kırparak non-kanonikal NF-κB yolağının aktivasyonunu da engelleyebilir 

(Hu ve ark., 2000). Öte yandan, NIK aracılı RIP fosforilasyonu kanonikal NF-κB 

aktivasyonunu engelleyip kaspaz-8 aktivasyon yolağını aktive edebildiği için 
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(Boutaffala ve ark., 2015), kaspaz 8 aracılı NIK kırpılması, bir negatif geri besleme 

mekanizması olarak da kabul edilebilir.  

NF-κB yolağı, apoptosis inhibitörleri 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 alır. Bcl-XL, tBid’in yol açtığı sitokrom-c ve Smac/Diablo 

salınımını engelleyerek (Gross ve ark., 1999; Li ve ark., 1998), cIAP1 ve cIAP2 

kaspazlara bağlanıp inhibe ederek (Roy ve ark., 1997) ya da kaspazları ubikütinleyerek 

proteozomal degradasyonuna yol açmak suretiyle (Huang ve ark., 2000) apoptosisi 

inhibe edebilirler. c-FLIP ise, kaspaz-8’e yapısal olarak çok benzeyen (Hu ve ark., 

1997b; Srinivasula ve ark., 1997), fakat proteolitik aktivitesi olmayan bir proteindir. 

Ölüm efektör bölge interaksiyonu sayesinde, kompleks 1 ya da kompleks 2 içerisindeki 

FADD’a bağlanıp pro-kaspaz 8 ile dimerleşerek, kaspaz 8 işlenmesini engelleyebilir 

(Krueger ve ark., 2001). Öte yandan, c-FLIP/Pro-Kaspaz-8 dimeri, RIP1 ve RIP3 

kırpılmasında kaspaz 8’den daha etkindir (Feng ve ark., 2007; Rebe ve ark., 2007). 

Ayrıca, NF-κB yolağı, IKKα/β tarafından RIP-1’in fosforilasyonuna yol açıp FADD 

bağlanmasını engelleyerek de apoptosisi ve nekroptosisi baskılayabilir (Dondelinger ve 

ark., 2015).  

TNFR1 aracılı hücre ölümünde, reaktif oksijen türleri (ROS) de rol oynar. TNF-α 

uyarımı sonrasında mitokondri hasarı ve hücre içi ROS birikimi ilk defa 1992 yılında 

bildirilmiştir (Schulze-Osthoff ve ark., 1992). TNF-α uyarımı ve siklohekzimid (CHX) 

muamelesi sonrasında, RIP-1/TRADD/TRAF-2/FADD/Pro-kaspaz8 kompleksinin, bir 

mitokondriyel protein olan Romo1 (ROS modulator 1)’in karboksi ucuna bağlandığı ve 

Romo1’in Bcl-XL (B cell lymphoma-extra large) aracılığıyla mitokondriyal membran 

potansiyelinin azaltılması ve ROS üretiminde rol oynadığı gösterilmiştir (Kim ve ark., 

2010). Bu süreç, kaspaz 8 aktivasyonunda ve geç faz JNK aktivasyonunda da rol 

oynamaktadır (Kim ve ark., 2010). Romo1 gibi, RIPK3’ün de “TNFR1 aracılı 

nekroptosis” başlığı altında detaylandırılmış olan yolaklarla ROS üretimini sağlayarak 

kaspaz 8 aktivasyonuna katkı sağladığı belirlenmiştir (Dondelinger ve ark., 2013). 
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2.3.4. TNFR1 aracılı Nekroptosis 

Nekroz, hücre hacim artışı (onkozis), organellerin şişmesi, plazma membranının 

yırtılması ve intraselüler içeriğin kaybı ile karakterize hücre ölüm biçimidir (Kroemer ve 

ark., 2009). Nekroz, mekanik stres nedenli olabileceği gibi, programlı hücre ölümünün 

bir türü olarak da gerçekleşebilir.  

RIP1’in Smac mimetikleri ya da CYLD (K63-spesifik deubikütinaz) aktivasyonu 

sayesinde de-ubikütine olduğu hücrelerde, pan-kaspaz inhibitörleri kullanılarak kaspaz-8 

ve kaspaz-3 aktivasyonu engellendiği zaman, TNF-α muamelesinin hücreleri programlı 

nekrozla öldürebildiği bilinmektedir (He ve ark., 2009; Moquin ve ark., 2013). Kaspaz-3 

ve kaspaz-8 inhibe edildiği zaman nekroptosis oluşmasında, normalde bu kaspazların 

hedefi olan RIP1 ve RIP3’ün (Lin ve ark., 1999; Walsh ve ark., 2008) kırpılmasının 

engellenmesi rol oynar. Nekroptosis indüksüyonunu takiben, sitoplazmada serbest ve de-

ubikütinile haldeki RIP1 ve RIP3, birbirlerine RHIM bölgeleri aracılığıyla bağlanıp, 

filamentöz yapılar oluştururlar (Li ve ark., 2012). Bu filamentöz yapı, birçok RIP-3’ün 

birbirine yaklaşmasını, dolayısıyla da RIP-3 homodimerleri oluşmasını sağlar (Wu ve 

ark., 2014). RIP-1 immünokompleksinde RIP-3’ün nekroptosis indüksüyonunun 4. 

saatinden itibaren görülmeye başladığı, 8. saatte ise maksimum seviyesine ulaştığı 

bildirilmiştir (He ve ark., 2009). Nekroptosisin devam edebilmesi için, hem RIP-1 

(Holler ve ark., 2000) hem de RIP-3 (He ve ark., 2009) kinaz aktivitesine ihtiyaç vardır. 

RIP-3, hem RIP-1’i (Cho ve ark., 2009), hem de kendi kendisini fosforile ederken (Wu 

ve ark., 2014), RIP1 RIP3’ü direkt fosforile edememekte, fakat RIP1 enzimatik 

aktivitesinin Nekrostatin (Nec-1) ile engellendiği durumda RIP3 fosforilasyonu 

gerçekleşmemektedir (Cho ve ark., 2009). İlginç bir şekilde, RIP1’in enzimatik 

aktivitesi susturulduğunda nekroptosis engellenirken, RIP1 siRNA ile RIP1 ekspresyonu 

susturulduğunda nekroptosis ölüm reseptör uyarımı olmadan dahi meydana gelmektedir 

(Orozco ve ark., 2014). 

RIP3’ün Ser227’den otofosforilasyonu, bir psödokinaz olan MLKL için bağlanma 

noktası oluşturur (Chen ve ark., 2013; Sun ve ark., 2012). Nekrozomların mitokondri-

ilişkili membranlara translokasyonu için gerekli olduğu gösterilmiş olan (Chen ve ark., 

2013) bu bağlanmayı takiben, RIP3, MLKL’i Thr357 ve Ser358 noktalarından fosforile 
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eder (Sun ve ark., 2012). MLKL, bir psödokinaz bölgesi etrafında dört heliks yapısı 

içermekte; ATP ile bağlanmakta, fakat enzimatik aktivite göstermemektedir(Murphy ve 

ark., 2013). Hsp90 tarafından stabilize edildiği düşünülen (Zhao ve ark., 2016) RIP3 

indüklü fosforilasyonun ardından, MLKL oligomerizasyona izin veren bir konformasyon 

kazanır ve yine Hsp90 aracılığıyla plazma membranına taşınarak (Jacobsen ve ark., 

2016), burada fosfotidilinositollere bağlanarak (Quarato ve ark., 2016) oktamer yapı 

oluşturur (Huang ve ark., 2016). Plazma membranındaki MLKL oktomeri, TRPM7 

kanalı aracılığıyla hücre içerisine kalsiyum (Cai ve ark., 2014) ve sodyum (Chen ve ark., 

2014) girişi başlatır.  

Nekroptosisin tamamlanabilmesi reaktif oksijen türleri (ROS) birikimine bağlıdır. RIP3, 

MLKL-aracılı membran permeabilizasyonunu sağlamanın yanı sıra, hücre 

metabolizmasında da reaktif oksijen türleri (ROS) birikimine yol açacak değişiklikler 

yapar. Kaspaz inhibisyonu yapılmış hücrelerde, RIP3’ün, glikojen fosforilaz (PYGL), 

glutamat-amonya ligaz (GLUL) ve glutamat dehidrojenaz 1 (GLUD1) gibi metabolik 

enzimlerin aktivitesini arttırdığı gösterilmiştir (Zhang ve ark., 2009). PYGL aktivasyonu 

ile hücrelerin depo glikojeni enerji kaynağı olarak kullanabilmesi sağlanırken, GLUL 

aktivasyonu ile glutamattan glutamin üretilerek, GLUD1 aktivasyonu ileyse, glutamat α-

ketogluterata çevrilerek mitokondriye ekstra enerji kaynakları sağlanır. Hücrede çok 

hızlı bir şekilde gerçekleşmeye başlayan oksidatif fosforilasyon, ROS üretimine neden 

olur (Schulze-Osthoff ve ark., 1992; Zhang ve ark., 2009). PYGL, GLUL ve GLUD1’in 

siRNA ile susturulmasının, nekroptosis koşullarında gerçekleşen ROS birikimini 

azalttığı gösterilmiştir (Zhang ve ark., 2009), fakat bu yolak nekroptosis sürecinde ROS 

birikiminin tek yolu değildir. MLKL susturulması ile de ROS üretiminin azaldığının 

gösterilmiş olması, mekanizması tam olarak aydınlatılmamış olsa da, MLKL’in de ROS 

üretiminde rolü olduğunu düşündürmektedir (Zhao ve ark., 2012). Bunların yanı sıra, 

TNF-α muamelesi sonrasında TRADD ve RIP1, içerisinde Noxo-1 (NADPH oxidase 

organizer-1) ve Rac-1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1)’in de olduğu bir 

kompleks oluşturur (Kim ve ark., 2007). RIP1 kinaz aktivitesinin önemli olduğu (Kim 

ve ark., 2007), Riboflavin kinazın da görev aldığı (Yazdanpanah ve ark., 2009) bir süreç 

sonucu NADPH oksidaz aktive olur ve bu durum, hücrede yüklü miktarda ROS 
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birikimine yol açar. Bu esnada, artan geç evre JNK aktivasyonu (Schenk and Fulda, 

2015) da ROS birikimine katkı sağlar (Ventura ve ark., 2004).  

Hücre içi ROS birikimi, mitokondriyal dış membran proteini Bak’ın oksidatif thiol 

modifikasyonlarına ve aktivasyonuna neden olur (Rohde ve ark., 2016). Aktive olan 

Bak, mitokondri dış membranında oligomerik porlar oluşturur (Aluvila ve ark., 2014) ve 

bu durum, mitokondriyal membran potansiyelinin kaybı, mitokondriyal solunumun 

bozulması ile sonuçlanır (Rohde ve ark., 2016). Mitokondriyal memran 

permeabilizasyonu, hücre içi ROS birikiminin daha da artmasına ve lizozomal 

membranların da permeabilizasyonuna yol açar (Huai ve ark., 2013). Bütün bu süreçler 

sonunda, hücre nekroza gider.  

2.3.5. TNFR1 aracılı MAPK Aktivasyon Yolağı 

Mitojen aktive protein kinaz (MAPK) ailesi, ektraselüler sinyallerin, hücresel tepkilere 

dönüştürülmesinde önemli rol oynarlar. Memelilerde, MAPK ailesi ektraselüler 

sinyallerce regüle edilen kinaz (ERK), c-Jun NH2-terminal kinaz (JNK) ya da diğer 

adıyla stres aktive protein kinaz (SAPK) ve p38’den oluşur (Kim and Choi, 2010).  ERK 

proteinleri ERK1-ERK8 (Bogoyevitch and Court, 2004) şeklinde isimlendirilmiş sekiz; 

JNK proteinleri JNK1/2/3 (Gupta ve ark., 1996) şeklinde isimlendirilmiş üç; p38 ise α, 

β, γ ve δ (Cuenda and Rousseau, 2007) olmak üzere dört üyeden ve bunların alternatif 

kırpılımla oluşturulan izoformlarından oluşur. MAPK ailesine mensup üç üyenin de T 

loop’unda T-X-Y motifi bulunmakta olup, X, p38 için Glisin, ERK için Glutamik Asit, 

JNK için ise Prolin’dir. MAPK’ler, hem Threonin, hem de Tirozin aminoasitlerinden 

fosforile olduklarında tam aktivasyon kazanırlar (Cargnello and Roux, 2011). 

MAPK’ler, MAPKK, MAPK2K, MKK ya da MEK olarak isimlendirilebilen MAPK 

kinazlar tarafından, bunlarsa MAP3K, MEKK ya da MKKK olarak isimlendirilebilen 

MAPKK kinazlar tarafından fosforile edilerek aktive edilirler (Qi and Elion, 2005).  

Hücre tipine bağlı değişiklikler gösterebilmekle beraber(McFarlane ve ark., 2001; 

Pollock ve ark., 2002; Ryden ve ark., 2002), TNFR1, MAPK ailesinin üç üyesini de 

aktive edebilir. TNFR1 aracılı MAPK aktivasyonunda rol alan yolaklardan biri, Tumor 

Progresyon Lokusu-2 (Tpl-2) proteini aracılıdır. TNF-α stimülasyonu yapılmamış 

hücrelerde, Tpl-2, NF-κB p105 alt ünitesi ve ABIN-2 (A20-binding inhibitor of NF-κB) 
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proteini ile kompleks halindedir (Lang ve ark., 2004). TNF-α muamelesi, TAK1’in 

K158 noktasından K63 poli-ubikütinasyonunu sağlar (Fan ve ark., 2010). TRAF2, 

TRAF6 ya da TAB1 aracılığıyla gerçekleşebilen bu ubikütinasyon, IKK/NEMO için 

bağlanma bölgesi oluşturur (Fan ve ark., 2010). TAK1 (MAP3K7) tarafından fosforile 

edilerek aktive olan IKK2 (Wang ve ark., 2001), hem p105’i fosforile ederek Tpl2’nin 

serbest kalmasını sağlar (Beinke ve ark., 2004; Pattison ve ark., 2016); hem de Tpl2’yi 

Ser400 noktasından  fosforile eder (Roget ve ark., 2012). TNF-α ile indüklenen 

hücrelerde RIP1-Tpl2 bağlantısının (Eliopoulos ve ark., 2006) oluştuğu bildirilmiştir, 

fakat RIP1 ve Tpl2’yi bulunduran sinyalzomun Tpl2’ye aktivite kazandırmak için mi 

oluştuğu, yoksa TNF-α stimülasyonundan sonra hızlı bir şekilde meydana gelen Tpl2 

degradasyonundan (Das ve ark., 2005) mı sorumlu olduğu henüz bilinmemektedir. Aktif 

hale gelen Tpl2, MKK1/2, MKK4 ve MKK3/6’yı fosforile ederek aktive eder (Das ve 

ark., 2005; Farias and Rousseau, 2015; Pattison ve ark., 2016). MKK1/2, ERK1 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 için MKK7 aktivasyonu gerekmektedir (Fleming ve ark., 2000). TNF-α, 

Tpl-2 aracılı yolakla olmasa da, MKK7’yi kuvvetli bir şekilde aktive edebilmektedir 

(Tournier ve ark., 2001).   

TAK1-Tpl2 yolağı TNF-α aracılı MAPK aktivasyonunun önemli bir ayağını teşkil etse 

de; Tpl2-/- hücrelerde TNF-α aracılı ERK ve JNK aktivasyonlarının azalmasına rağmen 

ortadan kalkmaması, p38 aktivasyonununsa anlamlı bir şekilde etkilenmemesi (Das ve 

ark., 2005), başka MAPK aktivasyon yolaklarının da söz konusu olduğunu 

düşündürmektedir. Nitekim TAK1-/- fare embryonik fibroblastlarında azalmış olduğu 

halde hâlâ gözlemlenebilen TNF-α indüklü MAPK aktivasyonunun, karma menşeli 

kinazlar (mixed lineage kinases) MLK2 (MAP3K10) ve MLK3 (MAP3K11)’ün 

susturulmasıyla daha da azaltılabildiği belirlenmiştir (Kant ve ark., 2011). TNF-α 

muamele edilmiş hücrelerde, TRAF-2’nin TRAF bölgesi ile, MLK3 C-terminal bölgesi 

arasındaki fiziksel etkileşimin, MLK3 aktivasyonuna yol açtığı gösterilmiştir (Sondarva 

ve ark., 2010). TNF-α aracılı MLK2 ve MLK3 aktivasyonunun bir diğer 
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mekanizmasının ise, Rho GTPaz ailesi üyeleri Rac ve Cdc2 aracılığıyla olduğu 

bilinmektedir (Teramoto ve ark., 1996). Bu yolakta, TNF-α uyarımı, PTPN-1 (Protein 

Tirozin Fosfataz, Non-Reseptör Tip 1) aktive olup, c-Src üzerindeki inhibitör fosfatı 

kaldırarak c-Src aktivasyonuna yol açar. Aktive olan c-Src, Vav guanin değişim faktörü 

(GEF)’i tirozin fosforilasyonuna uğratarak aktive eder. Aktif Vav, Rac/Cdc42 

GTPazları, Rac/Cdc42 ise MLK2 ve MLK3’ü 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-α uyarımı ile aktive 

olan c-Src yolağı, stres-indüklü MAPK yolakları olan JNK ve p38 yolaklarının 

aktivasyonunu sağlamış olur. Ayrıca MLK3, B-Raf aktivasyonu aracılığıyla ERK 

MAPK yolağının da aktivasyonunu sağlayabilir (Chadee and Kyriakis, 2004).  

Stres indüklü MAPK yolaklarının TNF-α aracılığıyla uyarımının bir diğer mekanizması 

ise, Germinal Center Kinase (GCK) aracılığıyladır. Bu yolakta, TNF-α uyarımı 

sonrasında oluşan RIP-TRAF2 kompleksi, TRAF2’nin GCK C-terminal bölgesine 

bağlanmasını sağlar. TRAF2 ile bağlantısı sayesinde aktive olan GCK, N-terminal 

bölgesi ile bağlandığı MEKK1’in aktivasyonunu (Shi and Kehrl, 1997; Yuasa ve ark., 

1998), dolayısıyla da JNK aktivasyonunu sağlar (Xia ve ark., 2000; Yujiri ve ark., 

2000).  

Yukarıda anlatılmış olan Tpl2 aracılı MKK1/2 aktivasyonunun yanı sıra, TNFR1, IG20 

geninin bir varyantı olan MADD (MAPK Activating Death  Domain Protein) 

aracılığıyla da ERK aktivasyonuna yol açabilir (Schievella ve ark., 1997). Bu yolakta, 

TNFR1 DD’i ile DD-DD interaksiyonuna giren MADD’ın Grb2 ve TNFR1 arasında bir 

köprü görevi gördüğü iddia edilmektedir. Nitekim, MADD’ın shRNA ile susturulduğu 

hücrelerde, Grb2 ve Sos’un TNFR1 ile bağlanamadığı ve ERK aktivasyonunun anlamlı 

derecede baskılandığı gösterilmiştir (Kurada ve ark., 2009). Öte yandan, MADD 

susturulması, JNK ve p38 yolaklarının aktivasyonunu engellememiştir (Kurada ve ark., 

2009).   

TNF-α, stres indüklü MAPK’lerin kısa süreli aktivasyonunun yanı sıra, uzun süreli 

aktivasyonuna da yol açabilir. Uzun süreli JNK ve p38 aktivasyonunda, kısa süreli 

aktivasyon yolakları için gerekli olmayan bir protein, ASK1 (Apoptosis Sinyali Regüle 
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Edici Kinaz/MAP3K5) rol almaktadır (Tobiume ve ark., 2001; Tsou ve ark., 2012). 

ASK1, aktivasyonunun indüklendiği koşullar oluşmadığında, thioredoxin ile kompleks 

halinde ve inaktif konumdadır (Saitoh ve ark., 1998). Hücre içerisinde, “TNFR1 Aracılı 

Nekroptosis” kısmında anlatılmış olan yolaklarla ROS birikimi olduğunda, ASK1 

thioredoxin’den ayrılarak (Liu ve ark., 2000a) TRAF2 ve TRAF6 ile kompleks kurar 

(Noguchi ve ark., 2005) ve bu kompleks, ASK1’in oligomerizasyonunu, 

fosforilasyonunu ve aktivasyonunu sağlar (Fujino ve ark., 2007; Nishitoh ve ark., 1998). 

Aktive olan ASK1, MKK3/6 ve MKK4/7’yi aktive ederek sönümlenmiş olan JNK ve 

p38 aktivasyonlarının tekrar artışına yol açar. ASK1’in Akt tarafından Ser83 

noktasından fosforilasyonu (Kim ve ark., 2001) ve A20 aracılığıyla indüklenen 

deubikütinasyon ve proteozomal degredasyonu (Won ve ark., 2010) gibi mekanizmalarla 

inhibe edilmesi, stres indüklü yolakların geç evre aktivasyonunu engeller.  

TNF-α uyarımı sonrasında aktive olan ERK’ün fosforilasyon hedeflerinden biri de, 

TNFR1 sitoplazmik bölgesidir (Cottin ve ark., 1999). ERK tarafından fosforilasyon, 

TNFR1’in golgi ve plazma membranı yerine endoplazmik retikulum ile ilişkili 

tübüllerde yerleşimine neden olur  (Cottin ve ark., 1999). Burada TNFR1 ve Bcl-2 

arasında gerçekleşen etkileşim, apoptosisin baskılanmasına neden olur (Cottin ve ark., 

2001).  

2.3.6. TNFR1 aracılı JAK/STAT Yolağı 

TNF-α’nın TNFR1 aracılığıyla aktive ettiği yolaklardan biri de JAK/STAT yolağıdır. 

1998 yılında ilk defa TNFR1 ile JAK1 ve JAK2 arasındaki bağlantı gösterilmiş ve TNF-

α’nın Stat1, Stat3 ve Stat5 fosforilasyonuna yol açtığı belirlenmiştir. Yine bu çalışmada, 

TNF-α muamelesinin, Stat3’ün DNA’ya bağlanmasını sağladığı gösterilmiştir (Guo ve 

ark., 1998a). Daha sonraki çalışmalarda da, TNFR1’in JAK1 (Miscia ve ark., 2002) ve 

JAK2 (Minogue ve ark., 2012) ile fiziksel etkileşimi doğrulanmış, Tyk2 ile TNFR1 

arasında da fiziksel etkileşim gösterilmiştir (Miscia ve ark., 2002). TNFR1’in JAK 

proteinlerine bağlanmasında 264-271 aminoasitleri arası bölge rol oynamaktadır 

(Kimura ve ark., 2004). JAK proteinleri, TNF-α muamelesi olmayan ortamda da 

TNFR1’e bağlanmakta, TNF-α muamelesi ile bu bağlantı kuvvetlenmekte ve JAK 

proteinlerinin fosforilasyonuna/aktivasyonuna yol açmaktadır. TNF-α muamelesi 
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sonucunda JAK aktivasyonu Stat3 ve Stat5b tirozin fosforilasyonuna yol açabilirken 

(Miscia ve ark., 2002), Stat1 fosforilasyonu bazı yayınlarda gösterilebilmiş (Minogue ve 

ark., 2012) (Guo ve ark., 1998a; Wang ve ark., 2000), bazılarında ise gösterilememiştir 

(Miscia ve ark., 2002; Wesemann and Benveniste, 2003). Bütün bu çalışmalar TNF-α 

uyarımının Stat1’in DNA’ya bağlanmasını sağlayamadığı konusunda hemfikirdir. Öte 

yandan, Stat1’in TNFR1 ve TRADD ile doğrudan bağlantısı gösterilmiş (Pajak and 

Orzechowski, 2007; Wang ve ark., 2000; Wesemann and Benveniste, 2003) ve bu 

bağlantının, TNFR1-TRADD kompleksinin RIP1 ve TRAF2 ile bağlantısını 

engelleyerek TNFR1 aracılı NF-κB aktivasyonunun baskılanmasına yol açtığı 

belirlenmiştir (Wang ve ark., 2000; Wesemann and Benveniste, 2003). Stat1’in aksine, 

JAK1, Tyk2 (Kimura ve ark., 2004) ve  JAK2 (Pincheira ve ark., 2008) TNFR1 aracılı 

NF-κB aktivasyonunu etkilemiyor görünmektedir. TNFR1 sinyal iletimi, JAK/Stat3 

yolağının aktivasyonunda rol oynadığı gibi, p38 aktivasyonu aracılığıyla bu yolağı 

inhibe eden SOCS-3’ün de mRNA stabilizasyonuna (Ehlting ve ark., 2007), dolayısıyla 

da Stat3 yolağının baskılanmasına (Campbell ve ark., 2001) da yol açabilmektedir.  

2.3.7. TNFR1 aracılı PI3K/Akt Yolağı 

TNFR1, ERK ve Stat yolaklarının yanı sıra, Akt yolağını da aktive etmektedir. TNF-α 

aracılı Akt aktivasyon yolağı, NF-κB yolağının aktivasyonuna (Burow ve ark., 2000; 

Ozes ve ark., 1999) ve apoptosisin baskılanmasına (Sandra ve ark., 2002; Takahashi ve 

ark., 2007) neden olduğu gibi, hücreden hücreye farklılık göstermekle beraber epitel-

mezenkimal geçiş (EMT)’e (Wang ve ark., 2013) veya hücre adhezyonuna (Bieler ve 

ark., 2007) yol açabilir. TNFR1 aracılı Akt aktivasyon mekanizması üzerinde, diğer 

yolaklara göre daha az çalışma vardır. Her ne kadar nötrofillerde gösterilememiş olsa da 

(Geering ve ark., 2011), HEK293 ve H1299 hücrelerinde, PI3K p85 alt ünitesi TNFR1 

sitoplazmik kısmına bağlanmakta ve TNF-α muamelesi bu bağlantıyı 

kuvvetlendirmektedir (Pincheira ve ark., 2008). Bu bağlantı, TNF-α muamelesi 

sonrasında PI3K aktivasyonunu sağlamakta (Ozes ve ark., 1999) ve Akt aktivasyonuna 

yol açmaktadır. PI3K p85 alt ünitesinin TNFR1’e hangi bölgeden bağlandığı ve bu 

bağlanmanın hangi olaylarca nasıl düzenlendiği ise bilinmemektedir.  
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2.3.8. TNFR1 ve Protein Kinaz A 

TNFR1 eksprese eden hücrelerde TNF-α muamelesi, hücre içi cAMP miktarının artışına, 

bu sayede de protein kinaz A (PKA) aktivasyonuna yol açmaktadır (El-Ani ve ark., 

2014; Sippy ve ark., 1996). TNFR1 aracılı PKA aktivasyonu, TNFR1’in hücre dışına 

salınımında (Islam ve ark., 2008), hepatositlerin TNF-α aracılı apoptosise dirençli 

(Bhattacharjee ve ark., 2012), CD4+CD8+ timositlerin ise duyarlı hale gelmesinde 

(Guevara Patino ve ark., 2000) rol alabilirken, kimi hücrelerde artan (Zhang ve ark., 

2013), kimi hücrelerdeyse azalan (Grandjean-Laquerriere ve ark., 2003; Shames ve ark., 

2001) TNF-α sentezine yol açabilmektedir. Bunların yanı sıra, TNF-α aracılığıyla aktive 

olan PKA, Raf-1’i S259 noktasından fosforile ederek Raf-1 inhibisyonuna (von Bulow 

ve ark., 2007) ve Rel-A’yı S276’dan fosforile ederek NF-κB aktivasyonunun artışına 

(Jamaluddin ve ark., 2007) neden olabilir. TNFR1 aracılı PKA aktivasyonunun neden 

farklı hücrelerde birbirine zıt etkiler uyandırdığı, TNFR1’in kendisinin bir PKA hedefi 

olup olmadığı ise bilinmemektedir.  
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1  Malzemeler ve Solüsyonlar 

1) Antikorlar ve inhibitörler: pAkt (5106S, 4051S, 9271S), Akt (9272S), p-p38 

(9211L), p38 (9212S), pCREB (9198S), CREB (9197S), p85 (13666S), p-Stat3 

(9138S), Stat3 (9132), TRADD (3684S), FADD (2732S) antikorları 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 (ekstraselüler bölgeye spesifik monoklonal: sc-8436, 

ekstraselüler bölgeye spesifik poliklonal: sc-31349) antikorları, JAK2 inhibitörü 

(sc364735), PKA inhibitörü (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 satın alınmıştır. 

2) 10X TBE (Tris-Borate-EDTA) Elektroforez Tamponu: 108gr Tris Base 

(Fisher, BP152-1), 55gr Borik Asit (Merck) ve 40ml 500mM EDTA (pH8.0) 

karıştırılıp, bidistile su ile 1 litreye tamamlandı.  

3) 1X TBE Elektroforez Tamponu: 100ml 10X TBE, 900 ml bidistile su ile 

1litreye tamamlandı.  

4)  Luria Bertoni (LB) Sıvı Besiyeri: %2’lik olacak şekilde 20gr LB (Merck), 

200ml distile su içerisinde çözüldü. Kullanılacak miktarlara göre bölünüp, 

1210C, 1 atm basınçta, 15 dakika otoklavlandı.  

5)  LB-Agar Katı Besiyeri: 100ml LB sıvı besiyeri içerisine 1gr Bakteriyolojik 

Agar (Oxoid L11) eklenerek, otoklavlandı. Agar soğutulup, donmadan, 40-450C 

sıcaklığa geldiğinde, 100mg/ml konsantrasyonda olacak şekilde Amphicillin 

eklendi ve bakteriyolojik petri kaplarına dağıtıldı, donmasına izin verildi.  

