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OZET

Taskiran ZE. Kolsisinin Pyrin ve Pyrin ile iliskili Proteinler Uzerine EtKisi.
Hacettepe Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji Doktora Tezi,
Ankara, 2012. Otoinflamatuvar hastaliklar i¢inde en yaygin olanmi ailevi Akdeniz
atesidir (AAA). Mutasyona ugramasi durumunda bu hastaliga neden olan Pyrin proteini,
MEFV geni tarafindan kodlanmaktadir. Tam olarak islevi bilinmese de Pyrin’in
inflamasyonun diizenlenmesinde gorev aldig diisiiniilmektedir. Mikrotubtl bozucu bir
ajan olan kolsisin, AAA tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kolsisinin, etkisini
mikrotiibiiller {izerinden gergeklestirdigi diisiiniilse de, AAA’daki 6zgiil tedavi edici
etkisinin hangi yol ile oldugu heniiz bilinmemektedir. Hastalarin kolsisine verdigi cevap
AAA’nin ayirict tant Olgltleri arasinda yer almaktadir. Bu noktadan yola ¢ikarak,
kolsisinin Pyrin ve/veya Pyrin ile iligkili proteinler iizerine 6zgiil bir etkisi oldugu
disiiniilmistiir. Bu tez ¢alismasinda, HelLa hicrelerinde 7,5 ng/ml derisimde kolsisin
uygulamasi sonucu Pyrin ve ASC’nin birlikte bulundugu speck miktarinin azaldigi
gosterilmistir. Ayrica COS7 hiicrelerinde yapilan calismalarda 10 ng/ml derisimde
kolsisin uygulamasi sonucu Pyrin ve PSTPIP1’nin birlikte olusturdugu retikiler fibril
miktarmin da azaldig: ortaya ¢ikarilmistir. Bununla beraber, THP-1 hicrelerinde farkli
derisimlerde kolsisin uygulamasi sonucu MEFV ifadesinin baskilandigi goriilmiistiir.
Diger yandan THP-1 hiicrelerinde kolsisin uygulamasi sonras1 aktin iskeletinin yeniden
diizenlendigi gosterilmistir. Pyrin’in de aktin iligkili bir protein olmasi, MEFV
ifadesindeki azalmanin aktin iskeletindeki yeniden diizenlenmeden kaynaklanabilecegini
distindiirmiistiir. Son bélimde yapilan mikrodizin ¢alismasinda, kolsisin uygulamasinin
aktin ile iliskili birgok genin ifadesinde degisiklige sebep oldugu ortaya ¢ikarilmigtir. Bu
proteinlerin bazilar1 hiicre gé¢ii mekanizmasinda diizenleyici olarak islev gérmektedir.
Dolayistyla kolsisinin aktin iskeletini yeniden diizenleyerek hiicre gd¢ilinii baskiladigi
diisiiniilmistiir. Tez ¢aligmasi kapsaminda kolsisinin mikrotiibiilleri bozmaksizin, hem
hiicre hem de transkriptom diizeyindeki etkileri ortaya g¢ikarilmistir. Sonug olarak,
kolsisin ve pyrin arasindaki baglantinin aydinlatilmasi ile kolsisinin AAA tedavisindeki
0zgiil rolii hakkinda fikir edinilebilmistir.

Anahtar kelimeler: Pyrin, kolsisin, ASC, PSTPIP1, Siva, ailevi Akdeniz atesi, hiicre
goca.

Bu ¢alisma HUBAB (060 110 1025) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Taskiran ZE. The effect of colchicine on pyrin and pyrin-interacting proteins.
Hacettepe University Insitute of Health Sciences, Ph.D. Thesis in Medical Biology,
Ankara, 2012. MEFV which encodes pyrin, causes familial Mediterranean fever (FMF),
the most common auto-inflammatory disease. Pyrin is believed to be a regulator of
inflammation, though the nature of this regulatory activity remains to be identified.
Prophylactic treatment with colchicine, a microtubule toxin, has had a remarkable effect
on disease progression and outcome. It has been thought that, inhibition of microtubule
polymerization is the main mechanism of action of colchicine. But, the exact cellular
mechanism explaining the efficacy of colchicine in suppressing FMF attacks is still
unclear. Given the ability of colchicine treatment to be considered as a differential
diagnosis criteria of FMF. We hypothesized that colchicine may have a specific effect
on pyrin and pyrin interacting proteins. This study showed that administration of 7,5
ng/ml colchicine reduces ASC speck rates in HeLa cells. Also it is demonstrated that 10
ng/ml colchicine prevents reticulated fibrils formed by Pyrin and PSTPIP1 in COS7
cells. We further noted that, colchicine down-regulates MEFV expression in THP-1
cells. We also observed that colchicine causes re-organization of actin cytoskeleton in
THP-1 cells. Pyrin is an actin-binding protein that specifically localizes with
polymerizing actin filaments. Thus, MEFV expression might be affected by re-
organization of actin cytoskeleton. Finally, microarray experiments showed that
colchicine administration change the expression levels of actin-related genes. Also some
of these genes play regulatory roles in cell migration pathways. According to this, it has
been thought that colchicine inhibits cell migration via inducing actin re-organization. In
this study, the actions of colchicine on both cellular and transcriptional levels were
identified. The data presented here reveal an important connection between colchicine
and pyrin which might explain the remarkable efficacy of colchicine in preventing FMF
attacks.

Keywords: Pyrin, colchicine, ASC, PSTPIP1, Siva, familial Mediterranean fever, cell
migration.

This study is supported by HUBAB (060 110 1025).
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AAA ailevi Akdeniz atesi

ASC Apoptosis associated speck like protein containing a CARD
CARD Caspase recruitment domain

CAPS Cryopyrin associated syndromes

CINCA Chronic infantile neurological cutaneous articular syndrome
COs7 CV-1in origin, carrying the SV40

cDNA Complementary DNA

DAPI Diamidinophenylindole

DIRA Deficiency of interleukin-1 receptor antagonist

DMEM Dulbecco’s modified eagle’s medium

FCS Fetal calf serum

GFP Green florescent protein

HelLa Henrietta Lacks

HIDS Hyper IgD syndrome

HUVEC Human umbilical vein epithelial cells

IL-1B Interleukin 1B

LPS Lipopolisakkarit

MDR Multi drug resistance

MEFV MEditerranean FeVer

MWS Muckle_Wells syndrome

NFkB Nuclear Factor kappa-b

NOMID Neonatal-onset multisystem inflammatory disease

PAPA Piyojenik arthrit piyoderma gangrenozum acne

PBS Phosphate buffered saline

PSTPIP1 Proline serine threonine phosphatase interacting protein
PyD Pyrin domain

RPMI Roswell Park Memorial Institute medium

SAA Serum amiloid A



TRAPS
YFP

Tumour necrosis factor associated periodic syndrome

Yellow florescent protein
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SEKILLER DIiZiNi

Dogal immiin sistemdeki hatalarin fenotipe yansimasi.

Inflamasyonun ana sitokini IL-1B salinim yolaginin sema ile gdsterimi.
MEFV geni yapisi ve AAA fenotipi ile iligkilendirilmis mutasyonlar.
Pyrin proteininin farkli bolgelerinin sematik gosterimi.

Pyrin ve Siva-2 birlikte transfekte edilmis bir COS7 hiicresi.

Transfekte HeLa hiicrelerinde sitoplazmik ve speck seklinde ASC ifadesi.

HeLa hiicrelerinde Pyrin ve ASC’nin speck yapisi igerisinde birlikte
bulundugunun gdsterilmesi.

Pyrin ve PSTPIP1 birlikte transfekte edilen COS7 hicresinde retikiler
fibril yapisinin gosterilmesi.

Pyrin, PSTPIP1 ve ASC proteinlerinin olusturdugu molekiiler
platform ‘pyroptosis’.

Farkl1 derisimlerdeki kolsisinin hiicre hatlarina etkisi.

Farkl1 derisimlerde kolsisin ile inkiibe edilen THP-1 hiicrelerindeki
aktin iskeleti yapisi.

Filopod yapisinin kolsisinden geri doniisiimlii olarak etkilenmesi.
Pyrin ve mutant pyrin formlarinin ASC ile speck olusturma yiizdeleri
ve kolsisinin bu olusuma etkisi.

COS7 hiicresinde retikiiler fibril yapisinin olusumu.

Slspanse THP-1 hiicrelerinde kolsisinin MEFV, ASC, PSTPIP1

ve Siva ifadesi Uzerine etkisi.

Farklilasmis THP-1 hiicrelerinde kolsisinin MEFV, ASC, PSTPIP1

ve Siva ifadesi Uzerine etkisi.

Farklilagmis THP-1 hiicrelerinde farkl: siirelerde kolsisinin uygulanmasi
durumunda MEFV ifadesinin 6lgima.

