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OZET

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

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

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

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

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



ABSTRACT

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

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

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

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

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

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

nasil etkilendigini inceledik.

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

degistirilmesinin TNFR1 sinyal iletimini nasil etkiledigini inceledik.



2. GENEL BILGILER

2.1 Tiimor Nekroz Faktorii (TNF)

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

belirlenmistir.

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

isimlendirilmistir (Carswell ve ark., 1975).

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

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



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

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

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

2013) rol oynadig1 belirlenmistir.

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



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

2.2 TNF-a Reseptorleri

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

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



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

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

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

TNF-o’nin reseptoriine baglanmasi sonrasinda (Aggarwal ve ark., 1986) reseptor-ligand
kompleksinin dnce hiicre i¢ine internalize oldugu, ardindan hiicreyi “litik” faza soktugu
(Kull, 1988) 1990’11 yillardan oncesinde de bilinse de; TNFRI1 sinyal iletiminin
fizyolojik etkileri hakkindaki ilk fikirlerimiz, TNFR1 yoksunu (TNFR1 knock out) fare
caligmalarina dayanir. TNFR1 defektif farelerin, TNF-a’nin yol agtif1 sistemik
toksisiteden korundugu, fakat Listeria monocytogenes enfeksiyonuna asir1 duyarli hale
geldigi 1993 yilinda gosterilmistir (Rothe ve ark., 1993). Takip eden yillarda, TNFR1
yoksunu farelerde lipopolisakkarid (LPS) toksisitesine (Rothe ve ark., 1994) ve LPS-

5



aracili deri {ilserlesmesine (Amar ve ark., 1995) diren¢ olustugu, normal dalak
morfolojisine sahip olmalarma ragmen siiregen IgG sentezinde ve germinal merkez
gelisiminde bozulmalarin  gozlendigi (Le Hir ve ark., 1995), noronal NF-kB
sinyallesmesinin baskilandig1 (Yang ve ark., 2002), karaciger gelisiminde gerilik oldugu
(Wallenius ve ark., 2001), karaciger Kuppfer hiicrelerinin migrasyonunun ve
dimetilnitrozamin indiiklii karaciger fibrozunun azaldigr (Kitamura ve ark., 2002),
asetaminofen toksisitesi sonrasinda karaciger rejenerasyonunun arttigt (James ve ark.,
2005), amiloid beta plaklarinin neden oldugu noéral hiicre 6liimiine direng gelistigi (Li ve
ark., 2004), Legionella pneumophila nedenli mortalitede artis gdzlendigi (Fujita ve ark.,
2008), Actinobacillus actinomycretemcomitans-aracili periodontite duyarlilik olustugu
(Garlet ve ark., 2007), karajenan indiiklii havayolu inflamasyonunun tamamen ortadan
kalktig1 (Mazzon and Cuzzocrea, 2007; Mazzon ve ark., 2008), trakeal epitelyumdaki
kirpiksi hiicrelerin hareketinin azaldig1 (Weiterer ve ark., 2014) deneysel otoimmiin
iiveorenit’e kars1 direng gelistigi (Raveney ve ark., 2009), kortikal hiicrelerin oksijen ve
glukoz yoksunlugu nedenli nekroza direngli hale geldigi (Badiola ve ark., 2009),
artheroskleroz gelisiminin azaldig1 (Xanthoulea ve ark., 2008), makrofajlardaki MAPK
aktivasyonunun, NF-«kB aktivasyonunun, iNos ve Cox2 ekspresyonunun azaldigi
(Crisafulli ve ark., 2009), diyet indiiklii obeziteye karst direng gelistigi (Romanatto ve
ark., 2009), agr1 reseptorlerinde (nosiseptorler) duyarsizlik olustugu (Nadeau ve ark.,
2011) ve intrakraniyal anevrizma’ya direng gelistigi (Aoki ve ark., 2014) belirlenmistir.
Bunlarin yani sira, TNFR1 yoksunu erkek hayvanlardaki mezenkimal kok hiicrelerin
iskemi sonras1 myokardiyal rejenerasyon kapasitesinin arttig1, fakat disi modellerde bu
durumun s6z konusu olmadig1 da rapor edilmistir (Zeller ve ark., 2009). Dolayisiyla,
TNFR1 sinyal iletimi, sadece anti-timoral oOzelligiyle degil, basta mikrobiyal

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

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

ozetleyebiliyoruz.



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

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

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

aktive edebilir.

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

1998).

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

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

yolaklar ile de aktive edilebilecegini gostermistir.

2.3.2. TNFRI1 aracilh NF-kB Aktivasyonu

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

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

ve ark., 1996).

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

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



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

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

durumda apoptosise yonelir.

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



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

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

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

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

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

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

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

aktivasyonundaki osilasyonu agiklayabilir.
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2.3.3. TNFRI1 aracih Apoptosis indiiksiiyonu

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

fagositlerce yutulur (Kroemer ve ark., 2009).

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

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

1997a).

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

gerekmektedir.

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

ark., 2001), apoptosise yol agar.

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

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

mekanizmasi olarak da kabul edilebilir.

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

ark., 2015).

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

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

bir tiirli olarak da gerc¢eklesebilir.

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

(Orozco ve ark., 2014).

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

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

2014) girisi baglatir.

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

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

sonunda, hiicre nekroza gider.

2.3.5. TNFRI1 aracih MAPK Aktivasyon Yolag:

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

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

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

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

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

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

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

2009).

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

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

inhibe edilmesi, stres indiiklii yolaklarin ge¢ evre aktivasyonunu engeller.

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

2001).

2.3.6. TNFRI1 aracih JAK/STAT Yolag:

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

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

2.3.7. TNFRI1 aracih PI3K/Akt Yolag:

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

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

TNFRI1 eksprese eden hiicrelerde TNF-a muamelesi, hiicre ici cAMP miktari