6)  1M Tris-HCl: 121,1g Tris Base tartılıp, 800ml bidistile su ile çözdürüldü. HCl 

ile pH istenen değere ayarlanıp, bidistile su ile hacim 1litreye tamamlandı.  
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7)  3M Sodyum Asetat (NaAc): 16,32 gr NaAc tartılıp, 20ml suda çözdürüldü. pH, 

glasiyel asetik asit (Merck) ile 5,2’ye ayarlanıp, hacim 40ml’ye tamamlandı. 

1,5ml’lik eppendorflar içerisine 1000µl şeklinde alikotlanıp, -200C’de saklandı.  

8)  50 mM CaCl2 (Sigma C1016) /10 mM Tris (pH:7.4): 5,55gr CaCl2 tartılıp, 

900ml steril bidistile suda çözüldü. 10ml 1M Tris-HCl (pH7.4) eklenip, hacim 

steril bidistile su ile 1000ml’ye tamamlandı.  

9)  2X HBS (280mM NaCl, 10mM KCl, 1,5mM Na2HPO4, 12mM D-glukoz, 

50mM HEPES): 8gr NaCl (Merck, 1.06404.1000), 0,37gr KCl (Sigma H3375), 

0,3gr Na2HPO4.2H20 (Merck 1.06345.1000), 1gr D-Glukoz (Sigma 16301) ve 

5gr Hepes  (Sigma H3375), 400ml steril bidistile suda çözdürüdü. pH 7.05’e 

ayarlandıktan sonra, hacim 500ml’ye tamamlandı. 0,2µm porlu vakum 

filtrelerden geçirilerek sterilize edildi.  

10) 0,25M CaCl2: 2,78gr CaCl2 (Sigma C1016), 100ml deiyonize su içerisinde 

çözüldü. 0,2µm porlu vakum filtrelerden geçirilerek sterilize edildi. 

11)  5X PBS: 40gr NaCl, 1gr KCl, 7,2gr Na2HPO4, 1,2gr KH2PO4 tartılıp, 800ml 

bidistile su içerisinde çözüldü. NaOH ve HCl ile pH 7.4’e ayarlandı. Hacim 

1L’ye tamamlandı ve otoklavlandı.  

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

13)  1X PBS-T: 1 litre 1X PBS içerisine 1ml Tween-20 (Merck 8.22184.1000)  

eklenip karıştırıldı.  

14)  %1 BSA (Bloklama Solüsyonu): 1gr BSA, 100ml PBS-T içerisinde 

çözdürülüp, 2 kat kağıt filtreden geçirilerek süzüldü. 

15)  %5 süt tozu (Bloklama solüsyonu): 5gr yağsız süt tozu, 100ml PBS-T 

içerisinde çözdürülüp, 2 kat kağıt filtreden geçirilerek süzüldü. 

16)  Resolving Buffer (1,5M Tris Base, pH8.8): 90,82gr Tris Base 400ml bidistile 

suda çözüldü. HCl ile pH 8.8’e ayarlanır. Hacim 500ml’ye tamamlanıp, 0,2µm 

porlu vakum filtreden geçirildi. +40C’de saklandı.  

17)  Stacking Buffer (0,5M Tris Base, pH6.8): 30,25gr Tris Base 400ml bidistile 

suda çözdürüldü. HCl ile pH 8.8’e ayarlandı. Hacim 500ml’ye tamamlanıp, 

0,2µm porlu vakum filtreden geçirildi. +40C’de saklandı. 
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18)  %10 SDS: 50gr Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) tartılıp 300ml bidistile suda 

çözdürüldü. Hacim bidistile su ile 500ml’ye tamamlanıp, 0,2µm porlu vakum 

filtreden geçirildi. Oda sıcaklığında saklandı. 

19)  Western Running Buffer (10X): 15gr Tris Base, 94gr Glycine tartıldı. 900ml 

bidistile suda çözüldü. 50ml %10 SDS eklendi. Hacim 1 litreye tamamlandı. Oda 

sıcaklığında saklandı.  

20)  1X Western Running Buffer: Her yürütmeden önce, yürütülecek Western tankı 

başına 150ml 10X running buffer, 1350ml bidistile su ile karıştırıldı.  

21)  Akrilamid/Bisakrilamid (29/0,8): 145gr Akrilamid (Merck 8,00830.1000) ve 4 

gr Bisakrilamid (Merck, 2610) 400ml bidistile suda çözdürüldü. Hacim 500ml’ye 

tamamlanıp, 0,2µm porlu vakum filtreden geçirildi. Kahverengi şişelere koyulup, 

+40C’de saklandı. 

22)  Akrilamid/Bisakrilamid (29/1): 29 gr Akrilamid ve 1 gr Bisakrilamid, 80ml 

bidistile su içerisinde çözdürüldü. Hacim bidistile su ile 100ml’ye 

tamamlandıktan sonra, 0,2µm porlu vakum filtreden geçirildi. Kahverengi 

şişelere koyulup, +40C’de saklandı. 

23)  Strip Off Solüsyonu: 12,5ml Stacking Buffer, 20ml %10 SDS, 67,5ml bidistile 

su karıştırılıp mikrodalga fırında 30sn kadar (550C’ye gelene kadar) ısıtıldı. 

İçerisine, 704µl beta-merkaptoethanol eklendi ve 550C’ye ayarlanmış 

inkübatörde bekletildi.  

24)  SDS Yükleme Tamponu (2X Laemmli Buffer) : 1ml gliserol, 3ml %10 SDS 

(Merck 8.22050.1000), 1,25 ml (1M) Tris-HCl pH:6,7, 1-2 µg bromofenol 

mavisi eklendi. 0,45µm porlu filtreden geçirilip eppendorflara alikotlandı ve -

200C’de saklandı. Kullanmadan önce 1ml’ye 50 µl β-merkaptoetanol (Sigma 

M3148) ilave edildi. 

25)  EMSA Yükleme Tamponu: 15mg Bromofenol Mavisi tartılıp, 15ml %50 

gliserol içerisinde çözdürüldü. 0.2µm porlu filtrelerden geçirilip alikotlanarak -

200C’de saklandı.  

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

çözüldü. Taze hazırlanıp, maksimum 6 gün +40C’de saklandı.  
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27)  Western Transfer Tamponu: 14,5gr Tris Base ve 7,5gr Glycine (Vivantis 

PR0608) tartılıp, 2 litre bidistile suda çözdürüldü. Kullanılmadan önce 500ml 

Ethanol eklenip karıştırıldı.  

28)  Triton-X Lizis Tamponu: 100mM Sodyum Florür (NaF-Sigma S7920), 50mM 

HEPES (Sigma H3375), 150mM Sodyum Klorür (NaCl- Merck1.06404.1000), 

%10 Gliserol (Sigma G2025), %1,2 Triton-X100 (Merck 1.08603.1000), 1mM 

Magnezyum Klorür (MgCl2-Sigma M8266), 1mM EGTA (Amresco 0732), 

1mM Sodyum-o-vanadate (Sigma S6508) ve 1x proteaz inhibitör kokteyli 

(Roche-cat. no: 11 836 145 001). Solusyon pH: 7,4 (pH metre: Hanna 

Instruments pH 211)’e ayarlandı.  

29)  1,2M HEPES: 2.86gr HEPES, 8ml bidistile suda çözdürüldü, pH’ı 7.5’e 

ayarlanıp hacmi 10ml’ye tamamlandı.  

30)  0,6M MnCl2: 0.97 gr MnCl2.H2O, 10ml bidistile suda çözdürüldü.  

31)  0,6M MgCl2: 1.2 gr MgCl2.6H2O 10ml bidistile suda çözdürüldü.  

32)  JAK2 In vitro Kinaz Tamponu: 60mM HEPES (pH7,5), 3mM MgCl2, 3mM 

MnCl2, 3µM Sodium Orthovanadate (Na3VO4), 1.2mM DTT, 2,5µg/50µl PEG-

20000 olacak şekilde hazırlandı. Bunun için, 18.5mg DTT üzerine 500µl 0,6M 

MnCl2, 500µl MgCl2, 5ml HEPES, 3.3µl Na3VO4, 5mg PEG20000 eklenip, 

hacim 50ml’ye tamamlandı.  

33)  PKA  In vitro Kinaz Tamponu: 50mM Tris-HCl, 10mM MgCl2, 0.1mM 

EDTA, 2mM DTT, %0.01 Brij35 şeklinde hazırlanıp, pH7.5 olacak şekilde 

ayarlandı.  

34)  Whole Cell Extraction (WCE) Tamponu (pH7.0): 20mM HEPES, 400mM 

KCl, 0.5mM EDTA, 0.1mM EGTA, 1mM DTT, 1mM MgCl2, %20 Gliserol, %1 

NP40 şeklinde hazırlanıp, pH7’ye ayarlandı. 50ml içerisinde 1 tablet proteaz 

inhibitör tableti (Roche, 11 836 145 001) çözdürülerek kullanıldı.  

35)  4X Stat3 Gel Shift Lizis Tamponu: 40mM Hepes (pH7.9), 400mM NaCl, 

0,4mM EDTA, %20 Gliserol, %0.04 NP-40, 1mM PMSF, 1mM Na3VO4 

şeklinde hazırlandı.  

36)  Bradford için Stok BSA (10mg/ml): 100mg BSA tartılıp, 10ml steril distile su 

içerisinde çözdürüldü. 0,2µm porlu filtrelerden geçirilip, -20 oC’de saklandı.  
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37)  %50 Gliserol: 50ml %100 gliserol, 50ml bidistile su ile karıştırıldı. 

38)  MTT (5 mg/ml): 50mg (Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium 

bromide (MTT, AppliChem, A2231), 10ml steril 1X PBS içerisinde çözdürüldü 

ve steril kabinde 0,22 µm filtreden geçirilerek karanlıkta muhafaza edildi. 

Kullanılmadan hemen önce hazırlandı. 

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

Sulfurik asit eklenerek hazırlandı.  

3.2. Hücre Kültürü 

Çalışmamız SV-40 virüsünün büyük T antijeni ile transforme insan embriyonik böbrek 

hücre hattı HEK293T kullanılarak gerçekleştirildi. Hücreler, L-glutamin, esansiyel 

olmayan amino asitler, sodyum pirüvat, %10 Fetal Dana Serumu (FBS-Bicochrom cat. 

No:S0115), Penisilin/Streptomisin/Amfotersin B (BI-03 033 113) ve gentamisin 

eklenmiş DMEM (Dulbecco’s Modifeid Eagle Medium – Biochrom FG0415) içinde 

monolayer kültürler halinde;  %5 CO2’lik atmosfer, %95 nem ve  37oC’lik ortamda 

çoğaltıldı. Deneyin gerçekleştirildiği hücrelerin 12-30 pasaj sayısı arasında olmasına 

dikkat edildi. 

3.3.  İnsan TNFR1 plazmidinin, tirozin fosforilasyon ve PKA fosforilasyon 

mutantlarının E. coli DH5α suşuna transformasyonu 

3.3.1 Kompetan Hücre Yapımı 

Daha önceden dondurulmuş ve 600nm dalga boyundaki optik dansitesi 0,2-0,3 olan 

DH5α E.coli bakterilerinden 20µl alınıp, 10ml Luria Broth (LB) sıvı besiyerine koyuldu 

ve 370C çalkalamalı inkübatörde gece boyu inkübe edildi. İnkübasyon sonucunda 

çoğalan bakterilerden 1ml alınıp, 200ml LB besiyerine koyuldu ve 4 saat 370C 

inkübatörde çoğaltıldı. Bakterilerin 600nm dalga boyundaki optik dansitesi 0,2-0,5 

arasına ulaştıktan sonra, buz üzerine alınıp 10 dakika soğuması için bekletildi. 50ml’lik 

falkon tüplere bölünüp, +40C  ve 2000rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatant 

atılıp, her bir tüpe 25ml 50mM CaCl2/10mM Tris (pH:7,4) ilave edildi ve 15 dakika 

buzda bekletildi. Ardından, yine +40C  ve 2000rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatant atılıp, çökelti üzerine 9ml 50mM CaCl2/10mM Tris (pH:7,4) ve 1ml %100 

gliserol eklenip homojenize edildi. 100ul’lik alikotlara ayrılıp -800C’ye kaldırıldı.  
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3.3.2 Kompetan hücrelere plazmidlerin transformasyonu 

Kompetan hücreler, -800C’den buz üzerine çıkartıldı ve buz üzerinde çözülmesine izin 

verildi. Steril bir eppendorfa, kompetan hücreden 50µl ve 50-100ng DNA koyuldu. Buz 

üzerinde yarım saat bekletildikten sonra, 420C’de 1 dakika ısı şoku uygulandı ve tekrar 

buza alındı. Üzerine, 950µl antibiyotiksiz LB eklenip 370C çalkalamalı inkübatörde 1 

saat çoğalmasına izin verildi. Bunun ardından, 100µg/ml Amphicillin eklenmiş 

(antibiyotikli) olan LB-Agar plakalara yayma gerçekleştirildi. Gece boyu inkübasyonun 

ardından, tek koloni seçimi gerçekleştirildi. 

3.3.3 Yabanıl tip ve mutant TNFR1 ekspresyon vektörleri ile transforme edilmiş 

bakterilerden gliserol stok oluşturulması 

Tek koloni seçimi gerçekleştirilmiş bakteriler, LB sıvı besiyerinde çoğaltılıp, 2’şer tüp 

stoklandı. Bunun için, her bir tüpe 500µl bakteri kültürü, 500µl ise %20 gliserol içeren 

antibiyotikli LB besiyeri eklendi ve -800C’ye kaldırıldı. 

3.4.  Plazmid İzolasyonu 

Gliserol stok olarak saklanmış olan bakteriden, 50ul alınıp, 100ml 100µg/ml 

Amphicillin eklenmiş (antibiyotikli) LB besiyerine ekildi ve gece boyu çoğalmasına izin 

verildi. Ertesi gün, kültürler 50ml’lik falkonlara alınıp, 4500rpm’de +40C’de 10 dakika 

santrifüj edildi. Süpernatantlar atılıp, elde edilen çökeltiden Invitrogen Purelink HiPure 

Midiprep kiti (K2100-14) ile plazmid izolasyonu gerçekleştirildi. Kısaca tarif etmek 

gerekirse, çökeltiler RNAz eklenmiş Resüspansiyon Tamponu (50mM Tris-Cl, pH 8.0, 

10mM EDTA, 100ug/mL RNase A)’da çözdürüldükten sonra, eşit hacimde Lizis 

Tamponu (200mM NaOH, 1% SDS) eklendi ve 5-6 defa alt üst edildi. 5 dakika oda 

sıcaklığında bekletildikten sonra yine aynı hacimde soğutulmuş Çökeltme Tamponu 

(3.0M potasyum asetat, pH 5.5. pH ayarı glacial asetik asit ile yapılır) eklenerek alt üst 

edildi. 10000rpm, oda sıcaklığında 15 dakika santrifüj edilirken, anyon değişim 

kolonlarına 10ml Dengeleme Tamponu (0.1 M Sodyum asetat, pH 5.0,  0.6 M NaCl, 

0.15% (v/v) Triton® X-100) eklendi. Dengelenmiş kolonlara santrifüjde elde edilen 

süpernatant pipetle alınarak eklendi ve akmasına izin verildi. Ardından, kolon 2 kere 

(eğer presipitat çoksa 3 kere) 10ml Yıkama Tamponu (0.1 M Sodyum asetat, pH 5.0; 

825 mM NaCl) ile yıkandı. Ardından, kolonda kalan DNA, 5ml Elüsyon Tamponu (100 
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mM Tris-HCl, pH 8.5 1.25 M NaCl) ile temiz 15’lik falkona alındı ve üzerine 3,5ml 

izopropanol (Sigma) eklendi. Alt üst edilip iyice karışması sağlandıktan sonra, 1 dakika 

oda sıcaklığında bekletilip, hemen ardından 10000rpm’de +40C’de 45 dakika santrifüj 

edildi. Supernatant atılıp çökelti üzerine 5ml soğuk %70’lik alkol eklendi ve 

10000rpm’de +40C’de 7 dakika santrifüj edildi. Süpernatant atılıp, çökelti kurumaya 

bırakıldı. Alkol içeriği uçtuktan sonra, çöken DNA, pellet kütlesine göre 200-300ul TE 

(10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 0.1 mM EDTA) içerisinde çözdürüldü. DNA konsantrasyonu, 

µDrop Plate’e 2µl yüklenerek MultiSkan (Thermo) spektrofotometrede ölçüldü.  Ayrıca, 

plazmidlerin yapısal olarak sağlam olup olmadığı, agaroz jel elektroforezi ile kontrol 

edildi.   

3.5.  TNFR1 geninin PCR yöntemi ile Çoğaltılması 

 PCR reaksiyonu, CG  Palm Cycler cihazı kullanılarak gerçekleştirildi.  

3.5.1.  PCR Reaksiyonu, İçeriği ve Koşulları 

 Dizileme yöntemiyle plazmidlerin kontrol edilebilmesi için, pcDNA3.1A vektör 

iskeletini tanıyan primerler kullanıldı. Kullanılan ileri primer dizisi 5’ –

GCGTTTAAACGGGCCCTCTAGACTC-3’, geri primer dizisi ise 5’- 

GTCGACGGCGCTATTCAGATCCTC-3’ idi. PCR reaksiyon karışımı, 5µl Q 

solüsyonu (Qiagen), 2,5µl 10X tampon (Qiagen), 1pmol dNTP, 1pmol ileri primer, 

1pmol geri primer, 3 ünite Taq Polimeraz, 100ng plazmid DNA’sından oluşmaktaydı. 

PCR koşulları, 950C’de 5’ ilk denatürasyonun ardından, 950C’de 45’’, 610C’de 30’’, 

720C’de 2’25’’den oluşan 35 döngü, son olaraksa 720C’de 15’ final uzama evrelerinden 

oluşmaktaydı.  

3.6.  Agaroz Jel Elektroforezi 

3.6.1  %1,5’lik Agaroz Jelin Hazırlanması 

1,5 gram toz agaroz (Sigma Cat. A5093) tartılarak 100 ml 1X TBE’de (Tris-Sigma / 

Borat- Merck 1.00165.1000 / EDTA – Sigma E5134) çözüldü. 50oC’ye gelene kadar 

soğutuldu. 0,5 µg/ml etidyum bromür (Sigma E87519) ilave edildi. Elektroforez 

küvetine taraklar yerleştirilerek sıcak agaroz jel elektroforez küvetine döküldü. Oda 
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sıcaklığında 15-20 dk polimerize olması için beklendi. Jel polimerize olduktan sonra 

taraklar jelden çıkarıldı ve agaroz jel elektroforez tankına (BIORAD) yerleştirildi. 

3.6.2  Agaroz Jelin Yürütülmesi ve Görüntüleme 

%1,5’lik agaroz jel, içerisinde 1X TBE bulunan elektroforez tankına yerleştirildi. PCR 

ürünü ve 100 bç’lik marker yükleme tamponu kullanılarak kuyucuklara mikropipet 

yardımıyla yüklendi. Elektroforez tankına bağlı güç kaynağı ile 100 voltta 40 dk 

yürütüldü. Süre sonundan örnekler UV ışık veren transilluminatör yardımıyla incelendi. 

3.7.  Sanger Dizileme 

PCR ile çoğaltılıp, agaroz jel elektroforezi ile doğrulanan TNFR1 kodlama bölgesi, PCR 

pürifikasyonu’nun ardından tekrar jelde kontrol edildi. Saflaştırılan PCR ürünleri, sekans 

reaksiyonuna tabi tutulup, elde edilen ürünler ethanol presipitasyonu yöntemiyle 

saflaştırıldı. Ardından, ABI MicroAmp Fast 96 kuyucuklu optik plakalara örnekler 

yüklenip 3130XL cihazında yürütülüp analiz edildi.  

3.7.1  PCR pürifikasyonu 

Agaroz jelde kontrol edilen PCR ürünleri, PureLink Quick PCR Purification Kit 

(Invitrogen) kullanılarak saflaştırıldı. Bunun için, 21µl PCR ürünü üzerine 84µl Buffer 

B2 koyulup karıştırıldı ve saflaştırma kolonlarına yüklendi. 10000g (12500rpm)’de 1 

dakika santrifüj edildi. İnen solüsyon atılıp, kolona 650µl Wash Buffer eklendi. 

12500rpm’de 1 dakika santrifüj edildi. İnen solüsyon atıldı ve kolon tekrar, maksimum 

hızda (13400rpm) 2 dakika santrifüj edildi. Kolonun altı peçeteyle kurulandıktan sonra 

steril ependorfa alındı ve 50µl su yüklendi. 1 dakika oda sıcaklığında inkübe edildikten 

sonra, 13400rpm’de 2 dakika santrifüj edildi. Kolon atılıp, tüpe inen DNA agaroz jel 

elektroforezi ile kontrol edildi.  

3.7.2  Sekans Reaksiyonu 

Sekans reaksiyonu, BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit ile kuruldu. 2µl su, 

3.2pmol geri primer, 2µl 5X tampon, 1µl BigDye, 2µl saflaştırılmış PCR ürünü (toplam 

hacim 10µl) karıştırılıp, 960C’de 1 dakika ön denatürasyonun ardından, 960C’de 10’’, 

500C’de 5’’ ve 600C’de 4 dakika aşamalarından oluşan döngülerde 25 döngü boyunca 

tutuldu.  
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3.7.3  Sekans Reaksiyonunun Ethanol Presipitasyonu ile Saflaştırılması 

Sekans reaksiyon ürünleri, 2µl 3M NaAc (pH5.2) ile karıştırılıp steril eppendorflara 

alındı. PCR tüpleri, 30µl soğuk %100 ethanolle yıkanıp, karışım eppendorflara eklendi. 

Eppendorflar, en az 30 dakika boyunca -200C’de tutuldu. Bunun ardından, maksimum 

hızda +40C’de 20 dakika santrifüj yapıldı. Süpernatant, dibe değmeden pipetle alınıp 

atıldı. 500µl soğuk %70 ethanol eklenip, maksimum hızda +40C’de 7 dakika santrifüj 

yapıldı. Süpernatant yine dibe değmeden atılıp, tüpler SpeedVac vakum konsantratör 

cihazında orta (medium) hızda kurutuldu.  

3.7.4  Sekans Ürünlerinin Cihaza Yüklenmesi 

Kurutulan sekans reaksiyon ürünleri, 15µl enjeksiyonluk su ile çözülüp MicroAmp Fast 

96 kuyucuklu optik plakalara transfer edildi. ABI 3130 Genetic Analyzer cihazında, 

Sequencing Analysis programında yürütüldü. Sequencing Analysis yazılımı kullanılarak, 

sekans analizi gerçekleştirildi. Elde edilen sonuçlar, FourPeaks for MacOS yazılımı 

kullanılarak değerlendirildi ve resimlendirildi.  

3.8.  HEK293T Hücrelerinin CaPO4 Presipitasyonu Yöntemi ile Transfeksiyonu 

293T hücreleri, transfeksiyondan bir gün önce, 100mm’lik hücre kültür kaplarına, ertesi 

gün %60-70 yaygınlıkta olacak şekilde pasajlandı. Hücre kültür kabı başına 8µg düşecek 

şekilde, her seferinde ikişer tekrarlı transfeksiyon gerçekleştirildi. Bunun için, 16µg 

plazmid DNA’sı steril 15ml’lik tüp içerisine alındı. Hacmi 1ml’ye tamamlayacak 

miktarda, oda sıcaklığına getirilmiş 2X HBS eklendi. Gerekli havalandırma sağlanarak, 

1ml 0,25M CaCl2 damla damla eklendi ve presipitat oluşana kadar oda sıcaklığında 

inkübasyona bırakıldı. Presipitatlar tüp kenarlarında gözlemlenince, tüpler vortekslendi 

ve pipetaj yapılarak transfeksiyon karışımı 950µl/plate dağıtıldı. Gece boyu inkübe 

edildikten sonra, ertesi gün besiyeri uzaklaştırıldı ve %10 oranında gliserol ya da DMSO 

içeren besiyeri koyulup 1 dakika bekletildi. Ardından bu besiyeri de alınıp, yerine %10 

serumlu tam kültür besiyeri koyuldu.  

3.9.  HEK293T Hücrelerinin TNF-α ile muamelesi 

Transfekte edilip şoklanmış ve taze besiyeri eklenmiş olan hücrelerden, transfeksiyonun 

48.saatinde besiyeri uzaklaştırıldı ve yerine 5ml serumsuz besiyeri koyuldu. Hücre 

kültür inkübatöründe 16 saat serumsuz besiyerinde inkübe edilen (serum starvation) 
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hücrelere, 5µl Sodyum Orthovanadate (Na3VO4) eklenip 1 saat inkübe edildi. Ardından, 

10ng/ml konsantrasyonda olacak şekilde TNF eklenip istenen süre boyunca inkübe 

edildi.  

PKA aktivasyonunun sağlanacağı durumda, Hücrelere Na3VO4 muamelesinin ardından 

10µl Forskolin eklenip 30 dakika inkübasyonu sağlandı. Bu sürenin sonunda TNF 

muamelesi gerçekleştirildi.  

İstenen ajanlarla muamele edilen hücrelerden, hücre lizatı toplandı.  

3.10.  Western Blot için Hücre Lizatı Hazırlanması 

Hücrelerden besiyeri uzaklaştırılıp, hücreler PBS ile yıkandı. Ardından, petrilere 

uygulanacak işleme göre 500µl-1ml arası TritonX lizis tamponu eklendi ve petriler buz 

üzerine alındı. Cell scraper ile hücreler kazınarak, 1.5ml’lik eppendorf tüplerine alındı. -

800C’de saklandı. Kullanılmadan önce, en az 1 dakika vortekslenerek çözdürüldü ve 

10000rpm’de 1 dakika santrifüjlendi. Süpernatant, steril tüpe alınıp 800C’de saklandı. 

Deney günü, protein konsantrasyonu belirlendi. 

3.11.  Stat3 Gel Shift (EMSA) İçin Hücre Lizatı Hazırlanması 

Transfeksiyon sonrası 48.saatte, hücrelerden besiyeri uzaklaştırılıp, serum starvation 

yapıldı. 16 saat serumsuz ortamda kültüre edilen hücrelerden, hiçbir muamele 

yapılmaksızın ya da 30 dakika 10ng/ml TNF ile muamele edilerek lizat toplandı. Bunun 

için, hücreler 1X PBS ile 1 kere yıkandıktan sonra, petrilere, içerisine proteaz inhibitör 

kokteyli eklenmiş olan (1tablet/50ml) soğuk PBS koyuldu ve hücreler kazınarak 

1.5ml’lik eppendorf tüplere alındı. 13400rpm’de 2 dakika santrifüj yapıldı ve 

süpernatant atıldı. Pellet, 300µl Stat3 Gel Shift lizis tamponu ile vortekslenerek çözüldü. 

Alikotlanarak 800C’de saklandı. Deney günü, protein konsantrasyonu belirlendi. 

3.12.  Kaspaz Aktivasyon Deneyi için Hücre Lizatı Hazırlanması 

Transfeksiyon sonrası 48. saatte, serum starvation yapılmaksızın, hücrelere 10ng/ml 

konsantrasyonda TNF muamelesi yapıldı ya da kontrol olarak bırakıldı. 24 saat sonra, 

hücre besiyerleri alındı, lizatlar 500µl soğuk PBS ile kazınarak toplandı ve 1.5ml’lik 

eppendorf tüplere aktarıldı. 13400rpm’de 1 dakika santrifüjün ardından, süpernatantlar 

atıldı ve pellet 50µl Cell lysis buffer (Biovision K106-200; Biovision K113-200) 
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içerisinde çözdürüldü. Buz üzerinde 10 dakika bekletildi ve 13400rpm’de 1 dakika 

santrifüjlendi. Süpernatant temiz tüpe alınıp -800C’de saklandı.  Deney günü, protein 

konsantrasyonu belirlendi. 

3.13.  Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi (Bradford) 

Toplanan hücre lizatlarının protein miktarı Bradford (BioRad 500-0006) reaktifi 

kullanılarak BSA standartına karşı gerçekleştirildi. Kısaca tarif etmek gerekirse, stok 

BSA (10mg/mL) solüsyonundan 1µg/µl olacak şekilde BSA solüsyonu hazırlandı. 

Standart eğrinin çizilmesi için bu solüsyondan üçlü tekrarlar olacak şekilde 96 

kuyucuklu kaplara 1, 3, 5, 7 ve 9µg olacak şekilde ayrı ayrı konuldu. Yine -80oC’deki 

hücre lizatları buzda eritilerek aynı 96 kuyucuklu kaba üçer tekrar olacak şekilde 1’er µl 

ilave edildi. BSA standardı ile örnekler spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda 

okundu. Üçlü tekrarların ortalama verisi alınarak oluşturulan standart eğrinin formülüne 

göre örneklerin protein konsantrasyonları belirlendi. 