Farklilasmis THP-1 hiicrelerinde ¢esitli anti-inflamatuvar ilaglarin

MEFV ifadesine olan etkisinin incelenmesi.
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1. GIRIS

Ailevi Akdeniz atesi (AAA) en sik goriilen otoinflamatuvar hastaliklardan
biridir. Otozomal resesif kalitilan AAA hastaligi, MEFV (MEditerranean FeVer)
genindeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar (1,2). MEFV, Pyrin proteinini
kodlamaktadir. Miyeloid kokenli hiicrelerde ve fibroblastlarda ifade edilen Pyrin,
inflamatuvar yolaklarda gorevli bir¢ok protein gibi PYD ve SPRY protein bolgelerini
icerir (3). Islevi tam olarak bilinmese de, inflamasyonun diizenlenmesinde rolii
oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda Pyrin’in hem proinflamatuvar hem de
anti-inflamatuvar islevi olabilecegine yonelik bulgular bildirilmistir (4). Bu
caligmalarda Pyrin ile etkilesime giren birgok protein saptanmistir. Bu proteinlerden
onemli olanlar1 ve tlizerinde c¢aligilanlar;; ASC (Apoptosis-associated speck like
protein containing a CARD), PSTPIP1 (Proline serine threonine phosphatase
interacting protein 1) ve Siva’dir (5, 6, 7). Bu proteinlerin islevini aydinlatmak
adma, birbirleri ile etkilesimleri hakkinda yeni bulgularin elde edilmesi oldukca
onemlidir.

AAA tedavisinde kullanilan en etkili ilag kolsisindir. Kolsisin kullanimi hem
ates ataklarini, hem de hastalifin en ciddi klinik bulgusu olan amiloid birikimini
onler (8). Mikrotiibiil yapisin1 bozan bir molekll olan kolsisinin, hiicre gocini
mikrotibuller Gzerinden engelledigi ve AAA tedavisini sagladigi One siiriilmiistir
(9). Kolsisinin AAA hastaligina 6zgil etkisi, ilacin Pyrin veya Pyrin ile iligkili
proteinler Gzerinde bir etkiye/etkilere sahip oldugunu diistindiirmektedir.

Kolsisinin mikrotiibiilleri bozmayacak derisimdeki etkilerinin arastiriimast,
Pyrin ve Pyrin ile iligkili proteinlerin inflamasyon yolaklarindaki islevinin daha iyi
anlasilmasini saglayacaktir.

Yapilan c¢alismalarda, Pyrin ve ASC’nin birlikte bulundugu speck’leri,
mikrotlbdl bozucu bir molekil olan nokadozoliin azalttigi gosterilmistir (10). Bu
sonug, kolsisin i¢in de benzer bir etkinin olup olmadigr sorusunu giindeme
getirmistir. Ustelik yalnizca ASC speck’leri agisindan degil, Pyrin-PSTPIP1 ya da
Pyrin-Siva iliskisinin de kolsisin uygulamasindan etkilenip etkilenmedigi
arastirilmalidir.

Bu tez ¢alismasiin amaci; kolsisinin Pyrin ve Pyrin ile iliskili proteinlerin

hlicre ve molekdler dlizeydeki etkisinin ortaya ¢ikarilmasidir.



Bu amag dogrultusunda, tez ¢alismasinin ilk boliimiinde kolsisinin yukarida
bahsedilen protein etkilesimlerine olan etkisi arastirilmistir.

Bir diger énemli soru da kolsisinin gen ifadesine etki edip etmedigidir. Bu
giine kadar kolsisinin gen ifadesine olan etkisi, endotel benzeri HUVEC hiicrelerinde
arastiritlmis ve kolsisin uygulamasi yapilan hiicrelerde, hiicre adezyonu, kemokin
reseptorleri gibi bazi gen gruplarinda mRNA seviyesinde degisimlerin oldugu
gosterilmistir (11). Ancak Pyrin ve Pyrin ile iligkili proteinleri dogal olarak ifade
eden hiicrelerde (6rnegin, Insan pre-monosit hiicre hattt THP-1) herhangi bir gen
ifadesi ¢alismasi heniiz yapilmamustir. Tez ¢alismasinin ikinci boliimiinde, kolsisinin
THP-1 hiicrelerinde gen ifadesine olan etkisi arastirilmistir.

Kolsisinin molekiiler diizeydeki etkisi bilindigi takdirde, Pyrin, ASC,
PSTPIP1 ve Siva’nin rolleri daha iyi anlagilacaktir. Bu proteinlerin rolleri
aydinlatildiginda sadece AAA patogenezi igin degil, inflamasyon mekanizmasinin

rol oynadigi kosullar i¢in 6nemli bulgular elde edilmis olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Otoinflamatuvar Hastaliklar ve Ailevi Akdeniz Atesi

Inflamasyon, organizmalari infeksiyon ya da doku hasar1 gibi durumlara kars1
koruyan fizyolojik bir mekanizmadir. Dogal immiin sistemin bir pargasi olan
inflamasyon, tehlike sinyallerini taniyan Toll-benzeri reseptorler, Nod-benzeri
reseptorler, sitokinler ve kemokinler tarafindan diizenlenir (12). inflamasyon veya
dogal immiin sistemin bilesenleri islev goremediklerinde immiin-yetmezlik durumu
ortaya c¢ikmaktadir. Bu sistemlerin normalden fazla c¢alismast ya da normal
kosullarda organizma i¢in tehlike olusturmayan bir etkenin, tehlike sinyali gibi

algilanip cevap verilmesi ise, otoinflamasyon olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2.1).

otoinflamasvon

immiinvetmezlik i

tehlike sinyallerine
diisiik diizeyde cevap

tehlike sinyallerine
asiri cevap

Sekil 2.1 Dogal immiin sistemdeki hatalarin fenotipe yansimasi.

Klinik 6zellikleri oldukga c¢esitlilik gdsteren otoinflamatuvar hastaliklar,
inflamasyon yolaklarinda gorevli olan proteinleri kodlayan genlerde meydana gelen
mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu giine kadar; ailevi Akdeniz atesi (AAA),
‘pyogenic sterile arthritis, pyoderma gangrenosum, acne syndrome’ (PAPA),
‘hyperimmunoglobulinemia D with periodic fever syndrome’ (HIDS), ‘tumor
necrosis factor receptor-associated periodic syndrome’ (TRAPS), ‘Muckle_Wells
syndrome’ (MWS) ve familial cold autoinflammatory disease (NOMID/CINCA) gibi

otoinflamatuvar hastaliklara neden olan genler tanimlanmistir (Tablo 2.1) (13).



Bu hastaliklardan sorumlu olan genlerin veya iligkili olduklar1 diizenleyici
genlerin apoptozis, inflamasyon ve sitokin islenmesinde rol oynayan proteinleri
kodladiklar1 gdsterilmistir. Bu proteinlerin islevlerinin ortaya c¢ikarilmasi ve
otoinflamatuvar hastaliklarin patogenezlerinin anlagilmasi, inflamasyonun temel

mekanizmalarinin aydinlatilmasina yardimer olacaktir (Sekil 2.2).

Tablo 2.1. Otoinflamatuvar hastaliklarin 6zellikleri.
Hastahik Bilinen Sensor Araci/Araci Hedef doku
tetikleyici yolak
CAPS soguk, NLRP3(cryopyrin) | |L-1 B asirt deri, g6z,
OMIM: infeksiyon, stres salmimi eklemler
120100,191900
ve 607115
AAA bilinmiyor Pyrin IL-1 B salinim deri, g6z,
OMIM: 249100 ve diizensiz eklemler,
apoptozis periton, plevra
PAPA bilinmiyor PSTPIP1 IL-1 B salinim deri, eklemler
OMIM: 604416
PGA bilinmiyor NOD2 NF-K B deri, g6z,
OMIM: 186580 {iretiminde artis eklemler
HIDS asilama Mevalonat kinaz IL-1 B salinim deri, g6z,
OMIM: 260920 eklemler, lenf
nodlar1
DIRA mekanik deri bilinmiyor IL-1 B sinyal deri, kemikler,
OMIM: 147679 travmast, yolaginda akciger, kan
infeksiyon diizensizlik damarlar1
TRAPS stres, travma bilinmiyor IL-1 B, IL-6, deri, g6z,
OMIM: 191190 TNF-alfa artist eklemler,
periton, plevra




IL-1, IL-6, TNF

Sekil 2.2 Inflamasyonun ana sitokini IL-1p salinim yolagimin sema ile gosterimi

(14).

Otoinflamatuvar hastaliklar icerisinde en yaygin olani ailevi Akdeniz atesi
(AAA) hastaligidir. Yahudi, Ermeni ve Arap toplumlarinda hastaligin goriilme sikligi
1/250-1/1000 olarak bildirilmistir (15). Tiirkiye’de ise, goriilme siklig1 1/1073 olarak
rapor edilmistir (16).

Belirli araliklarla ortaya ¢ikan, 1-3 giin siiren, ates, karin ve eklem agrilari
gibi klinik bulgularla seyreden ataklar, AAA hastaliginin karakteristik 6zelligidir.
AAA hastaliginda en 6nemli sorun amiloid birikimidir. Serum amiloid A (SAA)
proteininin bdbreklerde birikmesi sonucunda, hastalarda kronik bobrek yetmezligi
ortaya ¢ikmaktadir. Bobreklerin disinda, kalp, bobrek iistii bezleri, karaciger, tiroid
bezi ve ince bagirsaklarda da amiloid birikimi goriilmektedir (17).

AAA ataklarimi ve amiloidoz gelisimini Onlemesinden dolay1 kolsisin,
glinlimiize kadar kullanilan en yaygin tedavi olmustur. Kolsisine cevap vermeyen
hastalarda (tim AAA hastalarinin %10’u), interferon-alfa veya TNF-a reseptor

baskilayicisi olan etanersept de kullanilabilmektedir (18).