3.14.  Immunopresipitasyon (IP) 

Western blot için toplandığı şekilde toplanan hücre lizatlarının protein konsantrasyonu 

belirlendikten sonra, istenen protein miktarını (protein miktarı deneye göre değişkenlik 

gösterebilmekteydi) içeren hücre lizatı, steril ependorfa alındı. Hacim, içerisinde proteaz 

inhibitörü bulunan TritonX lizis tamponu ile 950µl’ye tamamlandı. Üzerine, 50µl 

Agaroz-ProteinG/A boncuklar (Santa Cruz, sc-2003) eklendi ve +4 oC’deki nutatörde 1 

saat çalkalamalı olarak inkübe edildi. 1 saat sonunda, örnekler 10000rpm’de 1 dakika 

santrifüjlendi ve süpernatant temiz tüpe alındı (Pre-clearing aşaması). 1mg protein 

lizatına  2µg antikor olacak şekilde indirilmek istenen proteini tanıyan antikor eklendi ve 

+4 oC’deki nutatörde 4 saat inkübasyona bırakıldı. 4 saat sonra, tüplere 100µl Agaroz-

ProteinA/G eklendi ve yine +4 oC’deki nutatörde gece boyu inkübasyona bırakıldı. Ertesi 

gün, örnekler 10000rpm’de 1 dakika santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. 1000µl tritonX 

lizis tamponu eklenip tekrar santrifüjlendi ve süpernatant atıldı. Bu yıkama aşaması, en 

az 2 defa tekrarlandı. En son yıkamadan sonra, çökelti hiç süpernatant kalmayacak 

şekilde temizlendi ve içerisine β-merkaptoethanol eklenmiş olan SDS yükleme tamponu 

eklendi. Kaynar suda, her 1.5 dakikada bir vortekslenmek suretiyle 5 dakika kaynatıldı. 

10000rpm’de 1 dakika santrifüj gerçekleştirildi ve örnekler SDS jele dibe değmeden 
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alınarak yüklendi. Sonrasında western blot ile analiz gerçekleştirildi. Her bir IP’nin 

incelenmesi için, presipitasyon yapılan antikor hangi organizmadansa (fare ya da tavşan) 

o organizmanın IgG’si ile de bir tüpte IP yapılarak, IgG kontrol örneği sağlandı.  

3.15. Western Blot (WB) 

3.15.1 SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) için jelin hazırlanması 

Resolving (ayrıştırıcı) jel, istenen konsantrasyona, yani incelenecek protein büyüklüğüne 

göre, aşağıdaki tablo’dan yola çıkarak hazırlandı. APS ve TEMED eklenir eklenmez, 

ayarlanmış camların arasından döküldü. Üzeri, %1 SDS ile kaplanarak polimerizasyon 

esnasında dalgalanması engellendi.  

Resolving Jel 7% 10% 12% 15% 
ddH2O 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 Hazırlama Ölçüsü 

Alt jel donduktan sonra, stacking (hizalayıcı) jelin hazırlanmasına geçildi. Bir jel için 

3ml su, 1.25ml stacking buffer, 625µl Akrilamid/Bisakrilamid (29/0.8), 50µl %10 SDS, 

50µl APS ve 5µl TEMED koyularak hazırlanan karışım, jelin üzerine SDS atılıp suyla 

yıkandıktan sonra döküldü. Taraklar takılıp donması için 1 saat beklendi.  

3.15.2 Örneklerin jelde yürütülmesi 

Bradford yöntemiyle protein miktari belirlenen örneklerden 100 µg alınarak üzerine yarı 

hacminde β-merkaptoetanol içeren SDS yükleme tamponu konuldu ve 95oC’de 5 dk 

bekletildi. Uygun pipet uçlarıyla, hazırlanan poliakrilamid jele yüklendi. Jele yüklenen 

örnekler stacking jeli geçene kadar 120 voltta, resolving jelde ise 150 voltta yürütüldü 

(Cihaz: Amersham 80-6171-96). Yürüme sonunda PVDF membrana transfer aşamasına 

geçildi. 

3.15.3 SDS-PAGE’de Yürütülmüş Proteinlerin PVDF Membrana Transferi 

Örnekler yürütüldükten sonra transfer için kullanılacak süngerler transfer tamponunda 

ıslatıldı. Transfer aparatının siyah veya negatif yüklü olacak kısmına süngerlerden biri 



35 
	

yerleştirildi. Üzerine transfer tamponunda ıslatılmış whatman kağıdı yerleştirildi. Bunun 

üzerine örneklerin yürütüldüğü jel cam plakalar arasından dikkatli bir şekilde çıkarılarak 

kondu. Jel üzerine saf metanolde ıslatılmış PVDF membran (Biorad Cat. No: 1620177) 

hava kabarcığı kalmayacak şekilde yerleştirildi. Üzerine transfer tamponuyla ıslatılmış 

whatman kağıdı (Sigma Z691011) ve diğer sünger konularak transfer aparatı kapatıldı. 

Bekletmeden transfer tamponuyla doldurulan ve buz içerisine konulmuş transfer 

cihazına yerleştirildi. Plate elektrodlu transfer tankı için 40V, tel elektrodlu transfer tanı 

içinse 73V elektrik akımı ayarlanıp, örnekler gece boyu transfer edildi. 

3.15.4 PVDF Membranın İşaretlenmesi 

Transferin ardından, membranlar methanolde 1 dakika fikse edildikten sonra, işaretleme 

kabına alınıp 2 saat uygun bloklama solüsyonu ile bloklandı. Antikorun karakterine göre 

bloklama solüsyonuna karar verildi. Örneğin, arka plan işaretlemesi (non-spesifik 

bantlar) veren antikorlar kullanılacağında %5 süt tozu, özellikle fosfo-tirozin 

işaretlemesi gibi işaretlemelerdeyse %1 BSA tercih edildi. Bunun ardından, %1 BSA 

içerisinde hazırlanmış antikor dilüsyonları ile 1 saat oda sıcaklığında, ya da gece boyu 

+4 oC’de primer antikor ile muamele edildi. Primer antikorlar alındıktan sonra, blotlar  

1X PBS-T ile 30’ar dakikadan 2 defa yıkandı. Ardından %1 BSA içerisinde 1/5000 ya 

da 1/2500 dilüsyonda hazırlanmış sekonder antikor ile 1 saat oda sıcaklığında 

işaretlendi. Sekonder antikorun uzaklaştırılmasının ardından blot 2x30’ 1X PBS-T ile 

yıkandı. . ECL reaktifi (Biorad Clarity ECL Cat.1705061) ilave edildi ve 1 dk 

beklendikten sonra bu da uzaklaştırıldı ve kemilüminasana duyarlı film karanlık odada 

blot’ın üzerine konarak 1 dakika bekletildi. Görüntüleme için film, film banyo cihazında  

(Kodak 8116428) banyo edildi. 

Görüntülenerek fosforilasyon seviyesi belirlenen proteinlerin, bazal seviyelerinin 

belirlemesi amacıyla işaretlemesi yapılacak spesifik antikor uygulamasından önce 

fosforile formun belirlendiği membrana “strip off” işlemi uygulandı. Strip off ile antikor 

işaretlemesinden kurtulan membranlar, bu defa da total proteini tanıyan antikorlarla yine 

anlatılan şekilde işaretlendi.  
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3.15.5 Strip Off İşlemi 

Çalkalamalı inkübatör ve strip off solüsyonu 55oC’ye getirildi. Ağzı kapalı plastik kaba 

konan membranın üzerine ısıtılmış strip off solüsyonu koyuldu. Membran çalkalamalı 

inkübatörde 30 dk çalkalandı. Bunun ardından solüsyon uzaklaştırıldı ve blot PBS-T (1X 

PBS, %0.1 Tween-20) ile 15’er dakikadan 2 kez oda sıcaklığında yıkandı. Bu aşamadan 

sonra membran tekrar daha önce bahsedilen koşullarda işaretlendi. 

3.16. In Vitro Kinaz Reaksiyonu 

In vitro kinaz reaksiyonu, aşağıda anlatılan şekliyle kurulup inkübasyon süreleri sona 

erdiğinde, içerisinde β-merkaptoethanol olan SDS yükleme tamponunda çözülüp SDS-

PAGE’de yürütüldü ve Western Blot ile analiz edildi.  

3.16.1 JAK2 In Vitro Kinaz Reaksiyonu 

TNFR1’in JAK2 tarafından fosforilasyonunun gösterilmesi için, yabanıl tip TNFR1 ile 

transfekte edilmiş hücreler, Na3VO4 muamelesinin ardından, a) muamele yapılmadan, b) 

30 dakika TNF ile muamele edildikten sonra TNFR1 ve JAK2 immünopresipitasyonu 

gerçekleştirildi. IP sonrası elde edilen çökeltiler (antikor-protein kompleksleri) SDS 

yükleme tamponunda değil, 1ml reaksiyon tamponunda (her bir reaksiyonda kullanılan 

tampon solüsyonlar kısmında yazılıdır) çözdürüldü. Santrifüj yapılıp süpernatantlar 

atıldıktan sonra, tekrar 50µl 1X kinaz tamponunda çözüldü ve bunlar bir tüpte 

birleştirildi. Karışımın üzerine 1 ml kinaz tamponu eklenip, 10000rpm’de 1 dakika 

santrifüjlenip süpernatant atıldı. Bu yıkama aşaması, 2 kere tekrarlandı. Pelletin üzerine, 

50µl JAK2 kinaz tamponu eklenip çözdürüldü. ATP, JAK2 kinaz tamponunda 1/10 

oranında seyreltildikten sonra, tüpe 1µl ATP dilüsyonu (10µM) eklendi. 30oC’de 30 

dakika inkübe edildi. 

3.16.2 PKA In Vitro Kinaz Reaksiyonu 

TNFR1’in PKA tarafından fosforilasyonunun gösterilmesi için, yabanıl tip TNFR1 ile 

transfekte edilmiş hücreler, Na3VO4 muamelesinin ardından,  a) muamele yapılmadan, 

b) 30 dakika TNF-a ile muamele edildikten sonra, c) 1 saat Forskolin muamelesinden 

sonra, d) 1 saat Forskolin ve ardından 30 dakika TNF-a muamelesinden sonra 

toplanarak, TNFR1 immünopresipitasyonu gerçekleştirildi. PKA’nın katalitik alt ünitesi 

hazır olarak satın alındı (NEB P6000S).  
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TNFR1 immünopresipitasyon ürünü, PKA kinaz tamponunda 2 defa yıkanıp 50µl PKA 

kinaz tamponunda çözdürüldü. Başka bir tüpte, 1µl PKA (2.5x106 U/ml), 9 µl su ile 

seyreltildi. Seyreltilmiş PKA’dan 1µl alınarak, TNFR1 tüpüne eklendi. ATP, PKA kinaz 

tamponunda 1/10 oranında seyreltildikten sonra, tüpe 1µl ATP dilüsyonu (10µM) 

eklendi. 30oC’de 30 dakika inkübe edildi. 

3.17. Stat3 Gel Shift (EMSA) Yöntemi 

Stat3 DNA bağlanma etkinliğinin gösterilebilmesi için, Thermo’nun kemilüminesan 

EMSA kitinden (Thermo, 20148) faydalanıldı. Önce küçük (mini) jel aparatına, %6’lık 

akrilamid-bisakrilamid jel döküldü. Bu jelden APS’in temizlenmesi için , jel 120V’da 

yarım saat pre-run’a tabi tutulurken, yabanıl tip ve mutant TNFR1 ile transfekte edilmiş 

hücrelerden 3.12’de anlatıldığı şekilde bağlanma reaksiyonları kuruldu. Pre-run bittikten 

sonra, reaksiyon ürünleri jel’e  yüklendi ve yükleme tamponu jelin ¾’ünü yürüdüğünde 

durduruldu. Ardından, jeldeki ürünler pozitif yüklü naylon membrana transfer edildi. 

Transferden sonra UV altında cross-link işlemi gerçekleştirilip, membran streptavidin-

HRP ile işaretlendi. ECL muamelesinin ardından, radyolojik görüntüleme ile bantlar 

belirlendi.  

3.17.1 %5’lik Akrilamid/Bisakrilamid Jelin Dökülmesi 

Mini jel camları hazırlandıktan sonra, 3.925ml su, 500µl 5X TBE, 1.1ml 

Akrilamid/Bisakrilamid (29/1), 250µl %50 gliserol, 75µl APS ve 5µl TEMED 

karıştırılarak jel hazırlandı. Jel, camların arasından dökülüp tarak takıldı ve donmaya 

bırakıldı. Jel donduktan sonra, soğuk 0.5X TBE yürütme tamponu içerisinde, yarım saat 

120V’da yürütüldü (pre-run).  

3.17.2 Stat3 Bağlanma Reaksiyonunun Kurulması 

Stat3 bağlanma reaksiyonunda, Free Probe ve Supershift deney tüpleri de hazırlandı. 

Free probe, lizat koyulmayan örnekti. Yani bu tüpe, 16.5µl su, 2µl Binding Buffer (kit 

içeriği), 1µl poli-d-IC (pdIC) koyuldu. 10 dakika sonra, 0.5µl Biotin işaretli Stat3 probu 

(Viagene, SIDET003b) eklendi. 20 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi.  
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Reaksiyon tüplerine, 2µl Binding Buffer, 1µl pdIC(400 ng/ml), 10µg protein miktarını 

verecek kadar hücre lizatı, hacmi 19.5µl’ye tamamlayacak kadar su koyuldu. 10 dakika 

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

Supershift tüpüne, 2µl Binding Buffer, 1µl pdIC, 10µg protein miktarını verecek kadar 

hücre lizatı, hacmi 18.5µl’ye tamamlayacak kadar su koyuldu. 10 dakika beklendikten 

sonra 0.5µl Stat3 probu eklendi. 15 dakika sonra, 1µl Stat3 antikoru (Santa Cruz, ) 

eklendi. 15 dakika daha oda sıcaklığında inkübe edildi.  

Reaksiyon sürelerinin sonunda, tüplere 5µl EMSA yükleme tamponu eklenerek 

reaksiyonlar durduruldu ve jele yükleme aşamasına geçildi. 

3.17.3 Jele Yükleme ve Transfer 

Örnekler EMSA yükleme tamponu ile karıştırıldıktan sonra jele yüklendi. 0.5X TBE’de, 

135V’da, yükleme tamponu jelin ¾’ünü geçene kadar yürütüldü. Bu esnada, pozitif 

yüklü naylon membran (Thermo, 77016), 0.5X TBE’ye dengelenmesi için bırakıldı. 

Transfer aşamasında, bir kat sünger, 2 kat whatman kağıdı 0.5X TBE’de ıslatılarak 

kasede koyuldu. Sonra jel, ardından dengelenmiş naylon membran, onların üzerine de 

yine 0.5X TBE’de ıslatılmış 2 kat whatman kağıdı ve sünger koyuldu. Kaset kapatılıp 

transfer tankına yerleştirildi. Transfer, 0.5X TBE içerisinde, +4 oC’de 400mA’de 45 

dakika boyunca gerçekleştirildi.  

3.17.4 UV cross-link ve işaretleme 

Transfer süresi tamamlandıktan sonra kaset açıldı ve membran 254nm dalga boyu UV 

ışığı veren transillüminatöre yerleştirildi. Membran kıvrılana kadar bekletildi. Ardından, 

kit içeriğindeki bloklama solüsyonu ile 15 dakika boyunca oda sıcaklığında bloklandı. 

Bloklama süresi sonunda, 1/300 dilüsyonu verecek kadar Streptavidin-HRP antikoru 

eklenip, Streptavidin’in probdaki Biotin’e bağlanmasına izin verildi. Streptavidin-HRP 

ile 15 dakika işaretlemenin ardından, yıkama solüsyonu ile 3 defa 5’er dakika yıkama 

gerçekleştirildi. Sonrasında, 5 dakika equilibration buffer’da çalkalama yapıldı ve bunun 

ardından equilibration buffer boşaltılıp membran ECL ile 5 dakika muamele edildi. 

Western blot işaretlemesinde olduğu gibi, radyolojik görüntü alındı.  
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3.18. Kaspaz Aktivasyon Deneyleri 

Kaspaz aktivasyon deneyleri, kolorimetrik kaspaz aktivasyon kitleri (Biovision K106-

200 ve K113-200) kullanılarak gerçekleştirildi. Öncelikle, bölüm 3.13’de anlatıldığı gibi 

toplanan lizatların, protein konsantrasyonu  3.14’de anlatılan şekilde belirlendi. Her bir 

lizatın 150µg protein miktarını verecek kadarı 96 kuyucuklu plate’in kuyucuklarına 

alınıp, hacim kitin lizis tamponu ile 50µl’ye tamamlandı. Bir tüpe, 1ml 2X reaksiyon 

tamponu alınıp, bu tüpe 10µl DTT eklendi. Bundan, örneklerin koyulduğu kuyucuklara 

50µl eklendi. Üzerine kaspaz 3 aktivasyon deneyi için 5µl DEVD-pNA, kaspaz 8 

aktivasyon deneyi içinse 5µl IETD-pNA eklendi. Plate’ler, alüminyum folyo ile kaplanıp 

37 oC’de 2 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonunda spektrofotometre (Multiskan 

Spectrum) ile 400nm dalga boyunda ölçüm alındı.  

3.19. NF-κB Aktivasyonunun Belirlenmesi 

Yabanıl tip ve mutant TNFR1 plasmidlerin konsantrasyonları ölçüldü. 96 kuyucuklu 

kültür kaplarının her bir kuyucuğuna 150ng NF-luc ve 150ng yabanıl tip ya da mutant 

TNFR1 plazmidini 25µl serumsuz besiyeri içerisinde verildi. Kuyucuk başına 25µl 

serumsuz besiyeri içerisinde 0.4µl Lipofektamin-2000 (Thermo-Fisher Cat. 18324012)  

olacak şekilde lipofektamin karışımı hazırlanıp kuyucuklara dağıtıldı. 20 dakika 

kompleks oluşumunun ardından, 100µl serumlu besiyeri içerisinde 25.000 293T hücresi 

her bir kuyucuğa dağıtıldı. Transfeksiyon sonrası 24. saatte her örnek için 5’er kuyucuğa 

serumlu besiyeri, 5’er kuyucuğa ise serumlu besiyeri içerisinde final konsantrasyon 

10ng/ml olacak şekilde TNF eklendi. 6 saat sonra ise, OneGlo lusiferaz assay (Promega) 

kullanılarak Fluoroskan Ascent Luminometre ile 20milisaniye ölçüm alındı.  

Lüsiferaz aktivite sonuçlarının, hücre sayısı nedenli farklılıklardan etkilenmemesini 

sağlamak adına, eşzamanlı MTT gerçekleştirilip, lusifer sinyalleri hücre sağkalım 

oranlarına göre normalize edilerek değerlendirildi. 

3.20. MTT Canlılık Testi 

NF-κB aktivasyonunun normalizasyonu için, 6 saat inkübasyon süresi sonrasında, 

kuyucuklara 20µl MTT ajanı eklendi. 37oC sıcaklık ve %5 CO2’li kültür ortamında 4 

saat boyunca inkübe edildi. Süre sonunda, besiyeri-MTT karışımı uzaklaştırılıp, 100µl 



40 
	

DMSO (Dimethylsulfoxide, Sigma) eklenip iyice karıştırılarak boyanın çözünmesi 

sağlandı. Spektrofotometre ile 540nm ve 690nm dalga boylarında ölçüm alındı.  

TNFR1 mutantlarının hücre proliferasyonuna etkilerinin belirlenmesi için, boş, yabanıl 

tip ya da mutant TNFR1 vektörleri, 25µl serumsuz, antibiyotiksiz besiyerinin içerisinde 

300ng olacak şekilde, 10’ar tekrar halinde kuyucuklara dağıtıldı. Üzerlerine, 25µl 

serumsuz ve antibiyotiksiz besiyeri içerisinde 0.4µl Lipofektamin-2000 olacak şekilde 

25µl lipofektamin-besiyeri karışımı eklendi. 20 dakika kompleks oluşumuna izin 

verildikten sonra her bir kuyucuğa serumlu besiyeri içerisinde 25.000 293T hücresi 

eklendi. 24 saat inkübasyonun ardından, 6’şar kuyucuğa final konsantrasyonu 10ng/ml 

olacak şekilde TNF-α, 6’şar kuyucuğa ise taze besiyeri eklendi. 24 saat ek inkübasyon 

süresini takiben, yukarıda anlatıldığı şekilde MTT ajanı eklenip MTT analizi 

gerçekleştirildi.  

3.21. TNFR1 ELISA 

Yabanıl tip ve mutant TNFR1 plasmidlerin konsantrasyonları ölçüldü. Final 

konsantrasyonu 8 ng/µl olacak şekilde serumsuz besiyeri içerisinde çözüldü. Negatif 

kontrol olarak salmon sperm kullanıldı. 96 kuyucuklu platelerde her bir plasmid için, 

12’şer kuyu olacak şekilde 20’şer kuyuya, ilgili plazmidi içeren serumsuz besiyerinden 

25 µl eklendi.  

Lipofektamin ® Transfeksiyon Solüsyonu (Thermo-Fisher Cat. 18324012) serumsuz 

besiyerinde final konsantrasyonu 1,2 µl/ 100 µl olacak şekilde sulandırıldı. Plazmidlerin 

koyulmuş olduğu kuyucuklara, bu solüsyondan 25 µl/kuyucuk şeklinde dağıtıldı. Oda 

sıcaklığında 20 dakika inkübe edildi. Bu esnada, 293T hücreleri tripsinize edilip sayıldı. 

Sayım sonucuna göre, 250000hücre/ml olacak şekilde seyreltilip, inkübasyon süresinin 

sonunda kuyucuklara 100µl/kuyucuk dağıtıldı. Hücreler, 48 saat boyunca 37oC sıcaklık 

ve %5 CO2’ li kültür ortamına  inkübasyona bırakıldı. 48 saat sonunda, her bir 

plazmidle transfekte edilmiş 6’şar kuyuya 10ng/ml konsantrasyonu sağlayacak şekilde 

TNF-α içeren besiyeri, diğer kuyucuklara ise TNF-α içermeyen besiyeri eklendi. 1 saat 

37oC sıcaklık ve %5 CO2’ li kültür ortamında  inkübe edildi. 1 saat sonunda, 

besiyerlerinden 100µl alınıp ELISA plate’lerine (Corning, 3590) aktarıldı. Parafilmle 
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üzeri örtülüp, alüminyum folyo ile sarılan ELISA plate’leri +4 oC’de 48 saat coating için 

bekletildi.  

Kaplama (coating) süresinin sonunda, besiyerleri dökülüp silkelenerek uzaklaştırıldı ve 

100µl %1 BSA eklenerek 1 saat oda sıcaklığında bekletilerek bloklama işlemi 

gerçekleştirildi. Bloklamanın ardından kuyucuklar 2 defa 200µl 1XPBS-T ile yıkandı. 

Yıkama solüsyonu uzaklaştırıldıktan sonra kuyucuklara 1/1000 dilüsyonda hazırlanmış, 

TNFR1 ekstraselüler bölgesini tanıyan goat-anti TNFR1 antikoru (Santa Cruz, sc-

31349) eklenip bu da 2 saat oda sıcaklığında inkübe edildi. Antikor bekleme süresinin 

sonunda tekrar 2 defa 200µl PBS-T ile yıkama işlemi gerçekleştirildi. Ardından, BSA 

içerisinde 1/750 dilüsyonda hazırlanmış ProteinA-HRP (BioRad, 170-6522) eklenip oda 

sıcaklığında, karanlık ortamda 1 saat inkübe edildi. İnkübasyon süresinin sonunda, 

kuyucuklar tekrar 2 defa PBS-T ile yıkandı ve TMB (Thermo, 34021) eklenerek 

karanlıkta 20 dakika inkübe edildi. İnkübasyon süresi sona erip mavi renk oluşunca, 

kuyucuklara ELISA stop solüsyonu (0.16M Sülfürik Asit) eklendi ve 

spektrofotometrede 450nm dalga boyunda ölçüm alındı.  

3.22. Veritabanı Analizi 

TNFR1 aminoasit dizilimine baktığımızda, death domain üzerinde 2 adet potansiyel 

tirozin fosforilasyon motifi, 2 adet de potansiyel PKA fosforilasyon motifi saptamıştık. 

Bunların mass spektrofotometri analizi ile daha önce saptanıp saptanmadığını belirlemek 

için, phosphositePlus (Cell Signaling)  veritabanından (Hornbeck ve ark., 2015) 

faydalandık.  

3.23. Grafikler ve İstatistiksel Analizler 

Western Blot ve EMSA sonuçları, Image J yazılımı ile, sekans sonuçları FourPeaks for 

MacOS yazılımı ile analiz edildi. Grafikler, GraphPad Prism yazılımı ile oluşturulup, 

istatistiksel analizlerde yine aynı yazılımdan faydalanıldı.  
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4. BULGULAR 

4.1 TNFR1 Aminoasit Diziliminin İncelenmesi ile Potansiyel Fosforilasyon 

Motiflerinin Belirlenmesi 

TNFR1 proteininin JAK2 tarafından tirozin fosforilasyonuna, PKA tarafından 

serin/threonine fosforilasyonuna uğratıldığının gösterilmesinin ardından, TNFR1 

üzerindeki potansiyel fosforilasyon motiflerini taradık. Öncelikle, TNFR1 proteininin 

sitoplazmik bölgesinde konsensus PKA fosforilasyon motifini (RxxS/T; x: herhangi bir 

aminoasit) ve bilinen tirozin fosforilasyon motiflerini (YxxM, YxxL, YxxV, YxxI) 

taradık. TNFR1 ölüm bölgesi (DD) üzerinde, 2 adet potansiyel tirozin fosforilasyon 

motifi, 2 adet potansiyel PKA fosforilasyon motifi olduğunu saptadık. Bunun yanı sıra, 

DD’in ardından, proteinin C-terminal bölgesine çok yakın bir SH3 bağlanma motifi 

(PxxP) bulunduğunu belirledik (Şekil 4.1).   

 

Şekil 4.1: TNFR1 aminoasit dizisi üzerindeki potansiyel post-translasyonel modifikasyon noktalarının 
gösterilmesi. İtalik gösterilen bölge TNFR1 sinyal peptidini (1-21 aa arası), altı çizili bölge sitoplazmik 
bölgeyi (235-455 aa arası), koyu yazılı bölge DD bölgesini (356-441 aa arası) göstermektedir. YAAV ve 
YSML (kırmızı) tirozin fosforilasyon motiflerine, RRRT ve REAT (mor) PKA fosforilasyon motiflerine 
uyum göstermektedir. PPAP (yeşil) bölgesi ise, SH3 bağlanma bölgesi motifi ile uyumludur.  

4.2 TNFR1’in Tirozin Fosforilasyonuna Uğradığının Gösterilmesi 

TNFR1’in Akt, ERK, Stat3 gibi yolakları aktive edebildiğinin bilinmesi, bu reseptörün 

tirozin fosforilasyonuna uğruyor olabileceğini düşünmemize neden oldu.  TNFR1’in 

tirozin fosforilasyonuna uğrayıp uğramadığını anlamak için, yabanıl tip TNFR1 vektörü 

ile transfekte edilmiş 293T hücrelerine, farklı süreler boyunca TNF-α muamelesi yaptık. 

Transfeksiyon sonrası 48.saatten itibaren 16 saat serumsuz besiyerinde kültüre edilmiş 

hücrelere, 1 saat Na3VO4 muamelesi yapılarak hücre içi fosfatazların inhibe edilmesinin 
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ardından 15 dakika, 30 dakika, 45 dakika, 60 dakika, 90 dakika ve 120 dakika TNF-α 

muamelesi gerçekleştirildi ve hücre lizatı alındı. Örnekler SDS-PAGE’de yürütüldükten 

sonra western blot ile önce fosfo-tirozin, ardından TNFR1 ve GAPDH işaretlendi. Şekil 

4.2’de görüldüğü üzere, TNFR1, TNF-α muamelesinin 30. Dakikasından itibaren tirozin 

fosforilasyonuna uğramakta ve bu fosforilasyon 2 saat boyunca sürmektedir.   

 

Şekil 4.2: TNFR1 tirozin fosforilasyonunun Western Blot ile gösterilmesi. TNFR1 yabanıl tip vektörü ile 
transfekte edilmiş hücreler 16 saat serum starvation’ın ardından 1 saat fosfataz inhibitörü Na3VO4 ile, 
bunun ardından da belirtilen sürelerde de TNF-α ile muamele edilmiştir. a) Western blot ile, önce fosfo-
tirozin (pY20) işaretlemesi yapılmış, aynı membran strip off ile antikorlardan arındırılarak TNFR1 ve 
GAPDH işaretlemesi yapılmıştır. b) Bağımsız deneylerin sonuçları, ImageJ yazılımı ile analiz edilmiş, 
pY/TNFR1 bant intensiteleri TNF’siz örneklerde 1 kabul edilerek normalize edilmiştir. Grafik çiziminde, 
GraphPad prism yazılımından faydalanılmıştır.   

Fosfo-tirozin western blot sonuçları, TNF-α muamelesinin 30.dakikasından itibaren 

TNFR1 tirozin fosforilasyonunun 2 kat arttığını, 60. Dakikada ise başlangıçtakinin 6 

katına çıktığını göstermekteydi (Şekil 4.2b).  

4.3. TNFR1 Tirozin Fosforilasyonundan Sorumlu Tirozin Kinazın Belirlenmesi 

Bir tirozin kinaz olan JAK2’nin TNF-α muamelesi sonrasında fosforile  olduğu ve 

TNFR1 ile etkileşime girdiği bilindiği için (Minogue ve ark., 2012; Pincheira ve ark., 

2008),TNFR1 tirozin fosforilasyonunu gerçekleştiren kinazın JAK2 olabileceğini 

düşündük. Bu nedenle önce JAK2-TNFR1 arasındaki etkileşimi doğrulamak için 
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immunopresipitasyon, sonrasındaysa JAK2’nin TNFR1’i direk fosforile edip etmediğini 

belirlemek için JAK2 in vitro kinaz reaksiyonu gerçekleştirdik.  

4.3.1 TNFR1 ve JAK2 Arasındaki Fiziksel Etkileşimin Gösterilmesi 

Yabanıl tip TNFR1 plazmidi ile transfekte edilmiş 293T hücrelerinden, yarım saat TNF-

α muamelesi yapılmış ve yapılmamış hücrelerden hücre lizatları toplandı. TNFR1 

monoklonal antikoru ile immunopresipitasyon gerçekleştirilip JAK2 işaretlemesi 

yapıldı. Elde ettiğimiz sonuçlara göre, JAK2, TNF-α yokluğunda TNFR1’e zayıf bir 

şekilde bağlanırken, TNF-α muamelesi ile JAK2-TNFR1 etkileşimi kuvvetlenmektedir 

(Şekil 4.3).  

 

Şekil 4.3: TNFR1-JAK2 arasındaki fiziksel etkileşim. a) TNF muamelesi olmaksızın ve 30 dakika TNF 
muamelesi yapılmış lizatlardan TNFR1 immunopresipitasyonu yapılıp, iki tekrar halinde yüklenmiş ve 
bunlarda JAK2 işaretlemesi gerçekleştirilmiştir. b) TNF muamelesi ile JAK2-TNFR1 etkileşimi yaklaşık 5 
kat kuvvetlenmektedir. Bant intensiteleri ImageJ yazılımı ile analiz edilip GraphPad Prism yazılımı ile 
grafiklendirilmiştir.    

4.3.2 JAK2, TNFR1’i Direkt Olarak Fosforile Etmektedir.  

JAK2’nin TNFR1’i fosforile edip edemediğini göstermek için, TNFR1 aşırı ekspresyonu 

sonrasında TNF-α muamelesi yapılmamış örneklerden TNFR1 immunopresipitasyonu, 

eşzamanlı olarak da 30 dakika 10ng/ml TNF-α muamelesi yapılmış lizatlardan JAK2 

immunopresipitasyonu gerçekleştirildi. JAK2 ve TNFR1 immunopresipitasyon ürünleri 

bir tüpte birleştirilerek, yöntemler kısmında anlatıldığı gibi in vitro kinaz reaksiyonu 

kuruldu. Eş zamanlı olarak, aynı şekilde hazırlanmış olan in vitro kinaz reaksiyon 

tüplerine JAK2 inhibitörü AZD1480 de eklendi. Şekil 4.4’de de gösterildiği gibi, JAK2, 

TNF-α bağlı TNFR1’i tirozin fosforilasyonuna uğratmakta, bu tirozin fosforilasyonu ise 

AZD1480 varlığında baskılanmaktadır.  
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Şekil 4.4: JAK2 in vitro kinaz reaksiyonu. a) TNF-α muamelesi yapılmaksızın ve 30 dakika 10ng/ml TNF 
ile muamele edilmiş lizatlardan çökeltilen JAK2 proteini ile TNF-α muamelesi yapılmamış lizatlardan 
çöktürülen TNFR1 arasında, JAK2 inhibitörü AZD1480 varlığında ve yokluğunda in vitro kinaz 
reaksiyonu gerçekleştirildi. Üst figür TNFR1 işaretlemesini, alt figürse fosfo-tirozin işaretlemesini 
göstermektedir. TNFR1 bantları 4 örnekte de benzer intensitedeyken, belirgin tirozin fosforilasyonunun 
sadece TNF-α varlığında ve AZD1480 yokluğunda gözlendiği görülmektedir. b) Bant intensiteleri ImageJ 
yazılımı ile analiz edilmiş, fosfo-tirozin bant intensiteleri TNFR1 bant intensitelerine oranlanarak 
GraphPad yazılımı ile grafikleştirilmiştir.  

4.4. TNFR1 Tirozin Fosforilasyonu, PKA aktivatörü Forskolin Tarafından 

Baskılanmaktadır 

TNFR1 aracılı TNF-α sinyalleşmesi, PKA aktivasyonuna yol açmaktadır (Sippy ve ark., 

1996). PKA sinyal yolağınınsa; TNFR1 ekzozomal salınımına yol açtığı (Islam ve ark., 

2008), TNFR1’in proliferatif yolaklarını baskılayıp, apoptotik yolaklarını aktive ettiği 

bilinmektedir (Guevara Patino ve ark., 2000; Liu ve ark., 2004 ). TNFR1 ve PKA 

arasındaki bu etki, bize, TNFR1 sinyal yolağının PKA tarafından bir negatif geribesleme 

mekanizması ile düzenlendiğini düşündürdü. PKA aktivasyonunu sağlamak için, Hint 

Kolyoz bitkisi diterpenoidi  olan ve hücre içi cAMP miktarını arttırarak PKA 

aktivasyonu sağlayan Forskolin (Alasbahi and Melzig, 2012) kullanıldı. Şekil 4.5’de de 

gösterildiği gibi, Forskolin TNF-α aracılı TNFR1 tirozin fosforilasyonunu tamamen 

baskıladı.  
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Şekil 4.5: Forskolin varlığında, TNF-α  aracılı TNFR1 tirozin fosforilasyonu engellenmektedir. TNF ve 
Forskolin ile muamele edilmiş ya da edilmemiş lizatlar, SDS-PAGE’de yürütüldükten sonra, önce fosfo-
tirozin antikoruyla, sonrasında ise blotlar strip off yapılıp TNFR1 ve GAPDH antikorlarıyla işaretleme 
gerçekleştirilmiştir. TNFR1’in TNF’li ortamda tirozin fosforilasyonuna uğradığı, Forskolin’in ise TNF 
aracılı tirozin fosforilasyonunu engellediği görülmektedir.  

4.5. TNFR1’in, PKA tarafından Fosforile Edildiğinin Gösterilmesi 

PKA aktivatörü Forskolin’in TNFR1 tirozin fosforilasyonu üzerindeki fosforilasyonu 

engelleyici etkisi, bize TNFR1’in PKA tarafından fosforile ediliyor olabileceğini ve bu 

fosforilasyonların yük itimi nedeniyle tirozin fosforilasyonunu engelleyici rol 

oynayabileceğini düşündürdü. Bu düşüncemizi test etmek amacıyla, öncelikle TNFR1-

PKA etkileşimini immunopresipitasyon ile, sonra ise PKA’nın TNFR1’i direkt olarak 

fosforile edip etmediğini ise in vitro kinaz reaksiyonu ile sorguladık.  

4.5.1 TNFR1 ve PKA Arasındaki Fiziksel Etkileşimin Gösterilmesi 

TNFR1 ve PKA arasındaki etkileşimi sorgulamak için, TNFR1 aşırı ekspresyonu 

sağlanmış hücrelerden Na3VO4 dışında herhangi bir müdahale yapılmaksızın, TNF-α 

muamelesi sonrası, Forskolin muamelesi sonrası ve Forskolin+TNF muamelesi sonrası 

lizat topladık. Bu lizatlardan TNFR1 ve PKA immunopresipitasyonu yapıp, TNFR1 

immunopresipitasyon örneklerinde PKA, PKA immünopresipitasyon örneklerinde ise 

PKA ve TNFR1 işaretlemesi gerçekleştirdik.  Elde ettiğimiz sonuçlara göre, PKA, 

ligandına bağlanan TNFR1’e bağlanmakta ve Forskolin-aracılı PKA aktivasyonu, bu 

bağlantıyı daha da kuvvetlendirmektedir (Şekil 4.6).  
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Şekil 4.6: PKA ve TNFR1 birbirine bağlanmaktadır. a) PKA immunopresipitasyonunda TNFR1 
işaretlemesi, b) PKA immunopresipitasyonunda PKA işaretlemesi, c) TNFR1 immunopresipitasyonunda 
PKA işaretlemesi, d) TNFR1’e bağlanan PKA miktarı (a panelindeki bantlar ImageJ ile analiz edilip 
GraphPad Prism ile grafiklendirilmiştir), e) PKA’ya bağlanan TNFR1 miktarı (c panelindeki bantlar 
ImageJ ile analiz edilip GraphPad Prism yazılımıyla grafiklendirilmiştir).  

4.5.2 TNFR1, PKA Tarafından Direkt Olarak Fosforile Edilmektedir 

TNFR1 ve PKA arasındaki fiziksel etkileşimi gösterdikten sonra, TNFR1’in PKA 

tarafından fosforile edilip edilmediğini in vitro kinaz reaksiyonu kurarak sorgulamak 

istedik. TNFR1 transfeksiyonu sonrasında 48. Saatte serumsuz ortama alınmış, 

sonrasında Na3VO4 ile muamele edilmiş hücrelerden, TNF-α muamelesi yapılmaksızın 

ya da 30 dakika 10ng/ml TNF-α muamelesi sonrasında hücresel lizat toplandı. Bu 

lizatlardan, TNFR1 monoklonal antikoru ile TNFR1 çöktürüldü. Yöntemler kısmında 

anlatılan şekilde, saflaştırılmış şekilde satın alınan PKA katalitik alt ünitesi ile in vitro 

kinaz reaksiyonu kuruldu. Kinaz reaksiyonu, dört tüp şeklinde tasarlandı: 1) TNF 

muamelesi yapılmamış lizattan çöktürülen TNFR1 proteini + PKA katalitik alt ünitesi, 

2) TNF-α muamelesi yapılmış lizattan çöktürülen TNFR1 + PKA katalitik alt ünitesi, 3)   

TNF muamelesi yapılmamış lizattan çöktürülen TNFR1 proteini + PKA katalitik alt 

ünitesi + PKA inhibitörü (PKI), 4) TNF-α muamelesi yapılmış lizattan çöktürülen 

TNFR1 + PKA katalitik alt ünitesi + PKI. Reaksiyon ürünleri, SDS-PAGE’de yürütülüp 
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PKA sübstrat antikoru ile western blot işaretlemesi gerçekleştirildi. Aynı blot, strip off 

yapılıp TNFR1 antikoru ile işaretlendi. Şekil 4.7’de gösterildiği üzere, TNF-α bağlı 

TNFR1, PKA tarafından fosforile edilmekte ve PKI, bu fosforilasyonu engellemektedir.  

 

Şekil 4.7: TNFR1'in PKA tarafından fosforilasyonunun in vitro kinaz reaksiyonu ile gösterilmesi. a) In 
vitro kinaz reaksinyon fosfo-PKA sübstrat işaretlemesi. Üst blot PKA sübstrat işaretlemesini, alt blot 
TNFR1 işaretlemesi. b) a panelindeki bantlar ImageJ ile analiz edilip GraphPad Prism ile 
grafiklendirilmiştir.  

4.6. Veritabanı Analizi ile TNFR1 Proteini Üzerindeki Fosforilasyon 

Noktalarının Doğrulanması 

Aminoasit dizilimine bakarak belirlediğimiz Y360, Y401, T411 ve T417 dizilerinin 

fosforile olup olmadığını öğrenmek için, örneklerimizi hizmet alımı yoluyla Mass 

Spektrometri analizi yapılmak üzere Purdue Üniversitesi’ne gönderdik. Anlaşma 

sağlamış olduğumuz grubun cihaz arızası nedeniyle sonuç elde edememesinden dolayı, 

TNFR1 proteini için  Mass Spektrometri veritabanı Phosphosite.org’da tarama yaptık. 

Bulduğumuz dört motiften üçünün (Y360, Y401, T417) modifikasyonunun Mass 

Spektrometri ile daha önce gösterildiğini belirledik. Fakat bu modifikasyonların hangi 

enzimlerce yapıldığı ve TNFR1 sinyal iletimi üzerinde nasıl bir etkisi olduğu 

bilinmemektedir (Şekil 4.8).  
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Şekil 4.8: TNFR1 proteini üzerindeki post-translasyonel modifikasyonlar. a) TNFR1 aminoasit dizilimi 
üzerinde 1’den fazla defa gösterilmiş post-translasyonel modifikasyonlar. Sarı bölge, ölüm bölgesi 
(DD)’ni göstermektedir. b) LTP: Site-spesifik yöntemlerle gösterilme sayısı, HTP: proteomik keşif modlu 
Mass Spektrometri ile gösterim sayısı. Şekil, 
http://www.phosphosite.org/proteinAction.action?id=4952&showAllSites=true web sayfasından 
alıntılanmıştır.   

4.7. TNFR1 Proteini Üzerindeki Potansiyel Tirozin Fosforilasyon ve PKA 

Fosforilasyon Noktalarının Aspartik Asit ve Alanin Mutantlarının Elde Edilmesi 

TNFR1’in potansiyel fosforilasyon noktalarının motif tabanlı tespitinin ardından, 

fosforilasyonların fonksiyonel etkilerini tespit edebilmek için hedeflendirilmiş 

mutasyonla TNFR1 mutantlarını temin ettik. Daha önceden pcDNA3.1a plazmid 

iskeletine klonlanmış ve bu aşamaya kadarki deneylerde TNFR1 aşırı ekspresyonu 

sağlamak için kullanılmış yabanıl tip TNFR1 vektörü üzerinde, fosforilasyona uğrama 

ihtimali olan Y360, Y401, T411 ve T417 aminoasitlerini, fosforile edilemez alanin (A) 

ve fosforilasyonu taklit edebileceğini düşündüğümüz aspartik asit (D) aminoasitlerine 

hizmet satın alımı yoluyla dönüştürttük. Temin ettiğimiz mutant plazmidlerin dizilerini, 

sekans analizi ile doğruladık (Şekil 4.9).  
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Şekil 4.9: Mutasyona uğratılmış TNFR1 ekspresyon vektörlerinde Y360, Y401, T411 ve T417 aminoasit 
kodonlarının Alanin ve Aspartik Asite dönüşümünü gösteren sekans sonuçları. Sekans görüntülerinin 
resimlerinin üzerinde, hangi mutanta ait oldukları yazılmıştır.  
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4.8. TNFR1 Mutantlarının Ekspresyon Profillerinin Belirlenmesi 

Hedeflendirilmiş mutasyonla elde edilmiş TNFR1 mutantlarının ve yabanıl tip 

TNFR1’in transfeksiyonu sonucunda elde edilen TNFR1 ekspresyon seviyelerinin 

belirlenebilmesi için, boş pcDNA3.1a vektörü ve bu plazmidlerin transfekte edildiği 

hücrelerden transfeksiyon sonrası 24., 48. ve 72. saatlerde  hücre lizatlarını toplayıp 

western blot ile TNFR1 işaretlemesi gerçekleştirdik.  

 

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

TNFR1 işaretleme sonucunda, yabanıl tip TNFR1 vektörünün, 293T hücrelerinin 25 katı 

kadar TNFR1 ekspresyonu sağladığını belirledik. Y401A haricindeki tirozin mutantları, 

TNFR1 p55-60 ekspresyonunu yabanıl tipe gore düşük göstermekte, yine de mock’a 

gore daha yüksek ekspresyon gözlenmekteydi. Ayrıca, bu mutantlarda 40-42kD, 32kD, 

25kD ve 23kD boyutunda kırpılım bantları oluşmaktaydı. 
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4.9. Muhtemel PKA Fosforilasyon Bölge Mutantlarının TNFR1 Tirozin 

Fosforilasyonuna Etkilerinin Belirlenmesi 

TNFR1 aminoasit dizilimine bakarak PKA fosforilasyon motifine uyduğunu 

belirlediğimiz T411 ve T417 noktalarının fosforile edilemez A ve fosforilasyonu taklit 

edeceğini düşündüğümüz D mutantlarını 293T hücrelerine lipofektamin-2000 

aracılığıyla transfekte edip, transfeksiyon sonrası 48. Saatten itibaren 16 saat serumsuz 

ortamda tuttuk. Sonrasında, hücreleri 1 saat Na3VO4 ile muamele edip, TNF-α 

muamelesi olmaksızın ya da 45 dakika TNF-α muamelesi yaparak hücresel lizatları 

topladık. Protein konsantrasyonunu belirledikten sonra, bu örneklerden 100µg protein 

olacak şekilde SDS-PAGE’de yürüttük ve PVDF membrana transfer ettik. Fosfo-tirozin 

antikoru ile işaretleme yaptıktan sonra, strip off yapıp aynı membranlarda TNFR1 ve 

GAPDH işaretledik.  

 

Şekil 4.11: Muhtemel PKA fosforilasyon bölge mutantlarının TNFR1 tirozin fosforilasyonuna etkilerinin 
belirlenmesi. TNFR1 PKA bölge mutantlarının a)A ve b)D mutantları ile transfekte edilmiş hücrelerden 
elde edilen lizatlar SDS-PAGE’de yürütüldükten sonra pY20 antikoru ile western blot yapılıp, blotların 
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strip-off’undan sonra TNFR1 ve GAPDG antikorları ile işaretlendi. a’daki (c) ve b’deki (d) blotlar üstüste 
çakıştırılarak TNFR1’e tekabül eden pY20 bantlarının dansitometrik değerleri, TNFR1 bantlarının 
dansitometrik değerlerine oranlandı. Bazal koşullardaki TNFR1 örneklerindeki pY/TNFR1 oranı 1 kabul 
edilerek normalizasyon gerçekleştirildi. Değerler, GraphPad prism ile grafiklendirildi. 

TNFR1 işaretlemesi ile fosfo-tirozin işaretlemesini üst-üste çakıştırdığımızda, okla 

gösterilen fosfo-tirozin bandının TNFR1 işaretlemesindeki üst banda tekabül ettiğini 

belirledik (Şekil 4.10). Hücreler eşit miktarda transfekte edildiği ve örnekler GAPDH 

bantlarından da anlaşıldığı gibi eşit hücresel protein konsantrasyonunda yüklendiği 

halde, TNFR1 protein ekspresyon seviyeleri örnekler arasında farklılık göstermekteydi. 

Tirozin fosforilasyon oranlarına baktığımızdaysa, 45 dakika TNF-α muamelesinin 

yabanıl tip TNFR1 vektöründe kontrolün yaklaşık 2 katı kadar bir tirozin 

fosforilasyonuna yol açtığını, T417A mutantının tirozin fosforilasyon oranı kontrole 

benzer seyrederken T417D mutantında tirozin fosforilasyonunun hem bazal durumda 

azaldığını, hem de TNF-α muamelesi ile yükselemediğini belirledik. T411A, T411D, 

T411A/T417A ve T411D/T417D mutantlarında ise tirozin fosforilasyonunun hem bazal 

durumda hem de TNF-α muamelesi sonrasında yüksek seyrettiğini belirledik (Şekil 

4.10). 

4.10. TNFR1 Mutantlarının TNF-α Aracılı ERK Aktivasyonuna Etkisinin 

Belirlenmesi 

TNFR1’in fosforilasyon mutantlarının TNF aracılı ERK sinyal iletimine etkisini 

belirleyebilmek için, önce TNF-α aracılı ERK aktivasyon kinetiğini belirlememiz 

gerektiğini düşündük. Bunun için, farklı süreler boyunca TNF-α ile muamele edilmiş 

hücrelerde ERK aktivasyon seviyesini inceledik. Ardından, mutant ekspresyon 

vektörleri ile transfekte edilmiş hücrelerde ERK fosforilasyon seviyesinin yabanıl tip 

TNFR1 vektörü ile transfekte edilmiş hücrelere nazaran nasıl değiştiğini inceledik.  

4.10.1 TNF-α Aracılı ERK Aktivasyon Kinetiğinin Belirlenmesi 

TNF-α aracılı ERK aktivasyon kinetiğini belirlemek için, 16 saat boyunca serum starve 

edilmiş 293T hücrelerine, 1 saat Na3VO4 muamelesinin ardından; 0, 15, 30, 45 ve 60 

dakika TNF-α muamelesi yaptık. Bu hücrelerden lizat alıp, SDS-PAGE’de yürüttük ve 

PVDF membrana transfer sonrasında blotlarda önce fosfo-ERK (pERK), sonra da strip 

off yapıp ERK işaretlemesi gerçekleştirdik. pERK/ERK oranının hesaplanmasıyla, ERK 
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aktivasyon seviyesini belirledik. Elde ettiğimiz sonuca göre, 15 dakika TNF-α 

muamelesi ile ERK aktivasyonu kontrolün 4 katına çıkarken, 30 dakikadan itibaren 

kontrolün 2 katına düşmektedir (Şekil 4.11).  

  

 

Şekil 4.12: TNF-α aracılı ERK aktivasyon kinetiği (TNF Time Course). a) 100µg hücre lizatı ile yapılan 
western blot’da, önce pERK işaretlemesi, sonrasında aynı blot üzerinde strip off’u takip eden ERK 
işaretlemesi gerçekleştirilmiştir. b) Blot’da elde edilen bantların dansitometrik analizi ImageJ ile yapılıp, 
TNF’siz ortamdaki pERK/ERK oranı 1 kabul edilerek değerler normalize edilmiştir. Grafik, GraphPad 
Prism yazımılıyla çizilmiştir.  

4.10.2 TNFR1’in Tirozin Fosforilasyon Mutantlarının ERK Aktivasyonuna 

Etkilerinin Belirlenmesi 

TNF-α aracılı ERK aktivasyonunun 15 dakika TNF-α muamelesi ile maksimum 

seviyesine ulaştığını belirlediğimiz için, mutant vektörlerle yaptığımız deneylerde 15 

dakika 10ng/ml TNF-α muamelesi yapılmıştır. Yabanıl tip ve mutant TNFR1 vektörleri 

ile transfekte edilmiş hücreler, 16 saat serumsuz bekletmenin ardından 1 saat Na3VO4 ile 

muamele edilmiş, ardından TNF-α muamelesi yapılmaksızın ya da 15 dakika TNF-α 

muamelesi yapılarak hücresel lizatlar toplanmıştır. Lizatların protein konsantrasyonunun 

belirlenmesinin ardından, 100µg lizat SDS-PAGE’de yürütülerek pERK ve ERK 

işaretlemeleri gerçekleştirilmiştir. Elde ettiğimiz sonuçlara göre, Y360A mutantında 

ERK aktivasyonu artmışken, Y401A mutantında ERK aktivasyonu azalmıştır. Benzer 

şekilde, Y360D mutantı ile transfekte hücrelerde ERK aktivasyon seviyesinde bir düşüş 

gözlenmekte, Y401D mutantı ile transfekte hücrelerde ise TNF olmaksızın dahi ERK 

aktivasyonu görülmektedir. Dolayısıyla, Y360 noktasının fosforilasyonu ERK 

aktivasyonu üzerinde negatif, Y401 noktasının fosforilasyonu ise ERK aktivasyonu 

üzerinde pozitif etkiye sahiptir (Şekil 4.12).  
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Şekil 4.13: TNFR1 tirozin mutantlarının TNF aracılı ERK aktivasyonuna etkisi. a) Tirozin fosforilasyon 
noktalarının A mutantlarının ERK aktivasyonuna etkisi. b) Tirozin fosforilasyon noktalarının D 
mutantlarının ERK aktivasyonuna etkisi. a ve b’de, üst resim pERK1/2, alt resim aynı blot üzerinde strip 
off sonrası total ERK1/2 işaretlemesini göstermektedir. c) Tirozin fosforilasyon noktalarının A mutantları 
ile farklı zamanlarda tekrarlanmış ERK işaretlemelerinin dansitometrik analiz grafiği d) Tirozin 
fosforilasyon noktalarının D mutantları ile farklı zamanlarda tekrarlanmış ERK işaretlemelerinin 
dansitometrik analiz grafiği c ve d’de, TNF muamelesi yapılmamış yabanıl tip TNFR1 transfekte 
örnekteki pERK/ERK oranı 1 kabul edilerek değerler normalize edilmiştir. 

4.10.3 TNFR1’in PKA Bölge Mutantlarının ERK Aktivasyonuna Etkilerinin 

Belirlenmesi 

PKA bölge mutantları ile transfekte edilmiş hücrelerde, 4.7.2’de anlatıldığı şekilde 

hücresel lizatlar toplanıp, pERK ve ERK işaretlemeleri gerçekleştirildi.  
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Şekil 4.14: Muhtemel PKA fosforilasyon bölge mutantlarının TNF aracılı ERK aktivasyonuna etkisi. a) 
Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarının A mutantlarının ERK aktivasyonuna etkisi. b) Muhtemel PKA 
fosforilasyon noktalarının D mutantlarının ERK aktivasyonuna etkisi. a ve b’de, üst resim pERK1/2, alt 
resim aynı blot üzerinde strip off sonrası total ERK1/2 işaretlemesini göstermektedir. c) Muhtemel PKA 
fosforilasyon noktalarının A mutantları ile farklı zamanlarda tekrarlanmış ERK işaretlemelerinin 
dansitometrik analiz grafiği d) Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarının D mutantları ile farklı 
zamanlarda tekrarlanmış ERK işaretlemelerinin dansitometrik analiz grafiği. c ve d’de, TNF muamelesi 
yapılmamış yabanıl tip TNFR1 transfekte örnekteki pERK/ERK oranı 1 kabul edilerek değerler normalize 
edilmiştir.  

Elde ettiğimiz sonuçlara göre (Şekil 4.13), muhtemel PKA fosforilasyon noktalarının A 

mutantları ERK aktivasyonunu pozitif, D mutantları ise negatif yönde etkilemektedir. 

Dolayısıyla, TNFR1’in PKA tarafından fosforilasyonu, tirozin fosforilasyonunun aksine, 

TNF-α aracılı ERK aktivasyonu için baskılayıcı bir etkiye sahip gibi görünmektedir.  

4.11. TNFR1 Mutantlarının TNFR1 ve Grb2 Arasındaki Fiziksel Etkileşime 

Etkilerinin Belirlenmesi 

TNFR1 ve adaptör protein Grb2 arasında fiziksel interaksiyon daha önce gösterilmiş 

olup, TNFR1 üzerindeki SH3 bağlanma bölgesi aracılığıyla olduğu belirlenmişti (Hildt 

and Oess, 1999). TNFR1 tirozin fosforilasyon mutantlarında farklı seviyelerde ERK 
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aktivasonu gördüğümüz için, bu mutantların Grb2 interaksiyonunun farklı afinitelerde 

olabileceğini düşündük. Bu yüzden, yabanıl tip ve mutant TNFR1 vektörleriyle 

transfekte ettiğimiz hücrelerden aldığımız lizatlarda, His-probe antikorunu kullanarak, 

ektopik eksprese ettiğimiz TNFR1 reseptörlerini çöktürdük. Grb2 antikoru ile işaretleme 

yaptıktan sonra, gördüğümüz Grb2 bantlarını IgG bantlarına oranlayarak rölatif Grb2 

bağlanma etkinliğini hesapladık.  

4.11.1 TNFR1 Tirozin Fosforilasyon Mutantlarının TNFR1 ve Grb2 Arasındaki 

Fiziksel Etkileşime Etkilerinin Belirlenmesi 

TNFR1-Grb2 arasındaki fiziksel interaksiyonun, TNF-α muamelesi olmadığı durumda 

da söz konusu olduğunu, TNF-α muamelesi ile ise bir nebze kuvvetlendiğini belirledik. 

En kuvvetli TNFR1-Grb2 bağlantısını, TNF-α varlığında, Y401D mutantı ile 

gözlemledik. ERK aktivasyon profillerine baktığımızda, bu durum, beklendik bir 

sonuçtu. Tirozin fosforilasyon noktalarının alanin mutantlarına baktığımızdaysa, 

Y401A’da yabanıl tip vektörle transfekte edildikten sonra TNF-α ile muamele edilmiş 

örneklerde gördüğümüze benzer Grb2 bağlantısı gözlemledik. Öte yandan, hem Y360, 

hem de Y401 noktaları alanin ile modifiye edildiğindeyse, Grb2 bağlantısı azalmış, fakat 

tamamen yok olmamıştı. TNF-α muamelesi ise, bu mutantlarda Grb2 bağlantısını 

kuvvetlendirmek yönünde bir etki göstermedi (Şekil 4.14) 
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Şekil 4.15: TNFR1 tirozin fosforilasyon mutantlarının TNFR1 ile Grb2 arasındaki fiziksel etkileşime 
etkilerinin belirlenmesi. TNFR1 tirozin fosforilasyon noktalarının a)A ile ve b) D ile değiştirilmesinin 
Grb2 bağlantısı üzerindeki etkisinin belirlenmesi. c)a’ya, d)b’ye ait grafik. IP: Immunopresipitasyonun 
gerçekleştirildiği antikor. Immunopresipitasyon, sadece transfekte edilen reseptörün indirilebilmesi için 
His-probe antikoru ile, IgG örneğinde ise standart tavşan IgG’si ile yapılmıştır. Western blot, Grb2 
monoklonal antikoru ile gerçekleştirilmiş olup, en sağ kuyucuklar, 50µg hücresel lizatı göstermektedir. 

4.11.2 Muhtemel PKA Fosforilasyon Mutantlarının TNFR1 ve Grb2 Arasındaki 

Fiziksel Etkileşime Etkilerinin Belirlenmesi 

TNFR1 üzerindeki potansiyel PKA fosforilasyon noktalarının alanin ve aspartik asit 

mutantlarına baktığımızda, A mutantlarında, özellikle de hem T411’in hem de T417’nin 

A’ya dönüştürüldüğü mutantta nispi artmış bir Grb2 bağlantısı, D mutantlarında ise, 

özellikle TNF-α varlığında azalmış Grb2 bağlantısı gözlemledik. Hem T411, hem de 

T417’nin D’ye dönüştürüldüğü mutantta, TNF-α varlığında ve yokluğunda Grb2 

bağlantısı yarı yarıya düşmüştü (Şekil 4.15).  
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Şekil 4.16: TNFR1 üzerindeki muhtemel PKA fosforilasyon nokta mutantlarının TNFR1-Grb2 arasındaki 
fiziksel etkileşime etkilerinin belirlenmesi. Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarının a)A ile ve b) D ile 
değiştirilmesinin Grb2 bağlantısı üzerindeki etkisinin belirlenmesi. c)a’ya, d)b’ye ait grafik. IP: 
Immunopresipitasyonun gerçekleştirildiği antikor. Immunopresipitasyon, sadece transfekte edilen 
reseptörün indirilebilmesi için His-probe antikoru ile, IgG örneğinde ise standart tavşan IgG’si ile 
yapılmıştır. Western blot, Grb2 monoklonal antikoru ile gerçekleştirilmiş olup, en sağ kuyucuklar, 50µg 
hücresel lizatı göstermektedir. 