2.2. MEFV Geni

Mutasyonlar1 sonucunda AAA fenotipinin ortaya ¢ikmasina sebep olan
MEFV, 16. kromozomun kisa kolunda (16p13.3) yer almakta olup, 1997 yilinda iki
farkli grup tarafindan tanimlanmistir (1,2). 3505 nukleotid igeren 10 ekzondan olusan
MEFV, Pyrin proteinini kodlamaktadir (Sekil 2.3). Giiniimiize kadar 208 MEFV
varyasyonu tanimlanmis ve bunlardan 91 tanesinin ailesel Akdeniz atesi klinik
bulgulari ile uyumlu oldugu bildirilmistir (19). M694V (%51,4), M6801 (%14,4),
V726A (%38,6), E148Q (%3,5) ve M6941 (%1,7) mutasyonlar1 Tiitk AAA

hastalarinda en sik goriilen mutasyonlar olarak rapor edilmistir (20,21).

ME8OI (G=C)—
s17g) S208ABX39 ME80I (G~A)—
S242R M&80L —|
cror) ey T R
T267 FATIL - AT44S
R151S M692del
A2B8V HATEY
Ri43p Y471 DE6IN Megadel FT43Y
E84K A28V Megay V7264
V460L M&94L
P350R Eaven Meoal V722
T309M KE95R
15917 KBE5N
Exons
s s B B EHE m |
317bp 633bp 350bp 96bp  231bp 23bp 116bp 33bp 33bp 1,667 bp

| |
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Sekil 2.3 MEFV geni yapisi ve AAA fenotipi ile iligkilendirilmis mutasyonlar.

2.3. Pyrin Proteini

Cogunlukla notrofiller ve monositlerde ifade edilen Pyrin’in, dendritik
hiicrelerde, deri ve sinoviyal fibroblastlarda da ifade edildigi bildirilmistir (22, 23,
24). 781 aminoasitten olugan Pyrin, 86 kDa molekiiler agirliginda, arjinin ve lizin
amino asitlerince zengin, pozitif yukli bir proteindir. Pyrin proteini, dort fonksiyonel
bolge icermektedir. Bu boélgeler; amino ucu PYRIN bélgesi (PyD veya DAPIN), ‘B
box zinc finger’ bolgesi (zf-B-box), ‘Coiled coil’ bolgesi (PRY), karboksi ucu SPRY
bolgesi olarak isimlendirilmektedir (Sekil 2.4) (3).



PYRIN T4 SPRY

Sekil 2.4 Pyrin proteininin farkli bélgelerinin sematik gosterimi.

Pyrin’in AAA hastaligindaki islevi heniiz tam olarak anlagilamamistir. Ancak
inflamasyonu diizenleyen temel proteinlerden biri oldugu diisliniilmektedir.
Transfekte hiicre hatlar1 (COS7, 293T, HelLa) ve monositlerde sitoplazmada,
sinoviyal fibroblastlar ve nétrofillerde ise ¢ekirdekte yerlesim gostermesi, Pyrin’in
hiicre tipine gore cesitli proteinler ile etkilesime girerek farkli islevler
istlenebilecegini gostermektedir (23, 24).

Pyrin’in islevini belirlemek i¢in yapilan ¢aligmalarda hem pro-inflamatuvar
hem de anti-inflamatuvar rolii olabilecegi yoniinde sonuglar rapor edilmistir. ilk
caligmalardan elde edilen bulgular, inflamasyonu baskilayic1 bir etkisi oldugunu
diistindiirmtistiir. Pyrin’in inflamasyonun ana sitokini IL-1f aktive edici enzim olan
kaspaz-1’1 baskiladiginin gosterilmesi bu fikri destekleyen onemli c¢alismalardan
biridir (25). Bu g¢alismada, Pyrin’de bulunan SPRY bolgesinin kaspaz-1’e
baglanarak, olgun kaspaz-1’in tiretilmesini engelledigi ve bu yol iizerinden IL-1
tretiminde azalmaya sebep oldugu gosterilmistir. Bu sonug, Pyrin’in anti-
inflamatuvar bir etkiye sahip olabilecegini diigiindiirmiistiir.

Daha sonra yapilan ¢alismalarda, Pyrin’in proinflamatuvar bir rol oynadigi
fikri giiclenmeye baslamistir. Insan pre-monosit hiicre hatti (THP-1 hucreleri) ile
yapilan bir calismada, siRNA ile Pyrin ifadesinin baskilandigi hiicrelerde IL-1f
saliniminin azaldigi; yine ayni ¢aligmada, viral vektorler ile Pyrin ifadesi agir1 ifade
edildiginde IL-1PB salgilanmasinin arttigi bildirilmistir (26). Pyrin ifadesinin IL-1p
salinimi ile dogru orantida olmasi, Pyrin’in inflamasyonun olusumu y&niinde (pro-

inflamatuvar) bir rol oynadigin1 géstermistir.



2.4. Pyrin ile Iliskili Proteinler

Pyrin’in islevini belirleyebilmek igin etkilesime girdigi proteinler saptanmaya
caligilmistir.

Jeru ve arkadaslariin yaptig1 ¢alismada Pyrin’in 14.3.3. protein ailesinin iki
tiyesi ile etkilesimde oldugu tespit edilmistir (27). Bunlar 14.3.3.t ve 14.3.3.e
proteinleridir. 14.3.3. ailesi hiicre i¢i sinyal iletiminde islev goren scaffold tipinde
proteinlerdir. Bu iki 14.3.3. Uyesi, Pyrin’in hiicre ¢ekirdegine yerlesmesine yardimei
oldugu gosterilmistir. Bu bulgu, Pyrin’in 14.3.3. proteinlerine bagli olarak hiicrenin
farkli bolgelerinde sinyal iletimine katilabilecegini diistindiirmektedir.

Bir 6nceki kisimda da bahsedildigi gibi, Pyrin kaspaz-1 proteini ile etkilesime
girmektedir. Bu etkilesiminde, Pyrin’in karboksi terminalindeki SPRY bdlgesinin ve
kaspaz-1’in ligand baglama bolgesinin 6nemli rol oynadigi gdsterilmistir (25).

Pyrin ile etkilesimde bulunabilen diger bir proteinde Siva’dir. Siva proteini
fibroblast, monosit ve nétrofillerde ifade edilmektedir (7). Siva geninin iki farkli
transkripsiyon varyanti bulunmaktadir. Bu varyantlar, Sival ve Siva2 proteinlerini
kodlamaktadir. Bunlardan Siva2, alternatif kirpilma ile death domain homology
bolgesi eksik olan varyanttir. Siva 1 ve Siva 2 proteinleri ile ilgili bugiine kadar
yapilan ¢alismalarda, her iki proteinin de proapoptotik dzellikleri tanimlanmustir (27,
29). Pyrin-Siva etkilesimi incelendiginde, Siva’nin birinci ekzonunun kodladig
protein bolgesinin ve MEFV’in 10. ekzonundan kodlanan SPRY bdlgesinin bu
etkilesim ig¢in gerekli oldugu gosterilmistir (7). MEFV mutasyonlarinin blylk
cogunlugunun 10. ekzonda oldugu diisiiniildiiglinde Siva’nin AAA patogenezinde
onemli bir rol oynayabilecegi olasilig1 vardir. Siva’nin apoptotik etkisinden otiirii bu
etkilesimin hiicre O6limi agisindan Onemli oldugu disiiniilmektedir. Hdcre
kiiltiirtinde yapilan, oksidatif stres sonucu tetiklenen hiicre 6liimii modelinde,
Siva’nin apoptotik etkisinin Pyrin tarafindan azaltildigi gosterilmistir. Diger yandan,
Pyrin ve Siva 2’nin birlikte transfekte edildigi hiicrelerde bu iki proteinin hiicre
membraninin hemen altina yerlestigi tespit edilmistir (Sekil 2.5). Bu etkilesimin,
hlicresel yerlesim ag¢isindan ele alindiginda, hiicre gogilinde rol oynayabilecegi ileri

strtilmiistir (7).



Sekil 2.5. Pyrin ve Siva-2 birlikte transfekte edilmis bir COS7 hucresi (7). A,
Siva-2 (yesil); B, Pyrin (kirmizi), proteinlerinin yerlesimi ve C,
ikisinin ~ cakistirilmis  gorlintiisii  (sar1). Siva-2 ¢ekirdek ve
sitoplazmada, Pyrin ise sadece sitoplazmada yerlesmistir. Pyrin ve

Siva, hiicre zarinin hemen altindaki bolgede bir arada bulunmaktadir.

Pyrin ile iliskili diger bir protein de ASC’dir. ASC, HL60 hucrelerinde
yapilan hiicre oliimii ¢aligmalarinda tespit edilmistir. Apoptoza giren hiicrelerin
sitoplazmalarinda speck adi verilen, ¢ekirdege yakin, yogun bir birikim olusturmasi
ile karakterize bir protein olarak tanimlanmistir (Sekil 2.6) (30).

ASC’nin inflamatuvar sinyal yolaklarinda islevi oldugu gosterilmistir.
Ozellikle, inflamazom adi1 verilen, kaspazlar1 aktive ederek inflamatuvar sireci
baslatan, ¢ok molekiillii yapilar igerisinde ASC’nin bulundugu gosterilmistir (31). Bu
cok molekiilli yapinin bir araya gelmesi ASC oligomerizasyonu sayesinde
hizlanmaktadir. Buna ek olarak ASC’nin, inflamatuvar aracilarin salinmasi ile
sonuglanan pyroptozis ismi verilen, makrofajlarin programli &liimiinde anahtar
protein oldugu gosterilmistir (32).