4.12. TNFR1 Mutantlarının TNF-α Aracılı Akt Aktivasyonuna Etkisinin 

Belirlenmesi 

TNF-α aracılı ERK aktivasyonu için yaptığımız gibi, TNF-α aracılı Akt aktivasyonuna 

TNFR1 fosforilasyon mutantlarının etkisini belirlemek için de önce maksimum Akt 

aktivasyonuna yol açan TNF-α muamele süresini belirledik; ardından TNFR1 mutant 

vektörleri ile transfekte ettiğimiz hücrelerde bu belirlenen süre boyunca TNF-α 

muamelesi gerçekleştirip lizat topladık.  
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4.12.1 TNF-α Aracılı Akt Aktivasyon Kinetiğinin Belirlenmesi 

TNF-α aracılı Akt aktivasyon kinetiğini belirlemek için, 16 saat boyunca serum starve 

edilmiş 293T hücrelerine, 1 saat Na3VO4 muamelesinin ardından; 0, 15, 30, 45 ve 60 

dakika TNF-α muamelesi yaptık. Bu hücrelerden alınan lizatlardan 100µg’ı ile western 

blot yaptık. Blotlarda önce Thr308 ve Ser473 fosfo-Akt (pAkt) antikor karışımı ile, 

sonra da strip off yapıp total Akt antikoru ile işaretleme gerçekleştirdik. pAkt/Akt 

oranının hesaplanmasıyla, Akt aktivasyon seviyesini belirledik. Elde ettiğimiz sonuca 

göre, 30 dakika TNF-α muamelesi ile Akt aktivasyonu kontrolün 2 katından daha 

yüksek bir değere çıkmakta, 60 dakikada ise Akt aktivasyonu kontrol seviyesine 

düşmektedir (Şekil 4.16). Bu nedenle, TNFR1 mutantları ile yaptığımız çalışmalarda, 30 

dakika TNF-α muamelesi sonrasında Akt aktivasyonunun nasıl etkilendiğini araştırdık.  

 

Şekil 4.17: TNF aracılı Akt aktivasyon kinetiği (TNF time course). a) 100µg hücre lizatı ile yapılan 
western blot’da, önce pAkt işaretlemesi, sonrasında aynı blot üzerinde strip off’u takip eden Akt 
işaretlemesi gerçekleştirilmiştir. b) Blot’da elde edilen bantların dansitometrik analizi ImageJ ile yapılıp, 
TNF’siz ortamdaki pAkt/Akt oranı 1 kabul edilerek değerler normalize edilmiştir. Grafik, GraphPad Prism 
yazımılıyla çizilmiştir.  

4.12.2 TNFR1’in Tirozin Fosforilasyon Mutantlarının Akt Aktivasyonuna 

Etkilerinin Belirlenmesi 

Yabanıl tip ve tirozin fosforilasyon noktalarının alanin ya da aspartik asite 

dönüştürülmüş olduğu mutant TNFR1 vektörleri ile transfekte hücreler, 16 saat 

serumsuz bekletmenin ardından 1 saat Na3VO4 ile muamele edilmiş, ardından TNF 

muamelesi yapılmaksızın ya da 30 dakika TNF-α muamelesi yapılarak hücresel lizatlar 

toplanmıştır. Lizatların protein konsantrasyonunun belirlenmesinin ardından, 100µg lizat 

SDS-PAGE’de yürütülerek pAkt ve Akt işaretlemeleri gerçekleştirilmiştir. Elde 

ettiğimiz sonuçlara göre, TNFR1 Y360A mutantı, TNF-α muamelesi olmaksızın TNF-α 

muamele edilmiş hücre seviyesinde Akt aktivasyonuna sebep olmuştur. Öte yandan, 
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Y360D mutantı ise TNF-α muamelesi yapılmadığında yine yabanıl tip TNFR1 ile 

transfekte hücrelerin TNF-α muamelesi ile edindiği kadar bir Akt aktivasyonu 

göstermiş, TNF-α muamelesi ise kontrolün 3.5 katı bir Akt aktivasyonuna yol açmıştır. 

Y401A mutantında TNF-α muamelesi Akt aktivasyonuna yol açmazken, Y401D 

mutantında TNF-α verilmeden kontrolün 3 katından daha yüksek Akt aktivasyonu 

gözlenmiştir. TNF-α muamelesi ise, Y401D ile transfekte hücrelerde Akt 

aktivasyonunda ekstra bir artışa yol açmamıştır (Şekil 4.17).  

 

Şekil 4.18: TNFR1 tirozin mutantlarının TNF aracılı Akt aktivasyonuna etkisi a) Tirozin fosforilasyon 
noktalarının A mutantlarının Akt aktivasyonuna etkisi. b) Tirozin fosforilasyon noktalarının D 
mutantlarının Akt aktivasyonuna etkisi. a ve b’de, üst resim pAkt (T308, S473), alt resim aynı blot 
üzerinde strip off sonrası total Akt işaretlemesini göstermektedir. c) Tirozin fosforilasyon noktalarının A 
mutantları ve d) D mutantları ile farklı zamanlarda tekrarlanmış pAkt/Akt işaretlemelerinin dansitometrik 
analiz grafiği. c ve d’de, yabanıl tip TNFR1 ile transfekte edilip TNF ile muamele edilmemiş hücrelerde 
pAkt/Akt oranı 1 kabul edilerek diğer değerler normalize edilmiştir. 

4.12.3 TNFR1’in PKA Bölge Mutantlarının Akt Aktivasyonuna Etkilerinin 

Belirlenmesi 

PKA bölge mutantları ile transfekte edilmiş hücrelerde, 4.8.2 kısmındaki şekilde lizatlar 

toplanıp, pAkt ve Akt işaretlemeleri gerçekleştirildi.  
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Şekil 4.19: Muhtemel PKA fosforilasyon bölge mutantlarının TNF aracılı Akt aktivasyonuna etkisi. a) 
Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarının A mutantlarının Akt aktivasyonuna etkisi. b) Muhtemel PKA 
fosforilasyon noktalarının D mutantlarının Akt aktivasyonuna etkisi. a ve b panellerinde, üst resim pAkt, 
alt resim aynı blot üzerinde strip off sonrası total Akt işaretlemesini göstermektedir.. c) Muhtemel PKA 
fosforilasyon noktalarının A mutantları ve d) D mutantları ile farklı zamanlarda tekrarlanmış pAkt/Akt 
işaretlemelerinin dansitometrik analiz grafiği. c ve d’de, yabanıl tip TNFR1 ile transfekte edilip TNF ile 
muamele edilmemiş hücrelerde pAkt/Akt oranı 1 kabul edilerek diğer değerler normalize edilmiştir. 

Elde ettiğimiz sonuçlara göre, muhtemel PKA fosforilasyon noktalarının alanin ile 

değiştirilmesi, yani PKA fosforilasyonunun engellenmesi, TNF-α aracılı Akt 

aktivasyonunda artışa yol açmaktadır. Özellikle T417A mutantında, TNF-α muamelesi 

olmaksızın dahi yabanıl tip reseptörün TNF-α ile muamelesi sonucunda elde edilen Akt 

aktivasyonundan daha yüksek seviyede Akt aktivasyonu gözlenmektedir. Bu mutant ile 

transfekte hücrelerde, TNF-α muamelesi Akt aktivasyonunda ek bir artışa yol 

açmamıştır. T417D mutantlarında ise, TNF varlığında da, TNF-α yokluğunda da, 

yabanıl tip reseptörle benzer seviyede Akt aktivasyonu gözlemlenmiştir. TNF-α 

muamelesi olmadığı durumda, T411A mutantı yabanıl tip TNFR1 ile benzer miktarda 

Akt fosforilasyonuna yol açsa da, T411D mutantında artmış Akt fosforilasyonu söz 

konusudur (Şekil 4.18).  
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4.13. TNFR1 Mutantlarının TNFR1 ve p85 Arasındaki Fiziksel Etkileşime 

Etkilerinin Belirlenmesi  

4.13.1 TNFR1 Tirozin Fosforilasyon Mutantlarının TNFR1 ve p85 Arasındaki 

Fiziksel Etkileşime Etkilerinin Belirlenmesi 

Yabanıl tip ve mutant TNFR1 reseptörleri ile p85 arasındaki fiziksel etkileşime 

baktığımızda, özellikle Y401D mutantında TNF-α muamelesi yapılmayan koşullarda 

artmış bağlanma kapasitesi gördük. TNF-α muamelesi ile p85 bağlanma kapasitesi 

yabanıl tip reseptörün TNF-α varlığında p85’e bağlanma kapasitesi seviyesine 

inmekteydi. En kuvvetli p85 bağlantısını ise, hem Y360’ın, hem de Y401’in alanine 

çevrildiği ikili A mutantında gözlemledik. TNF-α muamelesi ile bu reseptörün de p85 

bağlama etkinliği düşmekte, fakat hala yabanıl tip reseptörün TNF-α muamelesi ile 

edindiği p85 bağlanma kapasitesinin iki katından daha yüksek bir affinite ile p85’e 

bağlanmaktadır (Şekil 4.19).  

 

Şekil 4.20: TNFR1 tirozin fosforilasyon mutantlarının TNFR1 ile p85 arasındaki fiziksel etkileşime 
etkilerinin belirlenmesi. TNFR1 tirozin fosforilasyon noktalarının a)A ile ve b) D ile değiştirilmesinin p85 
bağlantısı üzerindeki etkisinin belirlenmesi. c)a’ya, d)b’ye ait grafik. Grafikler, p85 bant intensitesinin IgG 
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bant intensitesine bölünmesi ile elde edilmiştir. IP: Immunopresipitasyonun gerçekleştirildiği antikor. 
Immunopresipitasyon, sadece transfekte edilen reseptörün indirilebilmesi için His-probe antikoru ile, IgG 
örneğinde ise standart tavşan IgG’si ile yapılmıştır. Western blot, p85 monoklonal antikoru ile 
gerçekleştirilmiş olup, en sağ kuyucuklar, 50µg hücresel lizatı göstermektedir. 

4.13.2 Muhtemel PKA Fosforilasyon Mutantlarının TNFR1 ve p85 Arasındaki 

Fiziksel Etkileşime Etkilerinin Belirlenmesi 

TNFR1 üzerindeki muhtemel PKA fosforilasyon motiflerinin alanin ve aspartik asit 

mutantlarına baktığımızda, özellikle T411D mutantında, TNF muamelesi ile daha da 

yükselen artmış p85 bağlanma kapasitesi gözlemledik. T417D ve T417A mutantlarında, 

yabanıl tip reseptöre benzer bir p85 bağlanma profili gözlemledik. İkili mutantlarda ise, 

T411A/T417A TNF-α’sız durumda p85’e yabanıl tip reseptörle benzer affiniteyle 

bağlanıyor, fakat TNF-α verildiğinde p85 bağlanma etkinliği çok yükseliyordu. 

T411D/T417D ise, TNF-α’sız durumda dahi sanki TNF-α muamelesi yapılmış gibi 

p85’e bağlanıyor, TNF-α muamelesiyle bağlanma etkinliği biraz daha kuvvetleniyordu 

(Şekil 4.20). 

 

Şekil 4.21: TNFR1 üzerindeki muhtemel PKA fosforilasyon nokta mutantlarının TNFR1-p85 arasındaki 
fiziksel etkileşime etkilerinin belirlenmesi. Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarının a)A ile ve b) D ile 
değiştirilmesinin p85 bağlantısı üzerindeki etkisinin belirlenmesi. c)a’ya, d)b’ye ait grafik. Grafikler, p85 
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bant intensitesinin IgG bant intensitesine bölünmesi ile elde edilmiştir. IP: Immunopresipitasyonun 
gerçekleştirildiği antikor. Immunopresipitasyon, sadece transfekte edilen reseptörün indirilebilmesi için 
His-probe antikoru ile, IgG örneğinde ise standart tavşan IgG’si ile yapılmıştır. Western blot, p85 
monoklonal antikoru ile gerçekleştirilmiş olup, en sağ kuyucuklar, 50µg hücresel lizatı göstermektedir. 

4.14. TNFR1 Mutantlarının TNF-α Aracılı p38 Aktivasyonuna Etkisinin 

Belirlenmesi 

TNF-α aracılı p38 sinyal iletimine TNFR1 fosforilasyon mutantlarının etkisini 

belirlemek için de, ERK ve Akt deneylerinde olduğu gibi, maksimum p38 

aktivasyonunun kaç dakika TNF-α muamelesi sonucu gerçekleştiğini belirledik. 

Ardından, mutant ekspresyon vektörleri ile transfekte edilmiş hücrelerde, fosfo-p38/p38 

oranının yabanıl tip TNFR1 vektörü ile transfekte edilmiş hücrelere nazaran nasıl 

değiştiğini inceleyerek p38 aktivasyonunun nasıl etkilendiğini belirledik.   

4.14.1 TNF-α Aracılı p38 Aktivasyon Kinetiğinin Belirlenmesi 

16 saat boyunca serum starve edilmiş 293T hücrelerine, 1 saat Na3VO4 muamelesinin 

ardından; 0, 15, 30, 45 ve 60 dakika TNF-α muamelesi yaptık. Bu hücrelerden lizat alıp, 

SDS-PAGE’de yürüttük ve PVDF membrana transfer sonrasında blotlarda önce fosfo-

p38 (p-p38), sonra da strip off yapıp p38 işaretlemesi gerçekleştirdik. P-p38/p38 

oranının hesaplanmasıyla, p38 aktivasyon seviyesini belirledik. Elde ettiğimiz sonuca 

göre, 15 dakika TNF-α muamelesi ile p38 aktivasyonu kontrolün 5 katından daha 

yüksek bir değere çıkarken, 30 dakikadan itibaren düşüş başlamakta ve 60.dakikada p38 

aktivasyonu sıfırlanmaktadır. Dolayıyısıyla, TNF-α, p38’i çok hızlı ve geçici bir şekilde 

aktive etmektedir (Şekil 4.21).  

 

Şekil 4.22: TNF aracılı p38 aktivasyon kinetiği. a) 100µg hücre lizatı ile yapılan western blot’da, önce 
pp38 işaretlemesi, sonrasında aynı blot üzerinde strip off’u takip eden p38 işaretlemesi gerçekleştirilmiştir. 
b) Blot’da elde edilen bantların dansitometrik analizi ImageJ ile yapılıp, TNF’siz ortamdaki pp38/p38 
oranı 1 kabul edilerek değerler normalize edilmiştir. Grafik, GraphPad Prism yazımılıyla çizilmiştir.  
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4.14.2 TNFR1’in Tirozin Fosforilasyon Mutantlarının p38 Aktivasyonuna 

Etkilerinin Belirlenmesi 

Tirozin fosforilasyon mutantlarının TNF-α aracılı ya da TNF-α olmaksızın p38 

aktivasyonunu nasıl etkilediğini incelediğimizde, Y360A ve Y401A mutantlarının hem 

TNF’siz hem de TNF’li ortamda p38 aktivasyonunu bariz bir şekilde arttırdığını 

gözlemledik. İlginç bir şekilde, Y360A mutantı ile transfekte edilen hücrelerde TNF’siz 

ortamda çok yüksek seyreden p38 aktivasyon seviyesi, TNF-α verildiğinde bir nebze 

düşmektedir. Yine de bu düştüğü seviye dahi, yabanıl tip TNFR1 vektörü ile transfekte 

edilmiş hücrelerin TNF-α muamelesi sonrası kazandığı p38 aktivasyon seviyesinin 2 

katıdır (Şekil 4.22).   

 
Şekil 4.23: TNFR1 tirozin fosforilasyon mutantlarının TNF aracılı p38 aktivasyonuna olan etkisi. a) 
Tirozin fosforilasyon noktalarının A mutantlarının p38 aktivasyonuna etkisi.. b) Tirozin fosforilasyon 
noktalarının D mutantlarının p38 aktivasyonuna etkisi. a ve b’de, üst resim pp38, alt resim aynı blot 
üzerinde strip off sonrası total p38 işaretlemesini göstermektedir. c) Tirozin fosforilasyon noktalarının A 
mutantları ile farklı zamanlarda tekrarlanmış p-p38/p38 işaretlemelerinin dansitometrik analiz grafiği. d) 
Tirozin fosforilasyon noktalarının D mutantları ile farklı zamanlarda tekrarlanmış pp38/p38 
işaretlemelerinin dansitometrik analiz grafiği. c ve d’de, yabanıl tip TNFR1 ile transfekte edilip TNF ile 
muamele edilmemiş hücrelerde pp38/p38 oranı 1 kabul edilerek diğer değerler normalize edilmiştir. 
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4.14.3 TNFR1’in PKA Bölge Mutantlarının p38 Aktivasyonuna Etkilerinin 

Belirlenmesi 

TNFR1’in PKA bölge mutantlarının TNF-α aracılı p38 aktivasyonuna etkisine 

baktığımızda, muhtemel PKA fosforilasyon bölgelerinin A mutantlarının TNF-α aracılı 

p38 aktivasyonunu engellediğini, TNF’siz ortamdaki p38 aktivasyon seviyelerinde ise 

belirgin bir farklılık olmadığını gözlemledik. D mutantlarında ise, ilginç bir şekilde, 

TNF’siz ortamda normal seyreden p38 aktivasyon seviyesi, TNF-α muamelesinin 

ardından çok düşük seviyelere gerilemektedir (Şekil 4.23).  

 

Şekil 4.24: Muhtemel PKA fosforilasyon bölge mutantlarının TNF aracılı p38 aktivasyonuna etkisi. a) 
Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarının A mutantlarının ve b) D mutantlarının TNF aracılı p38 
aktivasyonuna etkisi. Üst blot, pp38; alt blot p38. c) Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarının A 
mutantları ve d) D mutantları ile farklı zamanlarda tekrarlanmış pp38/p38 işaretlemelerinin dansitometrik 
analiz grafiği. yabanıl tip TNFR1 ile transfekte edilip TNF ile muamele edilmemiş hücrelerde pp38/p38 
oranı 1 kabul edilerek diğer değerler normalize edilmiştir. 
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4.15. TNFR1 Mutantlarının TNF-α Aracılı CREB Fosforilasyonuna Etkilerinin 

Belirlenmesi 

TNF-α’nın, CREB fosforilasyonuna yol açtığı bilinmekte ve bu fosforilasyonun 

p38 aracılığıyla olduğu düşünülmektedir (Gustin ve ark., 2004; Ono ve ark., 2006). Biz 

de p38 aktivasyon profillemesinin ardından, TNFR1 mutantlarının CREB aktivasyonunu 

nasıl etkilediğini de inceledik.  

4.15.1 TNF-α Aracılı CREB Aktivasyon Kinetiğinin Belirlenmesi 

Farklı süreler boyunca TNF-α ile muamele edilmiş 293T hücrelerinden alınan 

lizatlarla yaptığımız western blot ile, TNF-α aracılı CREB fosforilasyonunun 15 dakika 

TNF-α muamelesinden sonra kontrolün 4 katına çıktığını, 1 saat boyunca da stabil 

kaldığını belirledik (Şekil 4.24). Bu nedenle, TNFR1 mutantlarının CREB 

fosforilasyonu üzerindeki etkisini incelediğimiz deneylerde, 15 dakika TNF-α 

muamelesi gerçekleştirdik. 

 

Şekil 4.25: TNF aracılı CREB aktivasyon kinetiği (TNF time course). a) 100µg hücre lizatı ile yapılan 
western blot’da, önce pCREB işaretlemesi, sonrasında aynı blot üzerinde strip off’u takip eden CREB 
işaretlemesi gerçekleştirilmiştir. b) Blot’da elde edilen bantların dansitometrik analizi ImageJ ile yapılıp, 
TNF’siz ortamdaki pCREB/CREB oranı 1 kabul edilerek değerler normalize edilmiştir. Grafik, GraphPad 
Prism yazımılıyla çizilmiştir.  

4.15.2 TNFR1 Tirozin Fosforilasyon Mutantlarının CREB Fosforilasyonuna 

Etkilerinin Belirlenmesi 

Yabanıl tip TNFR1 eksprese eden hücrelerde, 15 dakika TNF-α muamelesi, 

CREB fosforilasyonunu kontrolün iki katına çıkartmaktadır. Y360A ve Y401A 

mutantlarında, CREB fosforilasyonu, TNF-α muamelesi olmaksızın TNF-α muamelesi 

yapılan hücrelerdeki kadar gözlenmekte, TNF-α muamelesi ise CREB fosforilasyonunda 

ekstra bir artışa yol açmamaktadır. Her iki tirozinin birden alanine çevrildiği mutantta 

ise, yabanıl tip TNFR1’deki gibi bir CREB fosforilasyon paterni izlenmektedir. 
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Tirozinlerin fosforilasyonunu taklit ettiğini düşündüğümüz D mutantlarına 

baktığımızdaysa, Y401D mutantının yabanıl tip reseptöre benzer bir CREB 

fosforilasyon profili sergilediğini; Y360D mutantınınsa hem TNF’siz, hem de TNF’li 

ortamda artmış CREB fosforilasyonuna yol açtığını gözlemledik. Y360D/Y401D 

mutantındaysa, TNF’siz ortamda kontrolün yarısına düşmüş olan CREB fosforilasyonu, 

TNF-α muamelesinin ardından yabanıl tip reseptörü eksprese edip TNF-α ile muamele 

edilmiş hücrelerin seviyesine çıkmıştır (Şekil 4.25) 

 

Şekil 4.26: TNFR1 tirozin fosforilasyon mutantlarının CREB fosforilasyonuna etkisi. a) Tirozin 
fosforilasyon noktalarının A mutantlarının ve b) D mutantlarının CREB aktivasyon fosforilasyonuna 
etkisi. a ve b’de, üst resim pCREB, alt resim aynı blot üzerinde strip off sonrası total CREB işaretlemesini 
göstermektedir. c) a’daki d) b’deki blotların dansitometrik analiz grafiği. c ve d’de, yabanıl tip TNFR1 ile 
transfekte edilip TNF ile muamele edilmemiş hücrelerde pCREB/CREB oranı 1 kabul edilerek diğer 
değerler normalize edilmiştir. 
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4.15.3 TNFR1 Muhtemel PKA Fosforilasyon Bölge Mutantlarının CREB 

Fosforilasyonuna Etkilerinin Belirlenmesi 

Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarının A ve D mutantlarına baktığımızda, hem A 

mutantlarında, hem de D mutantlarında azalmış CREB fosforilasyonu gözlemledik (Şekil 4.26).  

 

Şekil 4.27: Muhtemel PKA fosforilasyon bölge mutantlarının CREB fosforilasyonuna etkilerinin 
belirlenmesi. a) Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarının A mutantlarının ve b) D mutantlarının TNF 
aracılı CREB aktivasyonuna etkisi. Üst blot, pCREB; alt blot CREB. c) a’da, d) b’de gösterilen verilerin 
dansitometrik analizi. Yabanıl tip TNFR1 ile transfekte edilip TNF ile muamele edilmemiş hücrelerde 
pCREB/CREB oranı 1 kabul edilerek diğer değerler normalize edilmiştir. 
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4.16. TNFR1 Mutantlarının TNF-α Aracılı JNK Aktivasyonuna Etkisinin 

Belirlenmesi 

4.15.1 TNF-α Aracılı JNK Aktivasyon Kinetiğinin Belirlenmesi 

16 saat boyunca serum starve edilmiş 293T hücrelerine, 1 saat Na3VO4 

muamelesinin ardından; 0, 15, 30, 45 ve 60 dakika TNF-α muamelesi yaptık. Bu 

hücrelerden lizat alıp, SDS-PAGE’de yürüttük ve PVDF membrana transfer sonrasında 

blotlarda önce fosfo-JNK (pJNK), sonra da strip off yapıp JNK işaretlemesi 

gerçekleştirdik. pJNK/JNK oranının hesaplanmasıyla, JNK aktivasyon seviyesini 

belirledik. TNF-α aracılı JNK aktivasyonu da, TNF-α aracılı p38 aktivasyonu gibi, hızlı 

ve geçici bir şekilde gerçekleşmektedir. 15 dakika TNF-α muamelesi ile JNK 

aktivasyonu kontrolün 12 katından daha yüksek bir değere çıkarken, 30 dakikadan 

itibaren kontrolün 2 katına düşmektedir (Şekil 4.27).  

 

Şekil 4.28: TNF aracılı JNK aktivasyon kinetiği. a) 100µg hücre lizatı ile yapılan western blot’da, önce 
pJNK işaretlemesi, sonrasında aynı blot üzerinde strip off’u takip eden JNK işaretlemesi 
gerçekleştirilmiştir. b) Blot’da elde edilen bantların dansitometrik analizi ImageJ ile yapılıp, TNF’siz 
ortamdaki pJNK/JNK oranı 1 kabul edilerek değerler normalize edilmiştir. Grafik, GraphPad Prism 
yazımılıyla çizilmiştir.  

4.16.2 TNFR1’in Tirozin Fosforilasyon Mutantlarının JNK Aktivasyonuna 

Etkilerinin Belirlenmesi 

TNFR1 tirozin fosforilasyon mutantlarının JNK aktivasyonu üzerindeki etkisini 

incelemek için yabanıl tip ve mutant TNFR1 ile hücreleri transfekte edip TNF-α 

muamelesi olmaksızın ya da 15 dakika TNF muamelesi ile lizatları topladık. İlginç bir 

şekilde, TNFR1 transfeksiyonu, özellikle de mutant TNFR1 vektörlerinin 

transfeksiyonu, pJNK1 ve pJNK2 arasında kalan üçüncü bir fosforile JNK izoformunun 

belirgin hale gelmesine neden oluyordu. pJNK1 ve pJNK2 bantlarını analiz ettiğimizde, 



74 
	

JNK1 fosforilasyonun da, JNK2 fosforilasyonunun da bütün mutantlarda yabanıl tip 

TNFR1’e göre daha düşük olduğunu belirledik. Mutantlar kendi içerisinde 

değerlendirildiğindeyse, her bir noktanın D mutantının, A mutantına nazaran daha düşük 

JNK aktivasyonu ile sonuçlandığı görülmekteydi (Şekil 4.28).  

  

Şekil 4.29: TNFR1 tirozin fosforilasyon mutantlarının TNF aracılı JNK aktivasyonuna olan etkisi. a) 
Tirozin fosforilasyon noktalarının A mutantlarının ve b) D mutantlarının JNK aktivasyonuna etkisi. Üst 
resim pJNK, alt resim JNK işaretlemesi c) ImageJ ile a ve b’deki figürler analiz edilip GraphPad ile 
grafiklendirilmiştir.  

JNK1 ve JNK2 ile eşleşmeyen, ortadaki pJNK bandı da dikkate alınarak analiz 

gerçekleştirildiğinde, pJNK/JNK oranının, D mutantlarında A mutantlarına göre daha 

düşük olduğu daha bariz bir şekilde ortaya çıkmaktadır. A mutantları ile yabanıl tip 

TNFR1 arasındaki belirgin fark azalmakta fakat bunlara nazaran tirozin 

fosforilasyonunun taklit edilmesi durumunda JNK aktivasyonu baskılanmaktadır (Şekil 

4.29). 
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Şekil 4.30: TNFR1 tirozin mutantlarının TNF aracılı JNK aktivasyonuna olan etkilerinin bütün fosfo-JNK 
bantları değerlendirilerek incelenmesi. Şekil 4.21’deki figürde bulunan bütün fosfo-JNK bantlarının 
intensiteleri analiz edilip toplandıktan sonra, bütün JNK bantlarının toplam intensitesine bölünerek 
hesaplama yapılmıştır. Yabanıl tip TNFR1 ile transfekte edilip TNF olmaksızın toplanan lizatlardaki 
pJNK/JNK oranı 1 kabul edilerek bütün değerler normalize edilmiş ve GraphPad Prism ile 
grafiklendirilmiştir.  

4.16.3 TNFR1’in PKA Bölge Mutantlarının JNK Aktivasyonuna Etkilerinin 

Belirlenmesi 

TNFR1’in PKA bölge mutantlarının TNF-α aracılı JNK aktivasyonuna etkisine 

baktığımızda, JNK1 ve JNK2 bantları ayrı ayrı değerlendirildiğinde, PKA 

fosforilasyonunun engellendiği ya da taklit edildiği mutantlar arasında sonuca vardırıcı 

bir fark gözlenmemektedir. Dolayısıyla PKA fosforilasyonunun TNF-α aracılı JNK 

aktivasyonunda etkisinin olmadığı düşünülebilir (Şekil 4.30). Öte yandan, tirozin 

fosforilasyon mutantları gibi, JNK’da da 3 fosfo-JNK bandının intensitesi 2 JNK 

bandının intensitesine oranlandığında ise, D mutantlarında, kendilerine tekabül eden A 

mutantlarına nazaran daha yüksek pJNK/JNK seviyesi tespit edilmektedir (Şekil 4.31). 

Dolayısıyla, PKA fosforilasyonu, TNF-α aracılı JNK aktivasyonunu destekliyor 

görünmektedir.  
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Şekil 4.31: Muhtemel PKA fosforilasyon bölge mutantlarının TNF aracılı JNK aktivasyonuna etkisi. a) 
Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarının A mutantlarının ve b) D mutantlarının TNF aracılı JNK 
aktivasyonuna etkisi. Üst blot, pJNK; alt blot JNK. c) ) ImageJ ile a ve b’deki figürler analiz edilip, 
TNFR1 transfekte, TNF’siz lizattaki pJNK/JNK oranı 1 kabul ederek değerler normalize edilmiş ve 
GraphPad ile grafiklendirilmiştir.  

 

Şekil 4.32: TNFR1 muhtemel PKA fosforilasyon mutantlarının TNF aracılı JNK aktivasyonuna etkisinin 
bütün pJNK bantları dikkate alınarak değerlendirilmesi 
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4.17. TNFR1 Mutantlarının TNF-α Aracılı Stat3 Y705 Fosforilasyonuna 

Etkisinin Belirlenmesi 

TNFR1’in, Stat3’ü aktive ettiği bilinmektedir (Guo ve ark., 1998a). JAK2’nin 

TNFR1’i fosforile ettiğini göstermiş olmamız da, TNFR1 aracılı Stat3 aktivasyonunu bu 

tez çalışması açısından daha önemli bir yere taşımaktadır. Bu yüzden, diğer yolaklarda 

olduğu gibi, Stat3 için de önce TNF-α aracılı fosforilasyon kinetiğini belirledik, 

ardından mutantlarla transfekte edilmiş hücrelerde yabanıl tip TNFR1 ile transfekte 

edilmiş hücrelere göre Stat3 fosforilasyon seviyesinin nasıl değiştiğini inceledik.  

4.17.1 TNF Aracılı Stat3 Y705 Fosforilasyon Kinetiğinin Belirlenmesi 

Stat3 Y705 fosforilasyon kinetiğini incelediğimizde, TNF-α muamelesinin 

15.dakikasında Stat3 fosforilasyonunun gözlemlenmeye başladığını, 30. dakikada 

maksimum seviyesine eriştiğini, 45. dakikada ise  tekrar 15 dakika seviyesine 

gerilediğini belirledik (Şekil 4.32). Bu yüzden, Stat3 aktivasyonunu incelediğimiz 

deneylerde, 30 dakika TNF-α muamelesi sonrasında hücresel lizatları topladık.  

 

Şekil 4.33: TNF aracılı Stat3 aktivasyon kinetiği (TNF time course). a) 100µg hücre lizatı ile yapılan 
western blot’da, önce pStat3 işaretlemesi, sonrasında aynı blot üzerinde strip off’u takip eden Stat3 
işaretlemesi gerçekleştirilmiştir. b) Blot’da elde edilen bantların dansitometrik analizi ImageJ ile yapılıp, 
TNF’siz ortamdaki pStat3/Stat3 oranı 1 kabul edilerek değerler normalize edilmiştir. Grafik, GraphPad 
Prism yazımılıyla çizilmiştir.  

4.17.2 TNFR1’in Tirozin Fosforilasyon Mutantlarının Stat3 Y705 

Fosforilasyonuna Etkilerinin Belirlenmesi 

Yabanıl tip ya da tirozin mutant TNFR1 ekspresyon vektörleri ile transfekte 

edildikten sonra, 1 saat Na3VO4 ile muamele edilip, TNF’siz ya da 30 dakika TNF-α 

muamelesi yapılarak toplanan lizatlarda pStat3 ve Stat3 işaretledik. Elde ettiğimiz 

sonuçlara göre, TNFR1 Y360D mutantı, TNF-α muamelesi olmaksızın dahi yabanıl tip 

vektörle transfekte edilip TNF-α ile muamele edilmiş hücrelerden daha yüksek seviyede 

Stat3 fosforilasyonu göstermiştir. Y401D mutantında ise, TNF-α’siz ortamda kontrole 
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benzer seviyede Stat3 fosforilasyonu söz konusuyken, TNF-α muamelesi sonrasında 

Stat3 fosforilasyon seviyesi ciddi bir şekilde düşmektedir. İkili D mutantında ise, hem 

TNF-α’siz hem de TNF’li ortamda çok düşük Stat3 fosforilasyonu söz konusudur. 

Y401A mutantında, Y401D’deki durumun tam tersi, yani artmış Stat3 fosforilasyonu 

gözlenmiştir. Y360A’da ise, TNF muamelesi Stat3 fosforilasyonunda bir artışa yol 

açmamıştır  (Şekil 4.33).  

 

Şekil 4.34: TNFR1 tirozin mutantlarının TNF aracılı Stat3 aktivasyonuna etkisi a) Tirozin fosforilasyon 
noktalarının A mutantlarının ve b) D mutantlarının Stat3 aktivasyon fosforilasyonuna etkisi. a ve b’de, üst 
resim pStat3, alt resim aynı blot üzerinde strip off sonrası total Stat3 işaretlemesini göstermektedir. c) 
a’daki d) b’deki blotların dansitometrik analiz grafiği. c ve d’de, yabanıl tip TNFR1 ile transfekte edilip 
TNF ile muamele edilmemiş hücrelerde pStat3/Stat3 oranı 1 kabul edilerek diğer değerler normalize 
edilmiştir. 

4.17.3 TNFR1’in PKA Bölge Mutantlarının Stat3 Y705 Fosforilasyonuna 

Etkilerinin Belirlenmesi 

Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarının A ve D mutantları ile yaptığımız Stat3 

işaretlemelerinde, PKA fosforilasyonunun engellenmesinin Stat3 fosforilasyonunu 

engellediğini, bu etkinin T411’de daha baskın, T417’de daha az belirgin olduğunu 

belirledik. T411D ve T417D mutantlarında ise, yabanıl tip TNFR1’den daha farklı bir 
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Stat3 fosforilasyon seviyesi gözlemlenmedi. Öte yandan hem T411’in hem de T417’nin 

değiştirildiği ikili A mutantında da, ikili D mutantında da Stat3 fosforilasyonu 

baskılanmıştı (Şekil 4.34).  

 

Şekil 4.35: Muhtemel PKA fosforilasyon bölge mutantlarının TNF aracılı Stat3 aktivasyonuna etkisi. a) 
Muhtemel PKA fosforilasyon A mutantlarının ve b) D mutantlarının Stat3 aktivasyon fosforilasyonuna 
etkisi. a ve b’de, üst resim pStat3, alt resim aynı blot üzerinde strip off sonrası total Stat3 işaretlemesini 
göstermektedir. c) a’daki d) b’deki blotların dansitometrik analiz grafiği. c ve d’de, yabanıl tip TNFR1 ile 
transfekte edilip TNF ile muamele edilmemiş hücrelerde pStat3/Stat3 oranı 1 kabul edilerek diğer değerler 
normalize edilmiştir. 

4.18. TNFR1 Mutantlarının TNFR1-Stat3 Arasındaki Fiziksel Etkileşime 

Etkilerinin Belirlenmesi 

 Çalışmamızda, TNFR1 post-translasyonel fosforilasyonlarının, TNFR1 aracılı 

Stat3 fosforilasyonunun yanı sıra, TNFR1 ve Stat3 arasındaki fiziksel etkileşimi nasıl 

etkilediğini de inceledik. 4 bağımsız deneyde, TNFR1 Y401D mutantının Stat3’e en 

kuvvetli bağlanan reseptör formu olduğunu belirledik. 30 dakika TNF muamelesi 

sonrasında ise, Y401D mutantı ile Stat3 arasındaki bağlantının çok düşük seviyelere 

gerilediğini gözlemledik (Şekil 4.35). Bu gözlem, Y401D mutantı ile transfekte 
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hücrelerde, TNF-α muamelesi sonrasında Stat3 fosforilasyonunda gördüğümüz düşüş ile 

benzerlik sergilemektedir (Şekil 4.33).  

 

Şekil 4.36: TNFR1 tirozin mutantlarının TNFR1-Stat3 fiziksel etkileşimine etkilerinin belirlenmesi. 
TNFR1 tirozin fosforilasyon noktalarının a)A ile ve b) D ile değiştirilmesinin Stat3 bağlantısı üzerindeki 
etkisinin belirlenmesi. c)a’ya, d)b’ye ait grafik. IP: Immunopresipitasyonun gerçekleştirildiği antikor. His: 
His-probe antikoru, IgG: standart tavşan IgG’si. Western blot, Stat3 monoklonal antikoru ile 
gerçekleştirilmiş olup, en sağ kuyucuklar, 50µg hücresel lizatı göstermektedir..  

Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarının A ve D ile değişiminin Stat3-TNFR1 

etkileşimi üzerine olan etkilerine baktığımızda ise, hem A mutantlarının, hem de D 

mutantlarının yabanıl tip TNFR1’e göre Stat3 bağlanma etkinliğinin daha düşük 

olduğunu belirledik. Özellikle T417A mutasyonunda, Stat3-TNFR1 etkileşimi TNF’siz 

ortamda çok azalmakta, TNF varlığında ise ortadan kalkmaktadır. Dolayısıyla, T417 

fosforilasyonu değilse bile, T417 aminoasidi, TNFR1-Stat3 bağlantısı açısından önemli 

görünmektedir (Şekil 4.36).  
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Şekil 4.37: TNFR1 muhtemel PKA fosforilasyon mutasyonlarının TNFR1-Stat3 fiziksel etkileşimine 
etkilerinin belirlenmesi. TNFR1 PKA fosforilasyon noktalarının a)A ile ve b) D ile değiştirilmesinin Stat3 
bağlantısı üzerindeki etkisinin belirlenmesi. c)a’ya, d)b’ye ait grafik. IP: Immunopresipitasyonun 
gerçekleştirildiği antikor. His: His-probe antikoru, IgG: standart tavşan IgG’si. Western blot, Stat3 
monoklonal antikoru ile gerçekleştirilmiş olup, en sağ kuyucuklar, 50µg hücresel lizatı göstermektedir. 

4.19. TNFR1 Mutantlarının Stat3’ün DNA’ya Bağlanma Kapasitesine Etkilerinin 

Belirlenmesi 

Stat3’ün aktivasyonundan bahsedilebilmesi için DNA’ya bağlanma etkinliğinin 

de değerlendirilmesi gerektiğini düşündük. Bu nedenle, Stat3 EMSA (Electro-Mobility 

Shift Assay /gel shift) deneyi gerçekleştirdik. Gördüğümüz bantlardan hangisinin Stat3 

bandı olduğunu belirleyebilmek için, yabanıl tip TNFR1 ile transfekte edilip TNF-α ile 

muamele edilmiş örnekle kurduğumuz reaksiyonlardan birine, EMSA uyumlu Stat3 

antikoru ekledik. Antikor eklenmesi, bantlardan birinde supershift’e neden oldu. Bu 

sayede, bu bandın Stat3 bandı olduğundan emin olduk (Şekil 4.37).  
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4.19.1 TNFR1 Tirozin Fosforilasyon Mutantlarının Stat3’ün DNA’ya Bağlanma 

Kapasitesine Etkilerinin Belirlenmesi 

Stat3 tirozin fosforilasyon mutantlarının Stat3 EMSA sonuçlarına baktığımızda, 

Y360A ve Y401A mutantlarında TNF-α yokluğunda; Y360D ve Y401D mutantlarında 

ise hem TNF-α’lı, hem de TNF’siz ortamda artmış Stat3 aktivasyonu gözlemledik. 

Y360D mutantına TNF muamelesi Stat3 aktivasyonunda hafif bir artışa daha yol açıp 

Y401D seviyesine gelmesine yol açarken, Y401D transfeksiyonunda TNF-α muamelesi 

Stat3 aktivasyon seviyesinde belirgin bir fark oluşturmamaktaydı (Şekil 4.37).  

 

Şekil 4.38: TNFR1 tirozin fosforilasyon mutantlarının Stat3 EMSA sonuçları. Tirozin fosforilasyon 
noktalarının a) A mutantlarının ve b) D mutantlarının EMSA sonuçları. Free probe örnekleri, lizat 
koyulmaksızın kurulan reaksiyon ürünü, Supershift ise monoklonal Stat3 antikoru eklenmiş olan 
reaksiyon ürününü göstermektedir. a ve b’de en sol kuyucuklar free probe, a’da en sağ kuyucuk supershift 
deneyidir. c) a’daki, d) b’deki sonuçların dansitometrik analizleri, üst bantların (stat3) intensitesinin,  alt 
bantların (non-spesifik) intensitesiyle toplamına oranlanması ile (Stat3/Stat3+nonspesifik) 
gerçekleştirilmiş; grafikler GraphPad Prism ile çizilmiştir. 
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4.19.2 TNFR1’in Muhtemel PKA Fosforilasyon Bölge Mutantlarının Stat3’ün 

DNA’ya Bağlanma Kapasitesine Etkilerinin Belirlenmesi 

PKA fosforilasyon bölge mutantlarının TNF-α varlığında ve yokluğunda Stat3 

DNA bağlanma kapasitesine olan etkilerini incelediğimizde, T411A mutantında TNF-α 

muamelesi sonrasında, T417A mutantında ise TNF-α muamelesi yapılmadan artmış 

Stat3 aktivasyonu gözlemledik. T417A mutantında TNF muamelesi sonrasında Stat3 

aktivasyonunda bir azalma söz konusuydu. Öte yandan, T411D ve T417D mutantlarının 

her ikisinde de, hem TNF-α varlığında, hem de TNF-α yokluğunda artmış Stat3 

aktivasyonu söz konusuydu (Şekil 4.38).  

 

Şekil 4.39: TNFR1 muhtemel PKA fosforilasyon mutantlarının Stat3 EMSA sonuçları. T411 ve T417 
noktalarının a) A mutantlarının ve b) D mutantlarının EMSA sonuçları. a ve b’de en sol kuyucuklar Free 
probe örnekleridir. c) a’daki, d) b’deki sonuçların dansitometrik analizleri, üst bantların (stat3) 
intensitesinin,  alt bantların (non-spesifik) intensitesiyle toplamına oranlanması ile 
(Stat3/Stat3+nonspesifik) gerçekleştirilmiş; grafikler GraphPad Prism ile çizilmiştir 
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4.20 TNFR1 Mutantlarının İnsülin Sinyalleşmesine Etkilerinin Belirlenmesi 

TNF-α’nın,  IRS-1’in serin/threonin fosforilasyonuna yol açarak tirozin 

fosforilasyonunu engellediği ve bu yolla insülin sinyalleşmesini baskıladığı bilinmektedir 

(Feinstein ve ark., 1993; Hotamisligil ve ark., 1996). TNFR1 post-translasyonel 

fosforilasyonlarının insülin sinyalleşmesinin TNF tarafından baskılanması sürecini nasıl 

etkilediğini belirlemek için, yabanıl tip ve mutant vektörlerle transfekte edilmiş hücrelere, TNF 

varlığında ve TNF yokluğunda 5 dakika insülin muamelesi gerçekleştirdik. Bu hücrelerden 

topladığımız lizatları kullanarak western blot ile önce fosfo-tirozin işaretlemesi, ardından strip 

off yapıp aynı blotlarda IRS1 işaretlemesi gerçekleştirdik. Böylece, IRS-1 tirozin 

fosforilasyonunun mutant reseptörlerden nasıl etkilendiğini saptamaya çalıştık.  

4.20.1 TNFR1 Tirozin Fosforilasyon Mutantlarının İnsülin Sinyalleşmesine 

Etkilerinin Belirlenmesi 

Tirozin fosforilasyon mutantlarının IRS-1 tirozin fosforilasyonu üzerindeki 

etkilerini incelediğimizde (Şekil 4.39), Y360A mutantını eksprese eden hücrelerde, 

TNF-α varlığında ve yokluğunda insülin indüklü IRS1 tirozin fosforilasyonunun yabanıl 

tip TNFR1 eksprese eden hücrelerle benzer seviyelerde olduğunu, Y401A ve 

Y360A/Y401A mutantlarını eksprese eden hücrelerdeyse özellikle TNF yokluğunda 

artmış IRS-1 tirozin fosforilasyonu gözlendiğini belirledik.  
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Şekil 4.40: TNFR1 tirozin fosforilasyon mutantlarının IRS1 tirozin fosforilasyonuna etkilerinin 
belirlenmesi. Y360 ve Y401 noktalarının a) A mutantları ve b) D mutantları ile transfekte edilmiş 
hücrelerde TNF varlığında ve yokluğunda insülin muamelesi yapılmış, fosfo-tirozin (pY20) ve IRS-1 
işaretlemeleri gerçekleştirilmiştir. c) a’daki, d)b’deki blotlardaki pY bant intensiteleri, IRS-1 bant 
intensitelerine oranlanarak relatif IRS-1 tirozin fosforilasyon değerleri hesaplanmış, yabanıl tip TNFR1 ile 
transfekte edilip TNF ile muamele edilmemiş hücrelerdeki pY/IRS-1 oranı 100 kabul edilerek değerler 
normalize edilmiştir.  

Tirozin fosforilasyonunu taklit ettiğini varsaydığımız aspartik asit 

mutasyonlarında ise durum tam tersiydi. IRS1 tirozin fosforilasyonu, Y360D ve Y401D 

mutantlarında TNF-α muamelesine gereksinim duyulmaksızın baskılanmış, 

Y360D/Y401D mutantında ise tamamen ortadan kalkmıştı. Y360D’de TNF-α 

muamelesi IRS-1 fosforilasyonunu bir nebze daha azaltmış, Y360D/Y401D’de ise TNF-

α muamelesi ile çok hafif bir IRS-1 tirozin fosforilasyonu gözlemlenmeye başlanmıştı 

(data gösterilmedi). Dolayısıyla, TNFR1’in tirozin fosforilasyonu, insülin 

sinyalleşmesinin baskılanmasında primer rolü oynuyor görünmektedir.  
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4.20.2 TNFR1 Muhtemel PKA Fosforilasyon Bölge Mutantlarının İnsülin 

Sinyalleşmesine Etkilerinin Belirlenmesi 

 Muhtemel PKA fosforilasyon bölge mutantlarının TNF-α varlığında ve 

yokluğunda IRS-1 tirozin fosforilasyonu üzerindeki etkilerini incelediğimizde (Şekil 

4.40), T417A mutantında TNF-α muamelesi yapılmamış, T411A/T417A mutantındaysa 

TNF-α muamelesi yapılmış hücrelerde artmış IRS-1 tirozin fosforilasyonu gözlemledik. 

T411D ve T417D mutantlarındaysa, hem TNF-α varlığında, hem de TNF-α yokluğunda 

azalmış IRS-1 tirozin fosforilasyonu, dolayısıyla baskılanmış insülin sinyalleşmesi söz 

konusuydu (Şekil 4.40).  

 

Şekil 4.41: TNFR1 muhtemel PKA fosforilasyon bölge mutantlarının IRS1 tirozin fosforilasyonuna 
etkilerinin belirlenmesi. T411 ve T417 noktalarının a) A mutantları ve b) D mutantları ile transfekte 
edilmiş hücrelerde TNF varlığında ve yokluğunda insülin muamelesi yapılmış, fosfo-tirozin (pY20) ve 
IRS-1 işaretlemeleri gerçekleştirilmiştir. c) a’daki, d)b’deki blotlardaki pY bant intensiteleri, IRS-1 bant 
intensitelerine oranlanarak relatif IRS-1 tirozin fosforilasyon değerleri hesaplanmış, yabanıl tip TNFR1 ile 
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transfekte edilip TNF ile muamele edilmemiş hücrelerdeki pY/IRS-1 oranı 100 kabul edilerek değerler 
normalize edilmiştir.  

4.21. TNFR1 Mutantlarının TNF Aracılı NF-κB Aktivasyonuna Etkisinin 

Belirlenmesi 

TNFR1 mutantlarının NF-κB aktivasyonuna olan etkilerini belirleyebilmek için, 

293T hücrelerini, yabanıl tip ve mutant TNFR1 vektörleri ile beraber, promotor 

bölgesinde NF-κB bağlanma bölgesi bulunduran lusiferaz reporter plazmidi (NF-luc) ile 

de ko-transfeksiyona uğrattık.  

 TNFR1 tirozin fosforilasyon mutantlarının transfekte edildiği hücrelerden alınan 

lusiferaz sinyallerini değerlendirdiğimizde, Y401A mutantı haricindeki mutantlarının 

hepsinin bazal NFκB aktivitesini susturduğunu, Y401A’da TNFR1 transfekte edilmemiş 

hücreden daha yüksek fakat yabanıl tip TNFR1 transfekte edilmiş hücreden daha düşük 

NFκB aktivitesi gözlendiğini belirledik. Bunun yanı sıra; Y360A, Y360A/Y401A, 

Y360D ve Y401D mutantlarında, TNF-α gözlenen  NFκB aktivitesinin yabanıl tip 

vektörle transfekte edilmiş hücrelerde TNF-α gözlenenden daha düşük olduğunu gördük 

(Şekil 4.41, tablo 4.1). TNF-α varlığında bazala nazaran NFκB aktivasyonunda 

gözlenen artış, bütün mutantlarda yabanıl tip TNFR1’den daha yüksekti.  

 

Şekil 4.42: TNFR1 tirozin fosforilasyon mutantlarının NFkB aktivitesine etkisinin belirlenmesi. Lusiferaz 
aktivitesine bağlı olarak değerlendirilen NF-κB aktivitesi, mock transfekte edilip TNF muamelesi 
yapılmamış hücrelerde 1 kabul edilerek normalize edildi. Veriler GraphPad prism yardımıyla 
grafiklendirildi ve istatistiksel analiz gerçekleştirildi.  
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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 mutantlarının NF-kB aktivasyonuna olan etkilerinin Mann Whitney U test'e 
göre p değerleri 

Muhtemel PKA fosforilasyon bölgelerinin A ve D mutantlarına baktığımızda ise, 

bazal NFκB aktivitesinin T411A mutantında arttığını, T417A’da ise azaldığını 

belirledik. T411D mutantında ise bazal NFκB aktivitesi, yabanıl tip TNFR1 ile 

transfekte hücrelerden anlamlılık derecesinde farklı değildi. T411D, T417D ve 

T411D/T417D mutantlarında TNF-α varlığında gözlenen NFκB aktivitesi hem mock 

transfekte, hem de yabanıl tip TNFR1 ile transfekte hücrelerden daha düşüktü. 

T411A/T417A mutantında TNF-α varlığında yabanıl tip TNFR1 ile transfekte hücrelere 

benzer NFκB aktivasyonu gözlenirken, T411A mutantında TNF-α varlığında görülen 

NFκB aktivasyonu yabanıl tip TNFR1 ile transfekte hücrelerin 1,5 katı idi.  

 

Şekil 4.43: Muhtemel PKA fosforilasyon bölge mutantlarının NFkB aktivitesine etkisinin belirlenmesi. 
Lusiferaz aktivitesine bağlı olarak değerlendirilen NF-κB aktivitesi, mock transfekte edilip TNF 
muamelesi yapılmamış hücrelerde 1 kabul edilerek normalize edildi. Veriler GraphPad prism yardımıyla 
grafiklendirildi ve istatistiksel analiz gerçekleştirildi.   
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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 mutantlarının NF-kB aktivasyonuna olan etkilerinin Mann Whitney 
U test'e göre p değerleri 

	

4.22. TNFR1 Mutantlarının Hücre Sağ Kalımına Etkilerinin Belirlenmesi 

TNFR1 post translasyonel modifikasyonlarının hücre proliferasyonunu nasıl 

etkilediğini belirlemek için, MTT analizinden faydalandık. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT),  hücresel NAD(P)H-bağımlı oksidoredüktazlar 

tarafından formazan’a indirgenir. Formazan renk yoğunluğunun kolorimetrik ölçümüyle, 

o anda analiz edilen örneklerdeki metabolik aktivite gösteren hücre miktarı görece 

olarak hesaplanabilir (Mosmann, 1983). Biz de, boş pcDNA3.1a plazmidi ile, yabanıl tip 

ve mutant TNFR1 plazmidleri ile 293T hücrelerini Lipofektamin-2000 aracılı ters 

transfeksiyonuna uğrattık. Transfeksiyon sonrası 48. Saatten itibaren, hücrelere taze 

besiyeri ya da 10ng/ml final konsantrasyona erişecek şekilde TNF-α içeren taze besiyeri 

ekleyip 24 saat inkübe ettik. İnkübasyon süresinin ardından, MTT analizini 

gerçekleştirdik.  

Elde ettiğimiz sonuçlara göre, yabanıl tip TNFR1 vektörü ile transfekte hücreler, 

boş plazmidle transfekte edilmiş hücrelere göre daha düşük sağ kalım göstermektedir. 24 

saat TNF-α muamelesi ektopik TFNR1 transfeksiyonu yapılmamış hücrelerde hücre sağ 

kalımını anlamlı bir şekilde etkilemezken, yabanıl TNFR1’in ektopik ekspresyonunun 

sağlandığı hücrelerin sağ kalımını azaltmaktadır.  Y360D mutantı yabanıl tip TNFR1’e 

göre anlamlı şekilde artmış, Y401D mutantı ise yabanıl tip TNFR1’e göre anlamlı 

şekilde azalmış proliferasyona neden olmaktadır. Tirozin fosforilasyonunun engellendiği 

mutantlarda TNF-α muamelesi ile hücre sağ kalımı yabanıl tip vektörle transfekte 
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hücrelere benzer şekilde azalıyorken, tirozin fosforilasyon noktalarının D mutantlarında 

TNF-α etkisi hafiflemektedir. Muhtemel PKA fosforilasyon noktalarının tekli A ve D 

mutantları, yabanıl tip TNFR1’e göre artmış proliferasyona yol açarken, T411D/T417D 

ikili mutantındaki hücre sağ kalım oranı yabanıl tip TNFR1 ile transfekte hücrelerle 

benzerlik göstermekte fakat bu hücrelerde ve T417D mutantı ile transfekte hücrelerde 

TNF-α muamelesi hücre sağ kalımını etkilememektedir (Şekil 4.43/Tablo 4.3 ve Şekil 

4.44/Tablo 4.4).  

 

Şekil 4.44: Tirozin fosforilasyon mutantlarının hücre sağ kalımına etkilerinin belirlenmesi. 6’şar tekrar 
halinde transfekte edilmiş hücreler, TNF-α muamelesi olmaksızın ya da 24 saat 10ng/ml TNF-α ile inkübe 
edilerek MTT analizi gerçekleştirilmiştir.  

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 mutantlarının hücre sağkalımına olan etkilerinin Mann Whitney U test'e göre p 
değerleri. Anlamlılık ifade eden (p<0.05) değerler koyu yazılmıştır. 
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Şekil 4.45: Muhtemel PKA fosforilasyon bölge mutantlarının hücre sağ kalımına etkilerinin belirlenmesi. 
6’şar tekrar halinde transfekte edilmiş hücreler, TNF-α muamelesi olmaksızın ya da 24 saat 10ng/ml TNF-
α ile inkübe edilerek MTT analizi gerçekleştirilmiştir.  

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 mutantlarının hücre sağkalımına olan etkilerinin Mann Whitney U 
test'e göre p değerleri. Anlamlılık ifade eden (p<0.05) değerler koyu yazılmıştır. 

	

4.23. TNFR1 Mutantlarının Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 Aktivasyonuna Etkisinin 

Belirlenmesi 

TNFR1 post-translasyonel fosforilasyonlarının TNF ilişkili apoptosisi nasıl 

etkilediğini belirlemek için, boş pcDNA3.1a plazmidi, yabanıl tip TNFR1 ve mutant 

reseptörleri eksprese eden plazmidlerle 293T hücreleri transfekte edildi. Transfeksiyon 

sonrası 48.saatte, TNF-α verilmeden ya da 10ng/ml TNF-α  verilip, hücreler 24 saat 

daha inkübe edildi. Ardından hücresel lizatlar toplanıp, p-nitroaniline (pNA) kromoforu 
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ile işaretli IETD (kaspaz 8) ya da DEVD (kaspaz 3) sübstratları ile proteolitik kırılma 

için uygun reaksiyon koşullarında (kolorimetrik kaspaz assay kitleri kullanılarak) ve 37 
oC’de 2 saat inkübe edildi.  

 

Şekil 4.46: Tirozin fosforilasyon mutantlarının Kaspaz 3 aktivasyonuna etkilerinin belirlenmesi 

 

Şekil 4.47: Tirozin fosforilasyon mutantlarının Kaspaz 8 aktivasyonuna etkilerinin belirlenmesi 

TNFR1 tirozin fosforilasyon mutantlarına baktığımızda, hem A mutantlarında, hem de D 

mutantlarında, yabanıl tipe göre azalmış; kontrole benzer bir kaspaz 3 (Şekil 4.45) ve kaspaz 8 

(Şekil 4.46) aktivasyon profili gözlemledik.  
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Şekil 4.48: Muhtemel PKA fosforilasyon mutantlarının Kaspaz 3 aktivasyonuna etkilerinin belirlenmesi 

 

Şekil 4.49: Muhtemel PKA fosforilasyon mutantlarının Kaspaz 8 aktivasyonuna etkilerinin belirlenmesi 

TNFR1 üzerindeki muhtemel PKA fosforilasyon noktalarının A ve D mutantlarını 

incelediğimizdeyse, T411A ve T417A mutantlarında yabanıl tip TNFR1’e benzer 

Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 aktivasyonu gözlemlenirken, ikili A mutantında ve bütün D 

mutantlarında, boş plazmidle transfekte edilmiş kontrolden dahi daha düşük seviyelere 

gerilemiş kaspaz aktivasyonu söz konusuydu (Şekil 4.47 ve Şekil 4.48).  