Baska bir c¢alismada, transfekte hiicrelerde Pyrin ve ASC’nin speck yapisi
icerisinde birlikte bulundugu ve Pyrin mutant iken speck miktarinda artis meydana
geldigi gosterilmistir (Sekil 2.7) (10). Bu sonuglar, Pyrin ve ASC’nin inflamasyonun

diizenlenmesinde birlikte islev gordiikleri fikrini desteklemektedir.
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Sekil 2.6. Transfekte HelLa hicrelerinde sitoplazmik (yildiz) ve speck (ok)
seklinde ASC ifadesi. Speck yapisi kiime seklinde, ¢ekirdege yakin

bir yerlesim gostermektedir.

Sekil 2.7. HelLa hucrelerinde Pyrin ve ASC’nin speck yapisi igerisinde birlikte
bulundugunun gosterilmesi (33). A) ASC-YFP (sar1 floresan protein
ile fiizyona ugratilmis ASC proteini), B) kirmizi floresan isaretli
antikor ile Pyrin, C) ¢akistirtlmis goriintii; Pyrin ve ASC speck yapisi
icerisinde birlikte yerlesim gostermektedir (sar1 renk). DAPI ile

boyanan hiicre ¢ekirdegi mavi renkte goriilmektedir.
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Hicre gocunun dizenleyici proteinlerinden olan PSTPIP1 de Pyrin’in
etkilesime girdigi proteinlerden biridir (34,35). PSTPIP hicre iskeletinin
organizasyonunda islev goriir. PSTPIP1’i kodlayan gende meydana gelen
mutasyonlarin PAPA (Pyogenic arthritis with pyoderma gangrenosum and acne)
sendromuna sebep oldugu gosterilmistir (36). Pyrin-PSTPIP1 etkilesiminin hiicre
gociinii  diizenlemede beraber c¢alistigi, dolayisiyla inflamasyonun meydana
gelmesinde rol oynadiklar1 disiiniilmiistiir. Hiicrelere tek basina transfekte
edildiginde filament seklinde bir yerlesim gosteren PSTPIP1, Pyrin ile birlikte
transfekte edildiginde “retikiler fibril” olarak isimlendirilen diizenli bir yap1

olusturmaktadir (Sekil 2.8) (33). Bu yapinin islevi heniiz bilinmemektedir.

Sekil 2.8. Pyrin ve PSTPIP1 birlikte transfekte edilen COS7 hiicresinde retikuler
fibril yapisinin gosterilmesi (33). PSTPIP1 (yesil) (A-B), Pyrin
(kirmiz1) proteinlerinin yerlesimi (C-D) ve ikisinin c¢akistirilmig
goriintiisii (E). Pyrin ve PSTPIP1 retikiiler fibril yapisinda, 6zellikle

dallanma bdélgelerinde bir arada bulunmaktadir.
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Pyroptozis mekanizmasinda, PSTPIP1’in Pyrin ile etkilesime girerek ASC
oligomerizasyonuna yardimci oldugu, istelik mutant PSTPIP1’in ASC
oligomerizasyonunu arttirdigi gosterilmistir (Sekil 2.9). Bu ii¢ proteinin olusturdugu
pyroptozom isimli molekiiler platform, inflamasyonun baslatilmasindan sorumludur
(37).

Bu fikri dogrulayan bir bagka bulgu da, inflamasyonda 6nemli olan hiicre
tiplerinin (monosit, nétrofil gibi) Pyrin, ASC ve PSTPIP1 proteinlerini dogal olarak
ifade etmesi ve inflamasyonu wuyaran etkenlerin  varhiginda ASC

oligomerizasyonunun baslamasidir.

CARD —_
PYD—

ASC monomer \

ASC oligomerizasyonu

v

Kaspaz-1 aktivasyonu

Pyrin-PSTPIP1

inflamasyon

Pyrin tfi mer

Sekil 2.9 Pyrin, PSTPIP1 ve ASC proteinlerinin olusturdugu molekiiler
platform ‘pyroptosis’(35).

Pyrin’in hiicre i¢indeki yerlesimini belirlemek amaci ile yapilan ¢aligmalarda,
sitoplazmada aktin ve aktin ile iligkili proteinlerle ayni boélgede bulundugu
gosterilmistir (38). Ayrica, go¢ eden ya da kutuplasmis bir hiicrede Pyrinin
polimerize aktin ile birlikte bulundugu tespit edilmistir. Ancak diger hiicre iskelet
elemanlar1 (mikrotiibiiller ve ara-filamentler) ile Pyrin arasinda herhangi bir iligki

simdiye kadar saptanmamustir.
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Pyrin’in islevini ortaya ¢ikarmak adina yapilan diger 6nemli ¢alismalar ise
knock-out fare calismalaridir. Ancak ilk yapilan knock-out fare, AAA hastaliginin
benzeri bir fenotip gostermemistir. Bunun en Onemli sebebi olarak insanda
mutasyonlarin en sik bulundugu 10. ekzonun, fare MEFV geninde bulunmamasi
gosterilmistir (39). Sonraki ¢alismalar, knock-in olarak isimlendirilen, insan MEFV
genini fare embriyosuna yerlestirme yolu ile yapilmis, ancak yine AAA fenotipi
ortaya cikmamigtir. Fakat bu farelerin monositlerinde artan sitokin {iretimi tespit
edilmistir (40). Deney hayvanlari ile yapilan calismalarin kisitlayict basamagr AAA
ataklarim tetikleyen etkenin bilinmemesidir. Bu durum, Pyrin’in islevini arastirirken
deney sistemlerinde uygun modeli kurmay1 engellemektedir.

Diger bir otoinflamatuvar hastalik olan gut patogenezinin aydinlatilmasi
yukarida bahsedilen fikir dogrultusunda gergeklesmistir. Beslenme aligkanlig: ile
dogrudan iliskili olan gut hastaliginda, organizmada biriken monosodyum {irat
(MSU) kristalleri asir1 inflamasyona sebep olmaktadir (41). Yapilan ¢alismalarda
MSU kristallerinin NLRP3 aktivasyonuna yol actig1 ve IL-1p liretiminde artisa sebep
oldugu  gosterilmistir.  Sonu¢  olarak, inflamatuvar ataklar1 tetikleyen
etkenin/etkenlerin ne oldugu bilindiginde otoinflamatuvar bir hastaligin patogenezini
ortaya ¢ikarmak mumkin olabilmistir.

AAA ataklarin sebebi heniiz bilinmedigi i¢in benzer yaklasimlar ile Pyrin
proteininin iglevini arastirmak miimkiin olmamistir. Bu tez ¢alismasin kapsaminda,
AAA hastaliginin tedavisinde kullanilan ilacin etki mekanizmasi {lizerinden bir
hipotez gelistirilmistir: ‘Kolsisin, AAA ataklarin1 Pyrin ve/veya iliskili proteinler
uzerinden mi engelliyor?’ sorusunun cevabi bulundugunda Pyrin’in (ve/veya iliskili

proteinlerin) islevi hakkinda yeni bilgiler elde edilmis olacaktir.

2.5. Kolsisinin Onemi

AAA hastalifinda siklikla kullanilan ve hastaligin ayiric1 tanisini saglayan
kolsisinin etki mekanizmasi heniiz bilinmemektedir. Kolsisinin bilinen en temel
etkisi mikrotiibiil depolimerizasyonudur. Simdiye kadar, dogal immin sistemde
gorevli hicrelerde mikrotlbdl depolimerizasyonu sonucunda, hiicre gogt, sitokin
salimmm1 gibi islevlerin etkilendigi gozlenmistir. Bu yaklasim, kolsisinin AAA

hastalig1 Gzerindeki etkisini agiklamaya yeterli degildir. Kolsisinin etkisini daha iyi
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anlayabilmek icin, mikrotiibiilleri bozmayan diisik derisimlerde protein
etkilesimlerine ve gen ifadesine ne sekilde etki ettigi incelenmelidir.

Daha once yapilan caligmalarda, Pyrin-ASC birlikteliginin, mikrotiibiil
bozucu bir ajan olan nokodazol ile ortadan kalktigi gésterilmistir (10). Bu sonug,
kolsisin i¢in de benzer bir etkinin olup olmadigir sorusunu giindeme getirmistir.
Ustelik yalmzca ASC speck’leri degil, Pyrin ve PSTPIP1 proteininin birlikte
olusturdugu retikiiler fibril yapisinin ve Pyrin-Siva birlikteliginin de kolsisin
varliginda nasil etkilendigi bilinmemektedir.

Giris kisminda da bahsedildigi gibi, Ben-Chetrit ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan bir ¢aligmada, kolsisinin gen ifadesi Uzerine etkisi mikrodizin yontemi ile
incelenmis ve anlamli sonuglar elde edilmistir (11). Ancak s6z konusu c¢aligmada
kullanilan hiicrelerin Pyrin ve iligkili proteinleri ifade etmemesi, kolsisinin bu
genlere etki edip etmedigi sorusunun da cevapsiz kalmasina neden olmustur. Bu
sebeple, Pyrin ve iliskili proteinleri dogal olarak ifade eden THP-1 hicreleri izerinde
kolsisinin gen ifadesine olan etkisi tez ¢aligmasi kapsaminda incelenmistir.