4.24. TNFR1 Mutantlarının TNFR1 Salınımına (Shedding) Etkilerinin 

Belirlenmesi 

TNFR1 sinyal iletiminin susturulmasını sağlayan süreçlerden biri, TNFR1’in 

TACE aracılı kırpılımı ile ekstraselüler bölgesinin salınması, yani shedding’dir. Tez 
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projemizde incelediğimiz TNFR1 mutantlarının shedding sürecini etkileyip 

etkilemediğini belirlememizin, reseptörlerin sinyal iletim kapasitelerini tam olarak 

yorumlamamızda fayda sağlayacağını düşündük. Bu amaçla, 293T hücrelerini 

lipofektamin 2000 kullanarak ters transfekte ettik. Transfeksiyon sonrası 24.saatte, 

kuyucuklara tam besiyeri ya da final konsantrasyonu 10ng/ml’yi sağlayacak kadar TNF-

α eklenmiş tam besiyeri ekledik. 24 saat inkübasyonun ardından, ELISA ile besiyerine 

salınmış TNFR1 düzeyini belirleyip, bu sonuçları eşzamanlı gerçekleştirilen MTT 

analizi ile oranlayarak hücre sayısına göre normalize ettik.  

 

Şekil 4.50: Tirozin fosforilasyon mutantlarının TNFR1 salınımına 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 mutantlarının TNFR1 salınımına olan etkilerinin Mann Whitney U test'e göre 
p değerleri. Anlamlılık ifade eden (p<0.05) değerler koyu yazılmıştır. 
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Şekil 4.51: Muhtemel PKA fosforilasyon bölge mutantlarının TNFR1 salınımına 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 mutantlarının TNFR1 salınımına olan etkilerinin Mann Whitney U 
test'e göre p değerleri. Anlamlılık ifade eden (p<0.05) değerler koyu yazılmıştır.  

Elde ettiğimiz sonuçlara göre, TNF-α muamelesi ile TNFR1 salınımı artmakta, 

bu artış, en belirgin şekilde Y401D mutantında gözlenmektedir. TNFR1 tirozin 

fosforilasyonunun engellendiği mutantlarda, TNFR1 salınımının azaldığını, Y401D ve 

Y360D/Y401D mutantında arttığını belirledik. Tirozin fosforilasyonunu taklit eden 

mutantların TNF-α ile muamelesi TNFR1 salınımı üzerinde pozitif etkiye sahipken, 

tirozin fosforilasyon bölgelerinin A mutantlarında bu farkın anlamlılığı kaybolmaktaydı. 

PKA fosforilasyon motiflerinin D mutantlarında ise, TNFR1 salınımında bir azalma söz 

konusuydı. T417D mutantında, TNF-α muamelesi, TNFR1 salınımında bir artışa değil, 

azalmaya neden oluyordu. Benzer bir şekilde, T411D/T417D mutantında da TNF-α 

muamelesi sonucunda reseptör salınımı artmamaktaydı (Şekil 4.50/Tablo 4.5 ve Şekil 

4.50/Tablo 4.6).  
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5. TARTIŞMA 

TNF-α’nın fizyolojik etkilerinin çoğundan sorumlu olan reseptörü TNFR1’in, 

ekstraselüler kısmında dört adet sistein zengin bölge (CRD) (Chen ve ark., 1995)., 

sitoplazmik kısmında ise 309-319. aminoasitler arasında nötral spingomyelinaz 

aktivasyon bölgesi (Adam ve ark., 1996) ve 356-441.aminoasitler arasında ölüm bölgesi 

(DD) (Tartaglia ve ark., 1993a) bulunur. TNFR1’in apoptoz indüksüyonunda, NF-κB 

aktivasyonunda, MAPK’leri aktive etmesinde, kısacası ana sinyal yolaklarında DD 

bölgesi rol oynamaktadır (Boone ve ark., 1998) (Hsu ve ark., 1995). TNFR1’in TNF-α  

ile bağlanması sonucunda NF-κB ve kaspaz aktivasyonuna yol açan ana sinyal 

kompleksleri bilinmektedir, fakat TNFR1 aracılığıyla MAPK’lerin, Akt’nin ve Stat 

proteinlerinin aktivasyon mekanizmaları henüz tam olarak aydınlatılmış değildir. 

TNFR1 sinyal iletiminin TNFR1’e bağlanan proteinlerin post-translasyonel 

modifikasyonlarından nasıl etkilendiğine dair birçok çalışma yapılmış olduğu halde, 

TNFR1’in post-translasyonel modifikasyonlarının TNF-α sinyal iletimini nasıl 

etkilediğine dair bilgilerimiz kısıtlıdır. TNFR1’in bilinen ERK aracılığıyla 

fosforilasyonu, TNFR1 aracılı apoptoz indüksüyonunda baskılayıcı bir etkiye sahiptir 

(Cottin ve ark., 1999; Cottin ve ark., 2001). Bunun yanı sıra, T hücrelerinde, TNFR1’in 

IKKβ aracılı S381 fosforilasyonu gösterilmiş  ve bu fosforilasyonun TNFR1-TRADD 

etkileşiminde rol aldığı iddia edilmiş fakat aynı fosforilayson B hücrelerinde tespit 

edilememiştir (Guan ve ark., 2011). TNFR1 ile c-Src ve JAK2 gibi tirozin kinazlar 

arasındaki fiziksel etkileşimin gösterilmiş olması (Pincheira ve ark., 2008), bize 

TNFR1’in tirozin fosforilasyonuna uğruyor olabileceğini düşündürdü. TNFR1 

sitoplazmik bölgesinin aminoasit dizilimine baktığımızda, TNFR1 sinyal iletiminin ana 

sorumlusu olan DD bölgesinde iki adet potansiyel tirozin fosforilasyon bölgesi (Y360 ve 

Y401) saptadık. Benzer şekilde, DD üzerinde, TNFR1 karboksil ucuna daha yakın 

yerleşik (T411 ve T417) iki adet de potansiyel PKA fosforilasyon motifi bulunduğunu 

belirledik. Dolayısıyla, TNFR1’in hem tirozin fosforilasyonuna, hem de PKA 

fosforilasyonuna uğrayabileceğini, tirozin fosforilasyonun SH2 bölgesi barındıran 

proteinler için bağlanma bölgesi oluşturarak Akt ve ERK gibi yolakların aktivasyonu 
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için pozitif sinyal oluştururken, PKA fosforilasyonunun tirozin fosforilasyonunu inhibe 

edici yönde etki göstereceğini öngördük (Şekil 5.2).  

TNFR1’in tirozin fosforilasyonuna uğrayıp uğramadığını belirleyebilmek için, 

yabanıl tip TNFR1’in aşırı ekspresyonunu sağladığımız hücreleri farklı süreler boyunca 

TNF-α ile muamele ettiğimizde, TNFR1’in 30 dakika TNF-α muamelesinden sonra 

tirozin fosforilasyonuna uğradığını ve bu fosforilasyonun 90.dakikada hafif bir şekilde 

baskılanmasına rağmen 2 saat boyunca korunduğunu belirledik. TNFR1 

fosforilasyonundan sorumlu tirozin kinazı belirleyebilmek adına, TNFR1 ile arasındaki 

fiziksel etkileşimin TNF-α muamelesi ile kuvvetlendiğini doğruladığımız JAK2 için in 

vitro kinaz reaksiyonu kurduk. In vitro ortamda, JAK2’nin TNFR1’i fosforile ettiğini ve 

bu fosforilasyonun JAK2 inhibitörü AZD1480’in olduğu ortamda engellendiğini 

belirledik. Dolayısıyla, TNFR1’in tirozin fosforilasyonuna uğradığını ve bu 

fosforilasyondan sorumlu tirozin kinazın JAK2 olduğunu tespit ettik.  

TNFR1 DD’i üzerindeki PKA fosforilasyon motiflerinin gerçekten TNFR1 ve 

PKA arasında bir etkileşim sağlayıp sağlamadığını belirlemek için TNF-α muamelesi 

yapılmış ya da yapılmamış hücrelerden TNFR1 ve PKA proteinlerini çöktürüp, bunları 

PKA ve TNFR1 antikorları ile işaretledik. TNF-α olmayan ortamda da TNFR1’e 

bağlanıp TNF-α muamelesi ile bağlanma etkinliği artan JAK2’den farklı olarak, 

PKA’nın TNFR1’e TNF-α bağımlı bir şekilde bağlandığını tespit ettik. PKA aktivatörü 

forskolin, TNF-α bulunan ortamda TNFR1-PKA arasındaki etkileşimi kuvvetlendirse de, 

TNF-α’nın olmadığı ortamda PKA’nın TNFR1’e bağlanmasını sağlayamadığı için; 

TNFR1 ve PKA arasındaki TNF-α bağımlı etkileşimin TNF-α aracılığıyla oluşan PKA 

aktivasyonundan değil, ligand bağlanması sonucunda TNFR1’in yapısında oluşması 

muhtemel konformasyonel değişiklikten kaynaklanabileceğini düşünüyoruz. TNFR1’in 

PKA tarafından fosforile edilip edilmediğini belirlemek için TNF-α muamelesi yapılmış 

ya da yapılmamış hücrelerden çöktürdüğümüz TNFR1 proteini ile PKA katalitik alt 

ünitesi arasında in vitro kinaz reaksiyonu kurduğumuzda, TNF-α bağlı reseptörün PKA 

tarafından fosforile edildiğini, PKA inhibitörü PKI varlığında ise bu fosforilasyonun 

engellendiğini belirledik.  
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Hipotezimiz, PKA tarafından fosforilasyonun, TNFR1 tirozin fosforilasyonu 

üzerinde inhibitör bir etkisi olabileceği yönündeydi. Bunu test edebilmek için öncelikle 

yabanıl tip TNFR1’in aşırı ekspresyonunun sağlandığı hücrelerde TNFR1 tirozin 

fosforilasyonunun forskolin varlığından nasıl etkilendiğini araştırdık. Forskolin 

muamelesinin, TNF-α muamelesi olmayan ortamda TNFR1’in bazal tirozin 

fosforilasyonu üzerinde anlamlı bir etkisi olmadığını, TNF-α muamelesi sonucunda ise 

Forskolin varlığının TNFR1 tirozin fosforilasyonunu tamamen baskıladığını belirledik. 

Bu veriler, TNF-α muamelesi olmadığı takdirde TNFR1 ve PKA arasında etkileşim 

olamadığı yönündeki önceki verilerimizle örtüşmekte ve TNFR1 ve aktif PKA 

arasındaki etkileşimin, TNFR1 tirozin fosforilasyonunu baskıladığını düşündürmektedir. 

Nitekim, potansiyel PKA fosforilasyon motiflerinin fosforile edilemez A ve 

fosforilasyonu taklit edebileceğini düşündüğümüz D mutantlarının tirozin fosforilasyon 

kapasitelerini incelediğimizde, T417 noktasının D mutantının, TNF-α muamelesi sonucu 

tirozin fosforilasyonuna uğramadığını, bazal tirozin fosforilasyon seviyesinin de 

azaldığını belirledik. Dolayısıyla, T417 noktasının PKA tarafından fosforilasyonu, 

TNFR1’in TNF-α ile bağlanması sonucunda gerçekleşen tirozin fosforilasyonunu 

baskılamaktadır. Motif taraması yaparak belirlediğimiz iki potansiyel PKA fosforilasyon 

motifinden, T417’nin mass spektrometrik analizlerle fosforilasyonu gösterildiği halde, 

T411’in fosforilasyonuna dair bir veri mevcut değildir (Hornbeck ve ark., 2015). 

Dolayısıyla, T411D ve T411D/T417D mutantlarımız, T417’nin fosforilasyonunu taklit 

ettiğini varsaydığımız T417D mutantının aksine, fizyolojik bir olayı taklit etmek yerine 

tamamen yapay bir değişikliğe yol açıyor olabilir.  

Tirozin fosforilasyonunun ve PKA fosforilasyonunun TNFR1 aracılı sinyal 

iletimine etkilerini belirlemek adına, Y360, Y401, T411 ve T417 aminoasitlerini, 

hedeflendirilmiş mutasyonla fosforile edilemez A ve fosforilasyonu taklit edebileceğini 

düşündüğümüz D aminoasitlerine dönüştürüp, bunlarla 293T hücrelerini transfekte edip, 

bu hücrelerdeki TNF-α indüklü sinyal yolaklarının aktivasyon seviyelerini yabanıl tip 

TNFR1 plazmidi ile transfekte edilmiş olan hücrelerdekilerle kıyasladık. Öncelikli 

olarak mutasyona uğratılmış plazmidlerimizin ve yabanıl tip TNFR1 kodlayan plazmidin 

yol açtığı TNFR1 ekspresyon seviyelerini incelediğimizde, yabanıl tip TNFR1’in boş 

plazmidle transfekte edilmiş hücrelerdekinin 25 katından daha fazla TNFR1 (p55-60) 
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ekspresyonuna yol açtığını belirledik. Dolayısıyla, transfeksiyon sonucu endojen TNFR1 

ekspresyonununun %4 civarında, yani göz ardı edilebilir olduğunu düşünerek deney 

sonuçlarımızı yorumladık. Aslında bütün plazmidlerimizin TNFR1 aşırı ekspresyonuna 

yol açtığını, fakat Y360A, Y360A/Y401A, Y360D, Y401D ve Y360D/Y401D 

mutantlarının kırpılıma uğradığını belirledik. Bu kırpılım oranları, TNFR1 shedding 

datalarımızla paralel olmadığı ve kullandığımız antikor TNFR1’in 30-301 aminoasitleri 

arası bölgeyi tanıdığı için, bu kırpılımın TACE aracılı kırpılımdan farklı olduğunu 

düşünüyoruz. Yakın zamanda, TNFR1’in TACE aracılı kırpılımını takiben, γ-Sekretaz 

tarafından da kırpılarak 25kD’lik intraselüler fragment oluşturduğu gösterilmiştir 

(Chhibber-Goel ve ark., 2016). Bu kırpılım bandının boyutu bizim gözlemlediğimiz 

bantlardan birinin boyutuyla uyumlu olsa da, kırpılım bantlarının ekstraselüler ortama 

salınan TNFR1 miktarı ile orantılı olmaması, gözlemlediğimiz durumu bu mekanizma 

ile açıklamamızı zorlaştırmaktadır. Y401D mutantında oluşan REAQD-S motifi, 

NADPH oksidaz’ın kaspaz aracılı kırpılımında tanınan motif olduğu için (Kumar ve 

ark., 2014), TNFR1 de TNF-α muamelesini takiben oluşan tirozin fosforilasyonu 

sebebiyle kaspaz aracılı kırpılıma uğruyor olabilir. Diğer mutantlarda ise bilinen bir 

kaspaz kırpılım bölgesi oluşmamaktadır. Transfeksiyonun 24 ve 48. Saatinde toplanan 

lizatlardan yaptığımız TNFR1 işaretlemesi, p55-60 bandının üzerinde, poliubikutinasyon 

bantlarına benzer, modifikasyonu işaret eden bantlar göstermektedir. Tirozin 

aminoasitlerinin değiştirilmesi, TNFR1’in çoklu post-translasyonel modifikasyonlara 

uğrayarak degrade olmasına yol açıyor olabilir.  Bu mutantlarda gözlediğimiz farklı 

sinyal profilleri, bu kırpılan parçaların sinyal iletiyor olmasından kaynaklanıyor 

olabileceği gibi, ektopik gen ekspresyonu yapılmamış 293T hücrelerine göre hâlâ 2-3 

kat yüksek eksprese ettikleri p55 TNFR1’e bağlı da olabilir. Tirozin modifikasyonu 

sonucunda reseptör kırpılımının γ-sekretaz inhibitörü, kaspaz inhibitörleri ve proteozom 

inhibitörü varlığında incelenmesi, kırpılımın müsebbini açığa çıkarabilir. Müsebbib 

antikorun varlığında sinyal profillerinin değişip değişmediğinin incelenmesi de, kırpılan 

TNFR1 parçalarının kendi başlarına sinyal iletip iletemedikleri sorusunu cevaplayabilir.  

TNFR1 aşırı ekspresyonu hücre içi protein ekspresyon profilini değiştirebildiği 

için; ERK, p38, JNK, Akt, Stat3 ve CREB yolak aktivasyonlarını western blot ile 

incelerken, bu proteinlerin aktivasyon fosforilasyonuna uğramış formlarının bant 
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intensitelerini, GAPDH gibi bir demirbaş protein yerine, bu proteinlerin fosforile olan ve 

olmayan formlarını tanıyabilen antikorları ile yapılmış işaretlemelerden elde edilen bant 

intensitelerine oranladık. Bu yolakların TNF-α aracılı aktivasyon kinetiğini belirlemek 

için yaptığımız time-course deneylerini, transfeksiyon yapılmamış hücrelerden alınan 

lizatlarla gerçekleştirdik. Time-course deneylerimiz sonucunda, MAPK’lerin (ERK, 

JNK, p38) ve CREB’in aktivasyonlarının 15 dakika TNF-α muamelesi ile, Stat3 ve 

Akt’nin aktivasyonunun ise 30 dakika TNF-α muamelesi ile maksimum seviyeye 

ulaştığını belirledik. TNFR1 aşırı ekspresyonu yaptığımız örneklerde, time-course 

deneylerinde TNF-α varlığı ve yokluğu arasında gözlemlediğimiz kadar belirgin bir fark 

gözlemlemedik. Bu da bize, reseptör aşırı ekspresyonunun TNF-α yokluğunda dahi 

ligand varmış gibi bir etki uyandırdığını, bu nedenle mutantlarımızı boş plazmidle 

transfekte edilmiş hücrelerden ziyade yabanıl tip TNFR1 ile transfekte edilmiş 

hücrelerle kıyaslamamız gerektiğini düşündürdü.  

TNFR1 aracılı ERK aktivasyonunu incelediğimizde, hipotezimizle uyumlu bir 

şekilde, Y401 noktasının A ile değiştirilmesinin ERK aktivasyonunu baskıladığını, D ile 

değiştirilmesinde ise TNF-α muamelesine gereksinim olmaksızın ERK aktivasyonunun 

gerçekleştiğini belirledik. Aynı zamanda Y401D mutantı, Grb2 adaptör protein 

bağlantısının da en kuvvetli gözlendiği reseptördü.  İlginç bir şekilde, Y360D mutasyonu 

ERK aktivasyonunu negatif etkiliyorken, Grb2 bağlantısını negatif etkilemiyordu. 

Y360A mutantında ise Grb2 bağlantısı yabanıl tip vektör kadarken, ERK aktivasyonu 

artmaktaydı. Y360A ve Y360D verileri göz önüne alındığında, Y360 fosforilasyonunun, 

ERK de-aktivasyonuna yol açacak bir fosfatazın bağlanması için bölge teşkil ettiği 

düşünülebilir. Diğer yandan da, Y360 fosforilasyonu Y360A mutantı ile 

engellendiğinde, Y401’in fosforilasyonu için kolaylık sağlanıyor olabilir.  

TNFR1 PKA fosforilasyon mutantı T417D, hipotezimizle uyumlu bir şekilde, 

azalmış Grb2 bağlantısı ve azalmış ERK aktivasyonuna, T417A ise hafif bir şekilde 

artmış Grb2 bağlantısı ve ERK aktivasyonuna yol açmaktaydı. ERK aktivasyon 

verilerimiz toplu bir şekilde göz önüne alındığında, TNFR1 Y401 noktasının 

fosforilasyonunun ERK aktivasyonunda pozitif, Y360 ve T417 noktalarının 

fosforilasyonununsa negatif rol aldığı görülmektedir. T417 noktasının TNFR1 tirozin 
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fosforilasyonunu baskıladığı göz önüne alındığında, bu beklendik bir sonuçtur (Şekil 

5.1).  

TNFR1 tirozin fosforilasyonu Grb2 bağlantısını kuvvetlendirirken, tirozin 

fosforilasyon motiflerinin A mutasyonu ile ortadan kaldırılması Grb2 bağlantısını 

azaltmakta fakat tamamen ortadan kaldırmamaktadır. Bu nedenle, TNFR1 ölüm bölgesi 

üzerindeki fosfo-tirozinlerin Grb2’nin SH2 bölgesi için bağlanma alanı 

oluşturabileceğini, fakat Grb2-TNFR1 interaksiyonunun tek yönünün pY-SH2 bağlantısı 

olmadığını, TNFR1 üzerindeki SH3 bağlanma bölgesinin de Grb2 ile bağlantı 

kurulmasında rol oynuyor olabileceğini düşünüyoruz (Şekil 5.2). Öte yandan, literatürde 

TNFR1-MADD etkileşiminin TNFR1-Grb2 etkileşiminde aracı görevi gördüğüne dair 

verilerin bulunması, TNFR1 tirozin fosforilasyonunun TNFR1-MADD etkileşimini 

etkiliyor olabileceğini de düşündürmektedir (Kurada ve ark., 2009). İlginç bir şekilde, 

TNFR1 sinyalzomunda Grb2’nin yer alabilmesi için MADD’ın gerekli olduğunu siRNA 

ile gösteren bu yayında, MADD varlığında dahi 50ng/ml TNF-α ile 2 dakika muamele 

edilen HeLa hücrelerinde oluşan kompleks, TNF-α muamelesinin 4. dakikasında ortadan 

kalkmaktadır. Bizim çalışmamızda ise, biz 293T hücrelerinde, 10ng/ml TNF-α ile 30 

dakika boyunca muamele sonrasında dahi Grb2-TNFR1 bağlantısı görebilmekteyiz.  
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Şekil 5.1: TNFR1 fosforilasyonlarının TNFR1 aracılı ERK aktivasyonuna etkisinin şematik gösterimi. 
Y401 noktasının tirozin fosforilasyonu, hem Grb2 bağlanmasını, hem de ERK aktivasyon 
fosforilasyonunu pozitif etkilerken, Y360 ve T417 fosforilasyonu, negatif etki göstermektedir.  
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TNFR1 mutantlarının Akt aktivasyon seviyesine olan etkileri, ERK aktivasyon 

seviyelerine olan etkileriyle benzerlik göstermektedir. Bu benzerlik, Akt ve ERK 

aktivasyon yolaklarının çakıştığını düşündürebilir. Her ne kadar ERK aktivasyonunda 

rol alan MADD’ın Akt tarafından fosforilasyonunun TRAIL reseptörü DR4’e 

bağlanabilmesi için gerektiği gösterilmişse de (Li ve ark., 2010), TNF-α aracılı ERK 

aktivasyonunun Akt aktivasyonundan daha erken dönemde gerçekleşiyor olması, iki 

yolak arasındaki çakışma noktasının MADD olamayacağını düşündürmektedir. TNFR1 

üzerinde p85’in direkt bağlanmasını sağlayacak YxxM motifi olmadığı halde, TNFR1 

sinyal iletim kompleksinin içerisinde hem  Grb2 hem de PI3K p85 alt ünitesinin 

bulunması, p85’in TNFR1’e Grb2-Ras aracılığıyla bağlandığını düşündürebilir. TNF-α 

muamelesinin 30. dakikasında farklı TNFR1 mutantlarının sinyal iletim kompleksinde 

tespit ettiğimiz p85 ve Grb2 oranları tam bir paralellik göstermese de, Y360 ve Y401’in 

D mutantları, her iki proteinin bağlanma etkinliğini de arttırmaktadır. PKA bölge 

mutantları ile elde ettiğimiz Grb2 ve p85 bağlanma miktarları ise, oldukça farklıdır. p85, 

SH2 bölgesi ile kompleks içerisindeki başka bir proteine bağlanırken, SH3 bölgesi ile de 

TNFR1’e bağlanıyor olabilir (Şekil 5.2). Yine de, TNFR1 kompleksi içerisindeki p85’in 

doğrudan TNFR1’e mi yoksa kompleks içerisindeki Grb2’ye mi bağlandığının 

anlaşılabilmesi için, Grb2’nin susturulması ile p85 bağlantısının nasıl etkilendiği 

araştırılmalıdır.   
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Şekil 5.2: TNFR1 aracılı Akt Aktivasyonunun TNFR1 fosforilasyonları tarafından muhtemel düzenlenme 
mekanizmasının şematik gösterimi. TNFR1 sinyal iletim kompleksinde p85 bulunduğu halde TNFR1 
üzerinde bu proteinin bağlanabileceği bir YxxM motifinin olmaması, p85’in SH2 bölgesi ile başka bir 
proteine bağlandığını düşündürmektedir. TNFR1 C-terminalinde yer alan bölge, p85’in SH3 aracılı 
bağlanmasını sağlıyor olabilir. Akt aktivasyonunun TNFR1 tirozin fosforilasyonu ile pozitif regülasyonu, 
Grb2 aracılı olabilir.  
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TNF-α aracılı p38 ve JNK aktivasyonlarının TNFR1 fosforilasyonlarından nasıl 

etkilendiğini incelediğimizde, Y360A mutantında TNF-α muamelesi olmaksızın yabanıl 

tip TNFR1 ile transfekte edilmiş hücrelerde 15 dakika TNF-α muamelesine cevaben 

oluşan p38 fosforilasyonunun üç katı kadar bir p38 fosforilasyonu gözlemledik. Benzer 

bir şekilde, Y401A mutantında da TNF-α muamelesi yapılmaksızın yüksek p38 

fosforilasyonu gözlemlenmekteydi. Her iki mutantla transfekte edilen hücrelerde, TNF-α 

muamelesi p38 fosforilasyonunda artış yerine azalmaya yol açmıştır. Y360A/Y401A 

mutantında ise, p38 fosforilasyon seviyesi yabanıl tip vektörle transfekte hücrelerde 

gözlenen bazal p38 fosforilasyonu seviyesinde olup, TNF-α muamelesi p38 

fosforilasyonunda bir artışa yol açmamıştı. İlginç bir şekilde, Y360D ve Y401D 

mutantlarında da TNF-α muamelesi yapılmadan da yabanıl tip TNFR1 aşırı ekspresyonu 

yapan hücrelerin TNF-α muamelesi sonucunda edindiğine benzer oranda p38 

fosforilasyonu gözlemlenmekte, TNF-α muamelesi A mutantlarındaki gibi p38 

fosforilasyonunda anlamlı bir değişikliğe yol açmamaktaydı. Y360D/Y401D mutantında 

ise, Y360A/Y401A mutantının aksine, çok yüksek p38 fosforilasyonu gözlemlenmekte, 

TNF-α muamelesi sonucundaysa p38 fosforilasyonu düşüş göstermekteydi. Boş 

plazmidle transfekte edilmiş ya da TNFR1 aşırı ekspresyonu yapılmış hücrelerde TNF-α 

muamelesi p38 aktivasyonuna yol açarken, Y360A, Y401A ve Y360D/Y401D 

mutantlarının aşırı ekspresyonunun sağlandığı hücrelerde TNF-α muamelesi olmaksızın 

çok yüksek seyreden p38 fosforilasyonunun TNF-α muamelesi sonucunda düşmesi, bu 

hücrelerde p38’i defosforile eden mekanizmaların yabanıl tip TNFR1’e göre TNF-α 

muamelesinin çok daha erken döneminde devreye girdiğini düşündürebilir. Y360A ve 

Y401A mutantlarında, bir diğer MAPK olan JNK’ın da bazal aktivasyonu yabanıl tip 

TNFR1’e göre daha yüksek olduğu halde, bu mutantlarla transfekte hücrelerde TNF-α 

muamelesi azalışa değil artışa neden olmuştur. Dolayısıyla, bu mutantlarda MKK3/6 ve 

MKK4/7’nin aktivasyonuna yol açan mekanizmalar TNF-α muamelesi olmadan aktive 

olduğu halde, JNK’ın değil fakat p38’in defosforilasyonuna yol açan bir fosfatazın TNF-

α ile 15 dakika muamele sonrasında aktive olduğu düşünülebilir. Bu minvalde, MKP-1 

(Guo ve ark., 1998b; Mendelson ve ark., 1996) gibi fosfatazların aktivasyonunun Y360A 

ve Y401A mutantlarınca nasıl etkilendiğinin araştırılması fayda sağlayabilir. Bazal p38 

ve JNK aktivasyonunu arttıran Y360A ve Y401A mutantlarında, bazal NF-κB 
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aktivitesinin artmış değil, bilakis azalmış olması, bu mutantların JNK ve p38 

aktivasyonunu indükleme yollarının TAK ya da TRAF2 aracılı olmadığını 

düşündürmektedir.  Tez çalışmamız dışında yapmış olduğumuz deneyler sonucunda, 

Y360A ve Y401A mutantlarının, TNF-α muamelesi olmayan ortamda, Src tirozin kinaz 

ailesine, yabanıl tip TNFR1’in TNF-α muamelesi sonrasında bağlandığından daha 

kuvvetli bir şekilde bağlanmakta olduğunu biliyoruz (Şekil 5.3). Dolayısıyla, bu 

mutantların JNK ve p38 aktivasyonunda kullandığı yolak, c-Src aracılı MLK2 ve MLK3 

aktivasyon yolağı olabilir.  

 

Şekil 5.3: TNFR1 tirozin fosforilasyonunun engellenmesinin Src bağlanmasına etkisi. TNF-α muamelesi 
olmaksızın ya da 30 dakika 10ng/ml TNF-α muamelesinin ardından toplanmış olan lizatlardan His probe 
antikoru ile ektopik eksprese ettirilmiş reseptör formları çöktürülüp, örnekler c-Src antikoru ile western 
blot’a tabi tutuldu. Bağlanan c-Src miktarları, c-Src bant intensitesinin IgG bant intensitesine bölünüp, 
yabanıl tip TNFR1’in bazal bağlantısı 1 kabul edilerek normalize edildi.  