Kolsisin uygulamasinin tedavideki 6zgiil etkisi bilinmediginden, baska hangi
yolaklar1 etkileyip etkilemedigi merak konusudur. Mikrodizin sistemi kullanilarak
yapilan transkriptom incelemesi sayesinde insan genomundaki tim genlerinin ifadesi
oOlgiilebilmektedir. Kolsisin uygulamasi yapilan hiicrelerin transkriptom verileri
kontrol hiicreleri ile karsilagtirildiginda kolsisinden etkilenen yolaklar ortaya

cikarilabilecektir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1.Gerecler
3.1.1. Hicre Kultara

HeLa (Insan epitel hiicre hatt1) (ATCC)
COS7 (Maymun fibroblast benzeri hiicre hatt1) (ATCC)
THP-1 (Insan pre-monosit hiicre hatt1) (ATCC)

* Hiicre hatlart Michigan Universitesi Hiicre ve Gelisimsel Biyoloji Boliimii, Dr. Deborah Gumucio
tarafindan hediye edilmistir.

L-Glutamin (Biochrome)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) (Biochrome)
RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) (Biochrome)
Fetal Dana Serumu (FCS) (Biochrome)
Streptomisin/Penisilin (Biochrome)

Tripsin EDTA (Biochrom)

Kolsisin Soliisyonu (Biological Industries)

Forbol Mristol Asetat (PMA) (Sigma)

3.1.2. Vektor Kasetlerinin Cogaltilmasi

Tripton (Applichem)

Maya Oz(itli (Applichem)

Sodyum Klorir (Sigma)

Bakto Agar (Applichem)

Kanamisin (Gibco)

E.coli JIM109 kompetan Hiicre

Wizard DNA Pirifikasyon Kiti (Promega)

3.1.3. HeLLa ve COS7 Hucrelerinde Transfeksiyon

Fugene HD (Roche) transfeksiyon ajani
pcDNA3.1

pcDNA3.1 - GFP

pcDNA3.1 - Pyrin-GFP



pcDNA3.1 - myc-Pyrin
pcDNA3.1 - myc-PyrinM694V
pcDNA3.1 - myc-PyrinM680lI
pcDNA3.1 - myc-PyrinV726A
pcDNA3.1 - ASC-YFP
pcDNA3.1 - PSTPIP1-GFP

pcDNA3.1 - flag-PSTPIP1A230T
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* Vektorler Michigan Universitesi Hiicre ve Gelisimsel Biyoloji Boliimii, Dr. Deborah Gumucio

tarafindan hediye edilmistir.

3.1.4. immiinfloresan Boyama

Paraformaldehit (PFA) (Sigma)

1X PBS (Phosphate buffered saline) (pH 7,4) :

Triton X-100 (Sigma) :
Keci Serumu (Sigma) :
Dana serum albumini (Sigma) :

Tween 20 (Sigma) :

Birincil Antikorlar:

Floresan Isaretli Ikincil Antikorlar:

Falloidin-AF488 (Invitrogen)

NaCl (Carlo Erba) 14 mM
KCL (Carlo Erba) 3 mM

KH,PO, (Carlo Erba) 0,9 mM
NaHPO, (Merck) 6,4 mM

% 0,2 / PBS (h/h)
% 10/ PBS (h/h)
% 10/ PBS (a/h)
% 0,1/ PBS (h/h)

Fare monoklonal anti-insan a-ttbilin (Sigma)
Fare poliklonal anti-insan Pyrin (Abnova)
Tavsan poliklonal anti-myc (Sigma)

Fare monoklonal anti-flag (Sigma)

Keci Anti-Tavsan AF488 (Molecular Probes)
Keci Anti-Fare AF568 (Molecular Probes)
Keci Anti-Fare AF488 (Molecular Probes)

DAPI (4°, 6 -diamidino-2-phenylindole) (Sigma)



ProLong Antifade Kit (Molecular Probes)

3.1.5. RNA Eldesi

Dietil pirokarbonat (DEPC) (Sigma)
Trizol Reagent (Invitrogen)
Kloroform (Sigma)

Etanol (Riedel)

3.1.6. cDNA Sentezi

Reverse Transcriptase Tampon 5X (Qiagen)
Reverse Transcriptase (Qiagen)

Genomic DNA wipe out Tampon 7X (Qiagen)
Oligo dT primer

RNaz icermeyen su

3.1.7. Gergek Zamanh PZR

Jump-start SYBR Green karigima: 20 mM Tris-HCL, pH 8.3,

(2X) (Sigma) 100 mM KClI, 0,4 mM dATP,
0,4 mM dCTP, 0,4 mM dGTP,
0,4 mM dTTP, Stabilizator,
0,05 U / ul Taq DNA polimeraz,
Jump Start Tag antibody,
SYBR Green I boyast

MgCl, (Sigma) 25 mM

3.1.8. Mikrodizin Sistemi

GeneChip® 3' IVT Express Kiti (Affymetrix)
Poly-A RNA kontrol

Poly-A kontrol seyreltme tamponu
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[lk zincir tampon karisimi
Ik zincir enzim karisimi
Ikinci zincir standart tampon karigimi
Ikinci zincir enzim karisimi
IVT Biyotin isareti
IVT Isaretleme tampon karigimi
IVT Enzim karigimi
RNA Baglama boncuklari
aRNA Baglama tamponu
aRNA Yikama soliisyonu
aRNA Seyreltme tamponu
Manyetik stand
5X Fragmentasyon tamponu
Kontrol Oligo B2
20X Hibridizasyon solusyonu
GeneChip® Hibridizasyon, Yikama ve Boyama Kiti (Affymetrix)
Pre-Hibridizasyon karisimi
2X Hibridizasyon sollisyonu
DMSO (dimetil stlfoksit)
Boyama karigimi-1
Boyama karigimi-2
Array yikleme tamponu
Yikama tamponu-A
Yikama tamponu-B
GeneChip® Hibridizasyon firin1 645
GeneChip® Fluidics istasyonu 450
GeneChip® 3000 Scanner 7G
GeneChip® Human Genome U133 Plus 2.0 Array (Affymetrix)
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3.2. Yontemler
3.2.1. Hucre Kultura

Bu tez ¢alismasinda, maymun fibroblast benzeri COS7, insan rahim serviks
epiteli kanser hucreleri HelLa ve insan monosit onculi THP-1 hiicre hatlar
kullanilmigtir. COS7 ve HeLa hucreleri aderen hicreler olup, haftada 2-3 defa
pasajlanarak % 10 oraninda 1s1 ile inaktive edilmis FBS, % 1 glutamin ve % 1
streptomisin/penisilin iceren  DMEM besiyeri igerisinde c¢ogaltildi. Pasajlama
oncesinde hucreler Tripsin-EDTA ile kiltir kaplarindan kaldirildi. THP-1 hicreleri
ise, stispanse htcrelerdir. Bu haliyle monositlere benzeyen hiicreler, % 10 oraninda
1s1 ile inaktive edilmis FBS, % 1 glutamin ve % 1 antibiyotik (streptomisin/penisilin)
iceren RPMI besiyeri icerisinde, haftada 2 kez pasajlanarak ¢ogaltildi.

THP-1 hicreleri normalde suspanse haldedir ve pre-monosit olarak
simiflandirilirlar. THP-1 hiicrelerinin farklilagsmasi ve makrofaj haline gelmesi igin
hiicrelere farklilastirma protokolii uygulanmasi gerekmektedir (42). Bu g¢alismada
THP-1 hicreleri bir DAG (diacilgliserol) trevi olan PMA (forbol miristol asetat) ile
farklilagtirilmistir. 200 nM derisimde PMA igeren besiyerinde 3 giin inkiibasyonun
ardindan, 4 giin boyunca normal besiyerinde inkiibe edilen THP-1 hicreleri makrofaj

benzeri 6zellik kazanmistir.

3.2.2. Mikrotiibiil Yapisim1 Bozmayan Kolsisin Derisiminin Belirlenmesi

Tez calismasinda kullanilan 3 farkli hiicre hatti i¢in, farkli derisimlerde
(HeLa ve COST7 hicreleri icin 1, 2.5, 5, 10, 20, 50 ve 100; THP-1 hucreleri i¢in 100,
150, 200, 250, 500 ve 1000 ng/ml) kolsisin igeren besiyerlerinde ~5 x 10* hiicre
inkiibe edildi. 24 saat inkiibasyonun ardindan her bir 6rnek % 4’luk paraformaldehit
¢ozeltisi ile fikse edildi. Bu 6rneklerde hiicre iskelet elemanlarindan aktin iskeletini
gorantilemek icin, falloidin-AF488 ile kemifloresan boyama, mikrotubdlleri
gorantilemek icin ise, fare anti-tiibiilin antikoru ile immiinfloresan boyama yapildi.
Ornekler hiicre ¢ekirdegi ve hiicre iskeleti biitiinliigii acisindan Leica IM50 floresan

mikroskopu altinda incelendi.
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3.2.3. Vektor Kasetlerinin Cogaltilmasi

Tez caligmasinda kullanilan tiim vektor kasetleri (flag-ASC, ASC-YFP, myc-
pyrin, myc-pyrinM694V, myc-pyrin M680I, myc-pyrinY688X, myc-pyrinV726A,
PSTPIP1-GFP ve flag-PSTPIP1A230T dizilerini iceren CMV (sitomegaloviris)
promotor bélgesine sahip dkaryotik ekspresyon vektorleri) transformasyon ile E. coli
JM109 kompetan hicrelerine aktarildi. Bu vektor kasetlerini igeren koloniler
secilerek Promega Wizard DNA Purifikasyon Kiti ile plasmid DNA’lar1 izole edildi.
Elde edilen plasmidlerin Nano Drop ND-1000 (Thermo Scientific) cihazi

kullanilarak miktar ve saflik tayini gerceklestirildi.

3.2.4. COS7 ve HelLa Hucrelerinde Transfeksiyon

Kolsisinin, pyrin ve pyrin ile iliskili proteinlere olan etkisini incelemek amaci
ile kuyu basina ~5 X 10" hiicre olacak sekilde zeminine lamel yerlestirilmis 6’11 hiicre
kiiltiiri  kaplart icinde, CMV promotor bdlgesine sahip Okaryotik ekspresyon
vektorleri, ticari olarak satilan bir transfeksiyon ajam1 (FUGENE HD, Roche) ile
transfekte edildi. Transfeksiyon icin, transfekte edilecek vektor (1000 ng), 6 ul
Fugene HD ile 100 ul DMEM igerisinde hiicre kiiltiiri kabininde yaklasik 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan bu transfeksiyon karisimi antibiyotiksiz besiyeri
icerisinde hiicrelere verildi. 6 saat boyunca % 5 CO,, 37°C’de inkiibasyonun
ardindan hiicreler taze besiyeri veya kolsisin iceren besiyeri igerisinde 18-24 saat
inkibasyona birakildi. En son asamada % 4’lik paraformaldehit ¢ozeltisi ile 30
dakika oda sicakliginda fikse edilen hiicreler, 1X PBS ile yapilan yikamanin
ardindan yine 1X PBS igerisinde 4°C’de sakland.

3.2.5. Canh Hicre Goruntuleme

Hicrelerin deney sistemindeki inkibasyon siresi boyunca goruntiilenmesi
Leica Application Suite (AF6000) programi yardimi ile canli hiicre goriintiileme
aparati altinda gergeklestirildi. Transfekte COS7 hiicrelerinde, GFP (Yesil Floresans
Protein) kaynakli floresan takip edilerek 488 nm dalga boyundaki 11k altinda, 15
dakikada bir resim cekilirken, THP-1 hucrelerinde 20 dakikada bir faz-kontrast

mercegi altinda resim ¢ekildi. Cekilen resimler Movie Maker programi kullanilarak
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kisa videolar haline getirildi. Bu teknik sayesinde retikiiler fibril olusum siireci ve

kolsisinin hiicre iskeleti ile ilgili yapilara olan etkisi gozlenebildi.

3.2.6. immiinfloresan Boyama

Tez c¢alismasinda, Pyrin ve iliskili proteinlerin hiicre igerisindeki
yerlesimlerini gérmek amaci ile immiinfloresan boyama gerceklestirildi. Ilk olarak,
1X PBS igerisinde bekletilen hicreler, hacimce % 0,2’lik TritonX-100/PBS ¢ozeltisi
ile 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve hiicre zarinin gecirgen hale gelmesi
saglandi. Bir sonraki asamada hiicreler, % 10 ke¢i serumu, % 10 sigir serum
albumini ve % 0,1 Tween 20 igeren PBS c¢ozeltisi ile bloke edildi. Hucreler birincil
antikorlar ile 1:1000 seyreltme oraniyla 2 saat inkiibe edildikten sonra % 0,1 Tween
20 iceren PBS ¢ozeltisi ile 3 kez yikandi. Uygun ikincil antikorlarin 1:1000
seyreltme orani ile 2 saatlik inkiibasyonun ardindan tekrar % 0,1 Tween 20 igeren
PBS c¢ozeltisi ile yikanan hiicrelere cekirdeklerin goriintiilenmesi i¢in 1 dakika
siireyle DAPI boyamasi yapildi. En son asamada lamellerin iizerine mounting
medium damlatild1 ve lamlarin tizerine kapatildi. Hazirlanan preparatlar Leica IM50

floresan mikroskobu kullanilarak goriintiilenip degerlendirildi.

3.2.7. THP-1 Hicrelerinden RNA Eldesi

24 saat boyunca 100 ng/ml kolsisin iceren besiyeri icerisinde inkiibe edilen
THP-1 hiicrelerinden (her bir kuyu icinde ~1 x 10° hiicre) RNA eldesi
gerceklestirildi.

RNA eldesinde kullanilan tiim malzemeler % 1 DEPC ile muamele edilmis
distile sudan gegirilerek RNaz enziminin inhibe edilmesi saglandi. RNA eldesi i¢in
asagida verilen yontem kullanildi:

e -80°C’den cikarilan 6rnekler eriyene kadar buz lizerinde bekletildi.

e Uzerine 200 pl kloroform eklendi ve karistirilda.

e 4°C’de 12.000 g’de 15 dk santrifuj edildi.

e Ust faz steril 1,5 mI’lik tiiplere aktarild.

e Yeni tiipe aktarilan faza 750 pl saf etanol eklendi ve karistirildu.

e -20°C’de 30 dk bekletildi.
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e 4°C’de 12.000 g’de 10 dk santrifiij edildi ve iist faz atildi.
Pellet Gzerine 750 ul, %75’lik etanol eklendi.

e 4°C’de 7.500 g’de 5 dk santrifiij edildi ve iist faz atild1.

e Kalan etanoliin ugmasi igin, pellet, 60°C’de inkiibe edildi ve Uzerine
onceden DEPC ile muamele edilmis sudan eklenerek RNA’nin ¢oziilmesi
saglandi.

e Izole edilen RNA &rnekleri kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.

3.2.8. cDNA Sentezi

cDNA sentezi icin Quantitect (Qiagen) kiti kullanilarak iki ayr1 karisim hazirlandi.

Karisim I RNA 1ug
gDNA wipeout tampon (7X) 2 ul
RNaz’s1z dH,0 14 ul’ye tamamlandi
TOPLAM: 14 pl

Karigim I hazirlandiktan sonra RNA ornekleri 42°C’de 5 dk denatiire edildi ve

inkiibasyondan sonra drnekler buz iizerine alind1 ve bu sirada karigim II hazirlandi.

Karigim II: Reaksiyon Tamponu (5X) 4 ul
Reverse transkriptaz 1l
Primer (0,5ug) 1yl
TOPLAM: 6 pl

Karigim II, karisim I’e eklendi ve 6rnekler, Amplification PCR System 9700 Applied
Biosystems’ cihazinda 42°C 30 dk ve 95°C 5 dk inkube edilerek cDNA sentezi
tamamlandi. Sentez sonrasi 6rneklere, 60 pl dH,0O eklenerek hacim 80 pul’ye ¢ikarildi

ve drnekler -20°C’de saklanda.

3.2.9. Gergek Zamanh PZR

Tez calismasinda, kolsisinin Pyrin ve iliskili proteinlerin ifadesine olan etkisi

mRNA diizeyinde arastirilirken gergek zamanli PZR yontemi kullanildi.
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Gergek zamanli (Real-Time) polimeraz zincir reaksiyonu, cDNA’ya
dontstiiriilen RNA molekiiliiniin enzimatik tepkime ile in-vitro ¢ogaltilmasi temeline
dayanmaktadir. Bu yontemde kantitasyon, reaksiyon sirasinda olusan iiriine baglanan
boya ile birlikte artan floresan 1simanin Slgiilmesi sayesinde yapilir. Tez calismast
kapsaminda yapilan ger¢cek zamanli PZR deneylerinde SYBR Green | floresan boya
kullanildi. Boya, her bir reaksiyon dongiisiinde meydana gelen cift iplikli DNA
driiniiniin  kiiglik oluguna baglanarak 1s1ma vermektedir. Reaksiyon sirasinda
meydana gelen iriiniin artisina dogru orantili olarak, DNA - boya kompleksi

meydana gelir ve orantili olarak floresan 1s1ma artmaktadir.

Gergek zamanli PZR Kosullar::

2X SYBR Green karisimi 5 ul
25 mM MgCl, 1,2 ul
Forward primer (10 pmol/ ul) 0,4 ul
Reverse primer (10 pmol/ ul) 0,4 ul
cDNA 2,0 pl
Distile su 1l
TOPLAM: 10 pl

10 pl RT-PZR reaksiyonu Rotor-Gene 6000 (Qiagen) cihazinda asagidaki kosullarda
gergeklestirildi:

94°C’de 2 dk
94°C’de 5sn } 40 dongu
59°C’de 20 sn

Deneylerdeki degiskenlere bagli olarak meydana gelen ifade degisimleri goreceli
(AACt yontemi) kantitasyon ile Rotor Gene 6000 Software kullanilarak hesaplandi.
Ifade degisimleri hesaplamirken, ACTB (insan beta-aktin geni) gen ifadesi,
normalizator olarak kullanildi. Calismada kullanilan primer ¢iftlerinin ozellikleri
tablo 3.1’de verilmistir. (Kantitatif Gergek Zamanli PZR sonuglari EK-CD’de

verilmistir)



Tablo 3.1. Tez ¢alismasinda kullanilan primer giftleri ve 6zellikleri.
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Gen adi Transkript no Primer dizileri (5’-3") Tm Amplikon
boyu (bc)