TNFR1 üzerindeki potansiyel PKA fosforilasyon noktalarının A mutantları, 

TNF-α muamelesi sonucunda sadece p38 aktivasyonunda değil, p38 protein miktarında 

da değişime yol açmıştır. TNFR1 T417D ve T411D/T417D mutantlarında, bazal p38 

aktivasyonunda artış gözlenmiş, fakat Y360A ve Y401A mutantları gibi, bu mutantlarda 

da 15 dakika TNF-α muamelesi sonrasında p38 aktivasyonu baskılanmıştır. Dolayısıyla, 

TNFR1 tirozin fosforilasyonunun tirozin aminoasitlerinin alanin’e çevrilmesiyle ya da 

TNFR1’in PKA tarafından fosforilasyonu ile engellenmesi, bazal p38 aktivasyonunda 

artışa, TNF-α muamelesi sonucundaysa p38 defosforilasyonuna neden olmaktadır. 

T411D ve T417D mutantlarında, bazal JNK fosforilasyonunun yabanıl tip TNFR1’e 

nazaran artmış olduğu gözlenmiştir. Bu mutantları eksprese eden hücrelerde, TNF-α 

muamelesi sonrasında JNK fosforilasyon seviyesi bir miktar yükselmiş, fakat yabanıl tip 



107 
	

TNFR1 ile transfekte hücrelerin TNF-α muamelesi sonrasında edindiği JNK 

fosforilasyon seviyesinin üzerine çıkmamıştır.  

TNFR1 aracılı JNK aktivasyon verilerini değerlendirirken, yabanıl tip ya da 

mutant TNFR1 ile transfekte edilmiş hücrelerde, pJNK işaretlemesi sırasında p46 ve 

p54’ün yanı sıra, yaklaşık 50kD civarında bir fosforile JNK bandı daha olduğunu 

gözlemledik. Bu bant, TNFR1 transfeksiyonu yapılmamış hücrelerde 45 dakika TNF-α 

muamelesi sonucunda silik bir şekilde ortaya çıkmakta fakat sonra kaybolmakta iken, 

TNFR1 aşırı ekspresyonu yapılan bütün hücrelerde gözlemlenmekte; fakat JNK antikoru 

ile tanınmamaktadır. Bu bandın TNFR1 mutantlarının TNF-α muamelesi sonucunda 

artıp azalmaması, diğer MAPK’ler p38 ve ERK’ün paternine benzememektedir. JNK1 

ve JNK2’yi tanıyan antikor tarafından tanınmayıp pJNK antikoru tarafından tanınan bu 

protein, 293T hücrelerinde normalde çok düşük ekspresyon gösterip, uzun süre TNF-α 

maruziyeti sonucunda kuvvetli bir şekilde fosforilasyona uğrayan bir JNK izoformu 

olabilir. Nitekim benzer bir bant, iskemik şoka maruz bırakılmış kardiyak miyositlerinde 

(Hreniuk ve ark., 2001), uzun süre aktinomisin-D ile beraber TNF-α’ya maruz bırakılmış 

hepatositlerde (Schlatter ve ark., 2011) de gözlemlenmiştir. Bu fosfo-protein, moleküler 

ağırlığı 49kD civarında olan JNK3, JNK1α2 veya JNK2β2 olabilir (UniProt, 2015). Üç 

fosforilasyon bandının da JNK bantları olduğunu düşünerek TNFR1 mutantlarının JNK 

fosforilasyonlarına olan etkilerini incelediğimizde, özellikle Y360A ve T417D 

mutantlarında bazal JNK fosforilasyonunun yabanıl tip TNFR1’e göre bariz bir artış 

gösterdiğini, TNF-α muamelesinden sonra ise Y360A, T411D ve T417D mutantlarının 

yabanıl tip TNFR1’in TNF-α muamelesi ile edindiğine benzer bir JNK fosforilasyon 

seviyesi kazandığını, diğer bütün mutantların TNF-α muamelesi sonrası yol açtığı JNK 

fosforilasyonunun yabanıl tip TNFR1’den daha düşük kaldığını gözlemledik. Tirozin 

fosforilasyon bölgelerinin A mutantlarında JNK fosforilasyonunun yüksek seyrederken 

D mutantlarında azalmış olması ve PKA fosforilasyon motfilerinde yüksek seyretmesi, 

TNFR1 tirozin fosforilasyonunun kısa süreli JNK aktivasyonu için baskılayıcı bir etkisi 

olduğunu düşündürmektedir. Özellikle Y401D ve Y360D/Y401D mutantlarında, pJNK1 

ve pJNK2 bantlarının neredeyse tamamen yok olmuş olması, bu düşünceyi destekler 

niteliktedir.  
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TNFR1 Y360 ve Y401 mutantlarının aşırı ekpresyonunun, bazal ve 30 dakika 

TNF-α muamelesi sonrasında yol açtığı CREB fosforilasyon seviyelerine baktığımızda, 

hem A mutantlarında, hem de D mutantlarında bazal CREB fosforilasyonunun arttığını, 

TNF-α muamelesinin A mutantlarında CREB fosforilasyonunda ekstra bir artışa yol 

açmazken, D mutantlarında CREB fosforilasyonunu arttırdığını gözlemledik. 

Y360D/Y401D mutantında ise bazal CREB fosforilasyonunun azaldığını, TNF-α 

muamelesi sonrasında ise yabanıl tip TNFR1 ile transfekte hücrelerin TNF-α muamelesi 

sonucunda edindiği CREB fosforilasyon seviyesine çıktığı gözlemlenmiştir. 

Y360D/Y401D mutantı dışındaki sonuçlar, beklendildiği üzere (Ono ve ark., 2004), p38 

aktivasyon profilleri ile parallelik göstermektedir. PKA fosforilasyon bölgelerine 

baktığımızda ise, T411A mutantında bazal CREB fosforilasyonunun baskılanıp TNF-α 

muamelesi ile yabanıl tip TNFR1’in TNF-α muamelesi sonucunda edindiği CREB 

fosforilasyonunun üzerine çıktığını; T411D mutantında ise bazal CREB 

fosforilasyonunun arttığı gözlenmektedir. Tirozin mutantlarının aksine, PKA 

mutantlarının CREB fosforilasyon seviyesinde yol açtığı değişiklikler, p38 sonuçları ile 

paralellik göstermemektedir. Dolayısıyla T411D mutantı, p38 aracılı değil, PKA aracılı 

CREB fosforilasyonuna yol açıyor olabilir (Delghandi ve ark., 2005). TNFR1’in PKA 

aktivasyonunda rol oynayabileceği bilindiği için, bu mutantın TNF-α aracılı PKA 

aktivasyonunda artışa yol açıp açmadığı, daha sonraki çalışmalarda sorgulanabilir.  

TNFR1 post-translasyonel modifikasyonlarının Stat3 ile ilişkisini, Stat3’ün Y705 

fosforilasyonu, TNFR1 sinyal komplekslerinde Stat3 bulunuşu ve Stat3 DNA bağlanma 

etkinliği açısından inceledik. İlginç bir şekilde, Stat3 DNA bağlanma etkinliğinin 

T411D/T417D mutantı haricindeki bütün mutantlarımızda arttığını gözlemledik. TNFR1 

sinyal kompleksinde Stat3 bulunuşu ise, Y360A, Y360A/Y401A, Y401D, 

Y360D/Y401D ve T411D mutantlarında yabanıl tip TNFR1’e göre daha yüksek; diğer 

mutantlarımızda ise daha düşük bulundu. Y360A, T411A, T411A/T417A, T417D ve 

T411D/T417D mutantlarında TNF-α muamelesi sinyal kompleksinde Stat3 bulunuşunu 

kuvvetlendirmişken; Y401A, Y360A/Y401A, Y401D, Y360D/Y401D, T417A ve 

T411D mutantlarında zayıflatmıştı. Y360A ve Y360D/Y401D mutantı dışındaki 

mutantlarda, TNF-α muamelesi ile Stat3’ün TNFR1 sinyalzomunda bulunuşunun 

artması ya da azalması, Stat3’ün DNA bağlanma etkinliğindeki artış ya da azalışla 
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benzer gözlemlendi. Stat3 tirozin fosforilasyonu ise, Y360A mutantında TNF-α 

muamelesinden etkilenmezken, yabanıl tip TNFR1, Y401A, T417A, T411D, T417D ve 

T411D/T417D reseptörlerini eksprese eden hücrelerde TNF-α muamelesi sonucunda 

artmış; Y360A/Y401A, Y360D, Y401D, Y360D/Y401D, T411A, T411A/T417A 

mutantlarında ise TNF-α muamelesi sonucunda azalmıştı. TNFR1 mutantlarının bazal 

koşullardaki Stat3 bağlanma etkinliklerine baktığımızda, Y360A/Y401A, Y401D, 

Y360D/Y401D ve T411D mutantlarında oldukça yüksek; Y360D, T411A ve T417A 

mutantlarında ise düşük olduğunu belirledik. Stat3’ün TNFR1’e kuvvetli bağlandığı 

mutantlarda Stat3’ün DNA’ya bağlanma etkinliği yabanıl tip TNFR1’e göre daha 

kuvvetli bulunmuşken, Stat3 Y705 fosforilasyonunda artış gözlenmemiştir. Bunun 

nedeni, TNFR1 sinyal iletim kompleksinde bulunan SHP-1 ve SHP-2 gibi fosfatazlar ya 

da Stat3’ün S727 fosforilasyonu olabilir (Wakahara ve ark., 2012). Nitekim, TNFR1 

yolağı 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) birçok farklı S/T kinazın 

S727 fosforilasyonuna neden olabildiği gösterilmiştir. Çalıştığımız örneklerde, Stat3 

Y705 fosforilasyon oranlarıyla Stat3’ün DNA’ya bağlanma etkinliğinin orantılı 

olmaması; Stat3 S727 fosforilasyonunun, Stat3’ün tirozin fosforilasyonunu engellediği 

halde, nükleer lokalizasyonunu ve DNA bağlanma etkinliğini engellememesinden 

(Hazan-Halevy ve ark., 2010; Wen and Darnell, 1997) ve Stat3’ün fosforile olmadan da 

DNA’ya bağlanabilmesinden (Timofeeva ve ark., 2012; Yang ve ark., 2007) 

kaynaklanıyor olabilir.  

TNF-α aracılı TNFR1 sinyal iletiminin önemli fizyolojik etkilerinden biri de 

IRS-1’in insülin indüklü tirozin fosforilasyonunu engelleyerek yol açtığı insülin 

dirençliliğidir (Liang ve ark., 2008). Bu nedenle, TNFR1 mutantlarının TNF-α aracılı 

insülin dirençliliğine olan etkilerini belirleyebilmek için, yabanıl tip ya da mutant 

TNFR1 plazmidleri ile transfekte edilmiş hücreleri, TNF-α muamelesi olmadan ya da 8 

saat 10ng/ml TNF-α muamelesinden sonra 5 dakika 100ng/ml insülin ile muamele edip; 

bu hücrelerden topladığımız lizatlarda IRS-1 tirozin fosforilasyon seviyelerini inceledik. 

TNFR1 Y360A mutantında IRS-1 tirozin fosforilasyon seviyesi yabanıl tip TNFR1 ile 

eşitken, Y401A ve Y360A/Y401A mutantlarında IRS-1 tirozin fosforilasyonunun 

artmış, Y360D, Y401D mutantlarında azalmış, Y360D/Y401D mutantında ise neredeyse 
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tamamen yok olmuş olduğunu gözlemledik. TNFR1 tirozin fosforilasyonu, IRS-1 tirozin 

fosforilasyonunu negatif yönde etkiliyor görünmektedir. Y401A mutantında artmış 

gördüğümüz IRS-1 tirozin fosforilasyonu, 2011 yılında yayınlanan bir çalışmada 

bahsedilen fakat verisi gösterilmemiş olan Y401F mutasyonuna uğratılmış TNFR1’in, 

yabanıl tip TNFR1’e göre azalmış SOCS-3 bağlama kapasitesi ile uyumludur (Guan ve 

ark., 2011). Nitekim SOCS-3’ün, IRS-1 tirozin fosforilasyonunu engellemek yönündeki 

fonksiyonu bilinmektedir (Shi ve ark., 2004). TNFR1 PKA mutantlarını incelediğimizde 

ise, T411D ve T417D mutantlarında azalmış, T417A mutantında bazal koşullarda 

artmış, T411A/T417A mutantında ise TNF-α muamelesi sonrasında artmış IRS-1 tirozin 

fosforilasyonu gözlemledik. Her ne kadar TNFR1’in T417D mutantı TNFR1 tirozin 

fosforilasyonunu negatif, T417A mutantı ise pozitif yönde etkiliyor olsa da, T417D 

mutantında azalmış, T417A mutantında ise artmış IRS-1 tirozin fosforilasyonu 

gözlemliyoruz. Öte yandan, T417A mutantında azalmış, T417D mutantında ise artmış 

gözlediğimiz p38 fosforilasyonu,bu mutantların IRS-1 tirozin fosforilasyonu üzerindeki 

etkilerini açıklayabilir. Öte yandan, Y360A mutantında p38, Akt, JNK ve ERK yolakları 

bazal koşullarda yabanıl tip TNFR1’e nazaran daha aktif olduğu halde, Y360A 

mutantının IRS-1 tirozin fosforilasyonunu engellemek yönünde bir etkisi olduğunu 

gözlemlemedik. Bu beklediğimiz bir sonuç olmasa da (Lee ve ark., 2003; Ozes ve ark., 

2001), Y360A mutantının transfekte edildiği hücrelerde, TNF-α muamelesinin p38 ve 

Akt aktivasyonundan ziyade, bazal koşullara nazaran baskılanması, IRS-1 tirozin 

fosforilasyonunda baskılanma görmememizi açıklayabilir.  

TNFR1’in en önemli sinyal iletim yollarından biri olan NF-κB indüksüyonu, 

bazal koşullarda TNFR1 aşırı ekspresyonundan pozitif etkilenmekte, TNF-α muamelesi 

sonucunda ise boş plazmidle transfekte edilmiş ve TNFR1 vektörü ile transfekte edilmiş 

293T hücrelerindeki NF-κB aktivasyon seviyeleri arasındaki fark kaybolmaktadır. Öte 

yandan TNFR1 aşırı ekspresyonu, kaspaz 3 ve kaspaz 8 aktivasyonuna sebep olmakta, 

hücre sağkalımında düşüşe yol açmakta (MTT sonucu) ve TNF-α muamelesi sonucu 

hücre sağ kalımı daha da düşmektedir. Dolayısıyla, 10ng/ml TNF-α muamelesi 

sonucunda indüklenen NF-κB miktarının hücredeki TNFR1 miktarından bağımsız 

olduğu, TNFR1 aşırı ekspresyonu yapan hücrelerin TNF-α aracılı ölüme daha duyarlı 

olduğu görülmektedir. Literatürde mevcut çalışmalarda, TNFR1 aracılı Kompleks-2a 
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oluşumunun indüklenmesi için aktinomisin D ya da siklohekzimid gibi ajanlar veya 

RIP1 deplesyonu; TNFR1 aracılı Kompleks-2b oluşumunun indüklenmesi için 

cIAP1/2’yi ortadan kaldıran SMAC mimetikleri, ya da TAK1 inhibisyonu; nekreptozun 

indüklenmesi içinse Kompleks-2b oluşumunu sağlayan koşulların yanı sıra pan-kaspaz 

inhibitörleri kullanılmıştır (Conrad ve ark., 2016). Bizse çalışmamızda TNFR1 post-

translasyonel modifikasyonlarının etkisini incelerken fizyolojik koşulları etkilememeye 

gayret sarf ettiğimiz için, kaspaz aktivasyon deneylerimizde ya da hücre proliferasyon 

deneylerinde TNF-α haricinde herhangi bir ajan kullanmadık. Bu nedenle, 24 saat 

10ng/ml TNF-α muamelesi ile çok dramatik bir kaspaz aktivasyonu gözlemlemedik. 

Yabanıl tip ya da mutant TNFR1 aşırı ekspresyonu gerçekleştirilmeyen 293T 

hücrelerinde, TNF-α’nın oluşturduğu kaspaz aktivasyonununsa, muhtemelen yine TNF-

α aracılığıyla aktivasyonu gerçekleştirilen proliferatif yolaklarla dengelenerek, hücre 

sağkalımında anlamlı bir değişikliğe yol açmadığını belirledik.  

TNFR1 aracılı NF-κB aktivasyonunu, promotorunda NF-κB bağlanma bölgesi 

bulunan lusiferaz reporter plazmidler aracılığıyla değerlendirdik. Transfeksiyonu 

gerçekleştirilen plazmidlerle beraber transfekte ettiğimiz NF-luc plazmidi sayesinde, 

hücreler, NF-κB aktivasyon seviyesi ile doğru orantılı lusiferaz aktivitesi kazanırlar. NF-

κB aktivasyonunun IκB degredasyonu gibi başlangıç aşamalarından ziyade, final 

aşamasını, yani gen indükleme kapasitesini incelememizin amaçlarımıza daha uygun 

olduğunu düşündük. TNFR1 tirozin mutantlarının NF-κB’yi aktive etme potansiyellerini 

değerlendirdiğimizde, Y401A dışındaki bütün mutantların bazal NF-κB aktivitesini 

kaybettiğini, Y401A’daki bazal NF-κB aktivasyonunun ise yabanıl tip TNFR1’den 

düşük, fakat boş plazmidle transfekte edilmiş hücrelerden yüksek olduğunu belirledik. 

TNF-α indüklü NF-κB aktivitesi, Y360A, Y360A/Y401A, Y360D ve Y401D 

mutantlarında yabanıl tip TNFR1’e göre istatistiksel anlamlılık derecesinde düşük 

bulundu. Özellikle Y360D ve Y401D mutantlarında TNF-α indüklü NF-κB aktivitesi 

yarı yarıya düşmüştü. Y401A mutantında TNF-α indüklü NF-κB aktivitesi yabanıl tip 

TNFR1’e göre yüksek görünse de, bu sonuç anlamlı bulunmadı. Kaspaz aktivasyonu ise, 

Y360D mutantında bazal durumda yabanıl tip TNFR1 ile benzerlik gösterse de, bütün 

mutantların TNF-α-indüklü kaspaz 8 ve kaspaz 3 aktivasyon seviyeleri yabanıl tip 

TNFR1’e göre düşük bulunmuştur. Hücre sağ kalımı ise, dışarıdan TNF-α 
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verilmediğinde Y401A mutantında yabanıl tipe göre farklılık göstermezken, Y401D 

mutantında anlamlı şekilde azalmıştı. Y360A, Y360A/Y401A, Y360D ve 

Y360D/Y401D mutantlarında ise, TNF-α muamelesi yapılmadan gözlenen hücre 

sağkalımı, yabanıl tip TNFR1’den yüksek gözlenmiştir. 24 saat TNF-α muamelesinin 

sonrasında, Y360A ve Y401A eksprese eden hücrelerin sağ kalımı yabanıl tip TNFR1 

ile transfekte hücrelerle benzer seviyede; Y401D eksprese eden hücrelerin sağ kalımı 

yabanıl tip TNFR1 ile transfekte hücrelerden düşük; Y360A/Y401A, Y360D ve 

Y360D/Y401D transfekte hücrelerin sağ kalımı ise yabanıl tip TNFR1 ile transfekte 

edilmiş hücrelerden yüksek bulunmuştur. Hücre sağ kalımını hem TNF-α muamelesi 

sonucunda hem de TNF-α muamelesi yapılmaksızın ciddi bir şekilde azaltan Y401D 

mutantının, kaspaz aktivasyonunu, NF-κB aktivasyonunu ve JNK fosforilasyonunu en 

düşük gösteren reseptör formu olması bu mutantın TNFR1 kompleksine TAK1’in 

katılmasını ya da TAK1 aktivasyonunu engelliyor olabileceğini düşündürmektedir (Şekil 

5.4a). TAK1 aktivasyonunun engellenmesi durumunda TNF-α’nın nekroptozu 

indüklemesinden dolayı, TAK1 aktivasyonunun engelleniyor olması durumu, bu 

mutantta Akt ve ERK yolakları yabanıl tip TNFR1’e göre daha aktif olduğu ve kaspaz 

aktivasyonu düşük olduğu halde hücre sağ kalımının azalmış olmasını da açıklayabilir. 

Y401D mutantı, aynı zamanda Stat3’e de en kuvvetli bağlanan mutanttı. Stat protein 

ailesinin bir diğer üyesi Stat1’in, TNFR1 sinyal iletim kompleksinde TNFR1 ve 

TRADD’a bağlanıp, TRADD’ın RIP1 ve FADD ile etkileşimini engellediği 

gösterilmiştir (Wang ve ark., 2000). Stat3’ün de TNFR1 sinyal iletim kompleksinde 

Stat1 ile benzer fonksiyon görmesi, Y401D mutantında gördüğümüz durumu 

açıklayabilir. Y401D mutantına kuvvetli bir şekilde bağlanan Stat3, TRADD-RIP1 

bağlantısını engelleyerek Kompleks 1’in, TRADD-FADD bağlantısını engelleyerek 

Kompleks 2a’nın kurulmasını önlüyor; bu sayede de azalmış kaspaz aktivasyonu ve 

azalmış NF-κB indüksüyonu gözleniyor olabilir (Şekil 5.5). 
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Şekil 5.4: TNFR1 tirozin fosforilasyonu, TAK1 aktivasyonunu engelliyor olabilir.  
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Şekil 5.5: TNFR1 kompleksine Stat3’ün bağlanması, TRADD bağlanmasını engelliyor olabilir.  

PKA bölge mutantlarına baktığımızda, bazal koşullarda T411A/T417A ve 

T411D mutantlarının NF-κB indüksüyon kapasitesi yabanıl tip TNFR1’den farklı 

değilken; T411A mutantında artmış; T417A, T417D ve T411D/T417D mutantlarında 

azalmış olduğunu gözlemliyoruz. TNF-α muamelesinden sonra ise, T417A ve T417D 

mutantlarının NF-κB indüksüyon seviyesi yabanıl tipten düşükken, T411A mutantının 

NF-κB indüksüyon seviyesinin yabanıl tipe göre artmış olduğunu görüyoruz. Kaspaz3 

ve Kaspaz8 aktivasyon seviyeleri, T411A/T417A, T411D, T417D ve T411D/T417D 

mutantlarında azalmışken; hücre sağkalımı T411D/T417D mutantı haricindeki bütün 

PKA bölge mutantlarında yabanıl tip TNFR1’e göre yüksek bulunmuştur. 24 saat TNF-α 

muamelesinden sonra ise, hücre sağkalımı T411A/T417A, T411D ve T417D transfekte 

hücrelerde yabanıl tip TNFR1 ile transfekte hücrelere nazaran daha yüksek gözlenmiştir.  

TNFR1’in tirozin fosforilasyonu ve PKA tarafından fosforilasyonunun TNFR1 

sinyal kompleksine etkilerini incelerken, His-probe antikoru ya da TNFR1 antikoru ile 

indirdiğimiz örneklerde TRADD ve RIP1 işaretlemesi de gerçekleştirdik; fakat 
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değerlendirilebilecek bir bantlama paterni gözlemlemedik. Daha önce HEK293 

hücrelerinde, TNFR1 ile beraber TRADD ve RIP1 transfeksiyonu yapılmadığı takdirde 

TNFR1-RIP ve TNFR1-TRADD bağlantısı gösterilememiş, her üç protein birden 

transfekte edildiğinde gösterilebilmiştir  (Hsu ve ark., 1996a). Bu çalışmanın dışında da, 

RIP1 ve TRADD’ın ektopik ekspresyonu sağlatılmadan HEK293 ve 293T hücrelerinde 

TNFR1-TRADD ya da TNFR1-RIP bağlantısını gösterebilen herhangi bir yayın yoktur. 

Biz de, hücre lizatında hatırı sayılır miktarda RIP1 ve TRADD gözlemlediğimiz halde, 

TNFR1 proteinlerine bağlanmayı yeterince etkin bulmadık. Bunun nedeni, TRADD, 

RIP1 ve TNFR1’i içeren Kompleks 1’in TritonX-100-insoluble lipid raftlarda oluşması 

(Legler ve ark., 2003) olabilir. TNFR1’in TRADD ve RIP1 ile bağlantısı lipid-raftlarla 

kısıtlı olmakla beraber, plazma membranındaki TNFR1 tamamen farklı bir kompleks 

kuruyor gibi görünmektedir. Bu tez çalışması sonucunda, plazma membran sinyal 

kompleksinde JAK2, PKA, Stat3, p85 ve Grb2’nin bulunduğunu belirlemiş olduk.  
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

- TNFR1, JAK2 ile TNF-α olmayan ortamda da bağlanabilmekte, TNF-α 

muamelesi sonrasında iki protein arasında kuvvetlenen fiziksel etkileşim, 

TNFR1’in tirozin fosforilasyonu ile sonuçlanmaktadır 

- TNFR1, TNF-α bağımlı bir şekilde PKA ile fiziksel etkileşime girmekte ve bu 

durum TNFR1’in PKA tarafından fosforilasyonuna neden olmaktadır. 

- TNFR1’in PKA tarafınfan fosforilasyonu, TNFR1’in tirozin fosforilasyonunu 

baskılamaktadır. 

- TNFR1 Y360 ve Y401 aminoasitlerindeki değişiklikler, TNFR1 degredasyonuna 

yol açmaktadır.  

- TNFR1’in Y401’den tirozin fosforilasyonu Grb2 bağlantısını ve ERK 

aktivasyonunu kuvvetlendirmekte, Y360’dan fosforilasyonu ise tam tersi etki 

yapmaktadır. TNFR1’in T417’den fosforilasyonu, ERK aktivasyonunu hafif bir 

şekilde baskılamaktadır.   

- TNFR1’in Y360 ve Y401’den fosforilasyonu p85 bağlantısı ve Akt 

aktivasyonunu arttırmaktadır. TNFR1’in T417’den fosforilasyonu p85 

bağlanması ve Akt aktivasyonunu etkilemese de; T417 fosforilasyonunun 

engellenmesi Akt aktivasyonunda artışa yol açmaktadır.   

- TNFR1’in Y360A, Y360D/Y401D, T417D ve T411D/T417D mutantlarında 

TNF-α muamelesi olmayan ortamda artmış gözlenen p38 aktivasyonu; TNF-α 

muamelesi ile normal seviyelere çekilmiştir.  

- JNK aktivasyonu, Y360A ve T417D mutantlarında yüksek gözlenmiştir.  

- Stat3 tirozin fosforilasyonu, T401A mutantında TNF-α muamelesi yapılan; 

Y401D mutantında ise TNF-α muamelesi yapılmayan koşullarda yüksek 

gözlenmiştir. Y401D mutantında TNF-α muamelesi, Stat3 tirozin 

defosforilasyonuna yol açmış görünmektedir. Bu gözlem, Stat3’ün Y401D 

mutantına TNF-α muamelesi yapılmayan ortamda kuvvetli bir şekilde 

bağlanması, TNF-α muamelesi yapıldığında ise ayrılması ile uyumludur. TNF-α 

bağlı olmayan reseptörün Y401’den fosforilasyonu Stat3 bağlanması için bir 

zemin oluştururken, ligandın reseptöre bağlanması ile değişen konformasyon, bu 
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bölgeye SH2 bölgesi içeren bir fosfatazın bağlanması için zemin oluşturuyor 

olabilir.  

- IRS-1 tirozin fosforilasyonu, TNFR1 tirozin fosforilasyonundan da, PKA 

fosforilasyonundan da negatif etkilenmektedir.  

- TNFR1’in PKA fosforilasyonunun CREB aktivasyonu ve IRS-1 tirozin 

fosforilasyonu üzerine olan etkileri, PKA fosforilasyonunun tek fonksiyonunun 

tirozin fosforilasyonunu baskılamak olmadığını düşündürmektedir.  

- TNF-α muamelesi olmayan bazal koşullarda NF-κB indüksüyonu, bütün tirozin 

mutantlarında baskılanmıştır. Sadece Y401A mutantında mock transfekte 293T 

hücrelerinden yüksek bazal NF-κB indüksüyonu görüyor olmamız, TNFR1 

vektörlerinin bu modifikasyonlar sonucunda degradasyonu ile paralel olabilir. 

Benzer bir şekilde, bütün tirozin mutantları kaspaz aktivasyon kapasitlerinde 

azalma göstermiştir.  

- Hücre sağkalımı, Y401D mutantını eksprese eden hücrelerde bariz bir şekilde 

azalmış, T411D ve T417D mutantlarını eksprese eden hücrelerde ise artmıştır. 

Kaspaz-3 ve Kaspaz-8 aktivasyonu, T411D ve T417D mutantlarında azalmıştır.  

- TNFR1’in hücre dışına salınımı, TNFR1’in PKA fosforilasyon mutantlarında 

azalmakta, Y401D mutantında ise artmaktadır.  

- TNFR1 fosforilasyonlarının TNF-α aracılı sinyal iletiminde oluşturduğu farklı 

etkilerden dolayı, TNFR1 sinyal kompleksinin içerisindeki fosfatazların 

araştırılması TNF-α sinyal iletiminin tam olarak aydınlatılmasında fayda 

sağlayacaktır.  

- TNFR1 modifikasyonlarının lipid raft’larda yerleşik TNFR1 kompleksini nasıl 

etkilediğinin araştırılması, TNFR1 aracılı NF-κB aktivasyonu, apoptosis ve 

nekroptosis sinyalleşmesinin TNFR1 fosforilasyonlarından etkilenip 

etkilenmediğinin anlaşılmasında fayda sağlayabilir. 
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