F: CGCAAAGACCTGTACGCCAAC 64,84 | 164
ACTB NM_001101.3 R: GAGCCGCCGATCCACACG 66,28

F: TGGACTCGGCAACAGAACC 62,66 | 162
MEFV (1) NM_000243.2 R: CGTCAACTGGGTCTCCTTCC 62,66

F: GGGAGGAGAAGGCAGTGAG 61,85 | 192
MEFV (2) NM_000243.2 R: AGCAGGGCGATGTCCTGGG 67,11

F: GCAGCATAGACGCCGACATC 64,10 | 178
PSTPIP1 NM_003978.3 R: CTTCCGTGCAGCAGTCCAG 63,71

F: CTTCTACCTGGAGACCTACG 58,79 | 183-240
ASC NM_013258.4 R: CGGTGCTGGTCTATAAAGTG 58,53

F: TGCGTGCGAGCCGTGGATG 68,74 | 193
SIVA NM_006427.3 R: GCTTGAGCCAGCCTCAGGTCTC 67,62

F: CACATTCAGCTTGCACAGAG 59,95 | 194
PSTPIP2 NM_024430.3 R: TCTGCCTCATCTTTGTCCC 59,48

F: ACCTGCTGTTCAACCTCTC 59,73 | 206
TNS1 NM_022648.4 R: GACAACTCCTATCCTGCCTC 59,71

F: CCATTACAACTCTCCACAACC 59,05 | 193
CTNNB1 NM_001098209.1 R: ACCACTAGCCAGTATGATGAG 59,17

F: AACTGCCCGAGAACAAACTG 61,30 | 210
DAAM1 NM_014992.1 R:GCTCTCCGACCATCAATCAC 61,01

F: CTCTCAAACCCAAACTCAACC 59,53 | 146
FLNB NM_001164317.1 R: GTCCTCAACAAACACCATCAC 59,88

F: ATGAACTTCCGTGTCTTCCT 59,13 | 167
FMNL1 NM_005892.3 R: TTCTTGGTCTCTGTGTCCTC 59,14

F: TCAAGCAAACAGAAGATACCAC 59,09 | 177
FMNL2 NM_052905.3 R: CAAGCATTCCACAAAGTCCA 59,15

F: CACTTCTTCTGCTCTCACTG 58,39 | 187
LPXN NM_001143995.1 R: ACAAACAAAGCACTCTGGG 58,65

F: CCAACTTCATATCTCTGCCGA 60,08 | 174
PALLD NM_001166108.1 R: GATTTCACTCCCTTGCCGA 60,17

F: ACACCATCCTAACCGTCAC 59,49 | 150
TLN1 NM_006289.3 R: AGTTCTCCAGATCACTTTCCC 59,59

F: AGGCAACATCAATGAAGGAG 58,34 | 177
RND3 NM_005168.3 R: CTGTAGGAACGTAATTCTCGG 58,40

F: AGGATAACAAAGGCATATTGGG 58,66 | 230
TLR1 NM_003263.3 R: GTCTTTAGGAACGTGGATGAG 58,59

F: ATTCTCTTGCCTCAGCCTC 59,56 | 112
TLR5 NM_003268.5 R: CTGGTTTGGTGACTGTGGA 59,94

F: TCAACCAGACCTCTACATTCC 59,31 | 213
TLR7 NM_016562.3 R: TTCTGTCAAATGCTTGTCTGTG 59,88

F: TGGTTCTCTTGACACTTCAGT 59,38 | 145
TLR8 NM_138636.4 R: TTAGTCTCCTTTCCCAGGCT 60,38



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001101.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000243.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000243.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_003978.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_013258.4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_006427.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_024430.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_022648.4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001098209.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_014992.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001164317.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005892.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_052905.3
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3.2.10. Mikrodizin Sistemi
Tez calismasinin bu boliimiinde, THP-1 hiicrelerinde 100 ng/ml derisimdeki
kolsisinin transkriptoma olan etkisini incelemek amaci ile Affymetrix firmasinin
mikrodizin sistemi kullanildi. Sistem 9 asamadan olusmaktadir:
e Poly-A RNA kontrolleri hazirlama
e Tek zincir cDNA sentezi
e Cift zincir cDNA sentezi
e In-vitro transkripsiyon ile isaretli aBRNA sentezi
o aRNA saflastirilmasi
e aRNA miktar tayini
e Fragmentasyon
e Hibridizasyon

e Yikama-boyama-tarama

Poly-A RNA Kontrollerini Hazirlama

Poli-A RNA kontrolleri, total RNA ile birlikte amplifiye olup
isaretlenmektedir. Kontroller sayesinde GeneChip arraylerin hibridizasyon
yogunluklar1 denetlenmekte, bu ise baslangictaki RNA kalitesinden bagimsiz olarak
gerceklesmektedir. Kit icerisinde bulunan Poly-A kontrol RNA ve seyreltme

tamponu kullanilarak uygun seri seyreltme tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo. 3.2. Poly-A RNA kontrol 6rnegin seri seyreltmesi

Seri Seyreltme

Baslangi¢ Birinci Ikinci Uciincii Dérdiincii 4.0ncu seyreltmedan

miktari seyreltme seyreltme seyreltme seyreltme alinacak miktar

100 ng 1:20 1:50 1:50 1:10 2ul
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Calismaya alinan 6rneklerin (total RNA 100 ng olarak) poly-A seyreltmesi:

e Birinci seyreltme hazirlarken 38 ul Poly-A seyreltme tamponu Uzerine 2 pl
Poly-A kontrol RNA eklendi ve karismalari saglandi (1:20).

e Ikinci seyreltme hazirlarken ilk seyreltmeden 2 pl cekerek yeni tipte 98 pl
Poly-A seyreltme tamponu ile karistirildi (1:50).

e Ucgiincii seyreltme hazirlarken ikinci seyreltmeden 2 pl cekerek yeni tiipte 98
pl Poly-A seyreltme tamponu ile karistirildi (1:50).

e Dordiincii seyreltme hazirlarken tigilincii seyreltmeden 2 ul ¢ekerek yeni tlipte
18 ul Poly-A seyreltme tamponu ile karistirtldi (1:10).

e Dordincu seyreltmeden 2 ul cekilip 100 ng olan total RNA’ya eklendi.

Tek Zincir cDNA Sentezi

[1k olarak tek zincir karisimi hazirlandi:

[k zincir standart tampon karisimi 4 ul
[k zincir enzim karigimi 1l
Toplam: 5ul

e Total RNA/poly-A Kontrol karisimi (5 pl), ana karisima eklendi. Son

hacmin 10 pl olmasi saglandi.
e Ornekler thermal cycler cihazinda 42 °C’de 2 saat inkiibe edildi.

Cift Zincir cDNA Sentezi

Ana karisim:
Ikinci zincir standart tampon karisim1 5ul
Ikinci zincir enzim karigimi 2 ul
RNaz’s1z dH,0 13 ul

Toplam: 20 pl
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e Cift zincir karisimi, Her cDNA 6rnegine 10 pl olacak sekilde buz

Uzerinde dagitildu.

e Hazirlanan reaksiyon karisimi1 16 °C’de 1 saat ve 65 °C’de 10 dakika
inklbe edildi.

In-vitro Transkripsiyon (IVT) ile Isaretli aRNA Sentezi

IVT karigima:

IVT Biyotin isareti 4 ul
IVT Isaretleme tamponu 20 ul
IVT Enzime karisimi 6 ul
Toplam: 30 pl

e Hazirlanan karistmi her bir ¢ift zincir cDNA 6rnegine (20 pl) buz

uzerinde eklendi.
e Reaksiyon karigimi 40 °C’de 16 saat inkibe edildi.

aRNA Saflastirilmasi

aRNA Baglama karigimai:

RNA Baglama boncuklari 10 ul
aRNA Baglama tamponu 50 ul
Toplam: 60 pl

e Hazir halde olan 60 ul aRNA baglama tamponu, 60 pl 6rnegin tizerine
eklendi (120 pl).

e Her 6rnege 120 pl saf etanol eklendi (240 pl). Pipetaj yaparak iyice
karigtirildi. Bu stire i¢inde Ornekteki aRNA’lar RNA baglama

boncuklarina tutundu.
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e Tupler magnetik standa yerlestirilip, 5 dakika RNA’larin boncuklara
baglanmasi i¢in beklendi. Baglanma tamamlandiginda karisim seffaf

hale geldi.

e Tiipdeki sivi tam olarak seffaflasinca boncuklara zarar vermeden

siipernatan atildi.

e Daha sonra 100 pl aRNA yikama soliisyonu eklendi ve karistirildi. 5
dakikalik inkiibasyondan sonra siipernatant atildi ve tipler vorteks

yardimui ile karigtirildi.

e 50 pl aRNA elisyon tamponu eklenip karistirildi. Ornek magnetik
standa gegirildi ve seffaflasincaya kadar ~ 5 dakika bekletildi.

aRNA Miktar Tayini

Saflastirilmis aRNA’larin derisimi NanoDrop Spektrofotometre ile
olguldu.

Fragmentasyon

Fragmentasyon Reaksiyonu:

aRNA 15 ug

59X Fragmentasyon tamponu 8 ul

RNaz’s1iz dH,0 40 pl’ye tamamlayacak sekilde
Toplam: 40 pl

e Fragmentasyon reaksiyonu 94°C’de 35 dakika inkibe edildi ve
% 2’lik agaroz jelde yiruttlerek fragment boyutu kontrol edildi.

Hibridizasyon

Hibridizasyon karigima:

Fragmente olmus isaretli aBRNA 12,5 ug
Kontrol oligontikleotid B2 (3 nM) 4,2 ul
20X Hybridization kontrol (bioB, bioC, bioD, cre) 12,5 ul
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2X Hybridization karigimi 125 ul
DMSO 25wl
RNaz’s1z dH,0 50 ul
Toplam: 250 ul

e Hibridizasyon karisim1 99°C’de, 5 dakika ve 45°C’de, 5 dakika inkiibe
edildi. Ayn1 anda ciplere pre-hibridizasyon karisimi yiklendi ve
45°C’de 60 rpm’e getirilmis hibridizasyon firininda 10 dakika inkiibe
edildi.

e Ornekler ciplere yiklendi ve 45°C’de, 16 saat, 60 rpm hizinda

calkalama saglayan hibridizasyon firininda inkiibe edildi.

Yikama-Boyama-Tarama

Hibridizasyon sonrasi ¢ip bosaltildi ve yerine Array ylkleme tamponu
dolduruldu. Yikama ve boyama i¢in kit igindeki boyama karisimi-1, boyama karigimi-2
ve Array yukleme tamponu sirasiyla 600ul-600u1-800ul miktarlarinda tiiplere alindi ve
yikama istasyonunda uygun yerlere yerlestirildi. Sistem bilgisayar1 kontroliinde tiim
asamalar 90 dakikada tamamlandi.

Son asamada cipler, yine sistem bilgisayari ile kontrol edilen tarayiciya

yerlestirildi ve sonuglar ham veri seklinde elde edild.i.

3.2.11. Verilerin Degerlendirilmesi

Immiinfloresan boyama yapilan &rnekler degerlendirilirken, hazirlanan tiim
preparatlarda 500’er saglikli hiicre sayildi.

Gergek zamanli PZR deneylerinin sonuglari Rotor Gene Software programi ile
degerlendirildi. Bu deneylerin hepsi 3’lii biyolojik tekrarlar seklinde yapildi ve
istatistiksel analiz gergeklestirildi.

Tez ¢alismasindaki grafiklerin ¢izilmesi ve istatistiksel analizlerin yapilmasi igin
GraphPad Prism programi kullanildi. Analiz sonucu elde edilen p degeri 0.05°den

kiiciik olan durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Mikrodizin ¢alismasinin ham verileri Affymetrix Expression Console ile analiz
edildikten sonra, ifade degisiklikleri PARTEK programi yardimi ile hesaplandi. Yolak
analizi icin ise, NIH-DAVID sunuculari kullanildu.
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4. BULGULAR

4.1. Mikrotiibiil Organizasyonunu Bozmayan Kolsisin Derisiminin Belirlenmesi

Kolsisinin mikrotiibiill polimerizasyonunu engelleyen bir ajan oldugu
bilinmektedir (43). Tez calismasinda, 6ncelikle kolsisinin mikrotiibiilleri bozmadan
protein etkilesimlerine ve gen ifadesine olan etkisini inceleyebilmek icin,
kullanilacak hiicre hatlarinda (HeLa, COS7, THP-1) mikrotibldl mimarisini
bozmayan kolsisin derisimlerini belirlemek amaglanmaistir.

Tez ¢aligmasinda kullanilan her bir hiicre hatti, yontemler kisminda belirtilen
derisimlerde kolsisin igeren besiyerlerinde 24 saat siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda fikse edilen hiicrelere, anti-tiibiilin antikoru kullanilarak immiinfloresan
boyama yapildi ve mikrotiibiil yapist incelendi. Bu g¢alismalarin sonucuna gore,
mikrotiibiil yapisin1 bozmayan en yiiksek kolsisin derisimleri: HeLa hiicreleri i¢in 7,5
ng/ml, COS7 hucreleri i¢cin 10 ng/ml ve THP-1 hucreleri i¢cin 150 ng/ml olarak
saptandi. Bu derisimlerin {izerinde kolsisinin mikrotiibiil yapisin1 bozdugu ve ¢ok
cekirdekli hiicrelerin meydana geldigi gozlendi (Sekil 4.1).

Hicre iskeletinin mikrotubullere kiyasla daha dinamik yapitaslari olan aktin
filamentleri de kolsisin uygulamasi sonrasi goriintiilendi. Aktin iskeletinin
gorantilenmesi icin hicreler falloidin-AF488 ile boyandi. HeLA ve COS7
hiicrelerinde aktin iskeletinde herhangi bir degisiklik saptanmadi. Buna karsin,
kolsisinin THP-1 hticrelerinde aktin filamentlerinin yeniden diizenlenmesine sebep

oldugu gosterildi.

4.1.1. Kolsisin Uygulamasimin THP-1 Hiicrelerinde Aktin Iskeletine Olan
Etkisi

Yukarida belirtildigi gibi, THP-1 hucreleri icin mikrotibilleri bozmayan en
yiiksek kolsisin derisimi 150 ng/ml olarak belirlendi. Bu derisimin {izerinde kolsisin
iceren besiyerinde 24 saat inkube edilen THP-1 hicrelerinde aktin iskeleti
elemanlarinin stres fibril yapilarini olusturdugu saptandi (Sekil 4.2 C ve D). Aktin
iskeletindeki yeniden diizenlenmenin bir gostergesi olan stres fibril yapilariin
kontrol grubundaki hiicrelerde ve daha diisiik derisimde (100 ng/ml) kolsisin
uygulanan THP-1 hicrelerinde olusmadig: belirlendi (Sekil 4.2 B).
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10 ng/ml 100 ng/ml
B4

20 ng/ml 100 ng/ml

100 ng/ml

Sekil 4.1. Farkli derisimlerdeki kolsisinin hiicre hatlarina etkisi. Al: Kontrol,
A2: 7,5 ng/ml, A3: 10 ng/ml, A4: 100 ng/ml kolsisin uygulanan HeLa
hicreleri, B1: kontrol, B2: 10 ng/ml, B3: 20 ng/ml, B4: 100 ng/ml
kolsisin uygulanan COS?7 hiicreleri. C1: Kontrol, C2: 100 ng/ml, C3:
200 ng/ml, C4: 250 ng/ml kolsisin uygulanan THP-1 hticreleri.

Ayrica, kolsisin uygulamasi sonrasinda; makrofajlarin karakteristik uzantilart
olan filopodlarin hem sayisinda bir azalma hem de boylarinda bir kisalma meydana
geldigi belirlendi (Sekil 4.2 E-H). Filopodlarin olusumunda polimerize aktin
filamentlerinin 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir. Bu bulgu, kolsisin uygulamasinin

aktin iskeletini yeniden diizenlenmeye gotiirdiigii sonucunu desteklemektedir.
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Sekil 4.2. Farkli derisimlerde kolsisin ile inkibe edilen THP-1 hicrelerindeki
aktin iskeleti yapisi. A: kontrol, B: 100 ng/ml, C ve D: 250 ng/ml
kolsisin uygulanan THP-1 hiicreleri. Beyaz bar = 20 um. Kolsisin
uygulamasinin filopod uzunlugu ve sayisina etkisi (E-H). E, kontrol,
F: 100 ng/ml kolsisin uygulanan THP-1 hucrelerinin filopod
boylarmin 6l¢timii. Farkli derisimlerde kolsisin uygulamasinin filopod
boyuna (G) ve filopod sayisina (H) olan etkisi. *p=0.0007,
**p=0.0054.

Canli hiicre goriintilleme sistemi kullanilarak yapilan deneylerde, kolsisin
uygulamasi sonrast filopodlardaki kisalma siireci takip edildi. 100 ng/ml kolsisin
iceren besiyerinde inkiibe edilen bir THP-1 hicresinin 4 saat sonunda hcre
uzantilarin1 tamamen kaybettigi goriintiilendi (Sekil 4.3. A). Kolsisin i¢eren besiyeri

uzaklastirilip, kiiltiir kabinin PBS ile yikanmasindan sonra normal besiyeri ile inkiibe
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edildiginde THP-1 hiicrelerinde filopod yapilarinin yeniden olusmaya basladig
gozlendi (Sekil 4.3 B).

Sekil 4.3.

Filopod yapisinin kolsisinden geri doniisiimlii olarak etkilenmesi.

A: 100 ng/ml kolsisin igeren besiyerindeki bir THP-1 hicresinin
filopodlarinda meydana gelen kisalma siirecinin canli hiicre
goriintiileme teknigi ile gosterilmesi. B: Ayni kiiltiir kabindaki bir
hiicrenin, kolsisin uzaklastirildiktan sonraki siirecte, filopod
yapilarinin  yeniden olustugunun gosterilmesi (20X faz-kontrast
mikroskobisi).
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4.2. Kolsisinin Speck Olusumuna EtKisi

ASC’nin speck ad1 verilen yapilar olusturarak hiicresel diizeyde inflamatuvar
cevabin baslamasinda énemli bir protein oldugu bilinmektedir. Tez ¢alismasinin bu
boliimiindeki amag; AAA hastalarinda yaygin goriilen M694V, M6801 ve V726A
mutant Pyrin proteinlerinin speck olusumu iizerine etkisinin kolsisin varliginda
arastirtlmasidir. Bu amag dogrultusunda, HeLa hiicreleri ASC-YFP fuizyon proteinini
kodlayan, bununla beraber myc sinyal dizisini igeren dogal Pyrin veya mutant
formlarindan birini kodlayan iki vektor ile transfekte edildi. Bu hiicreler, kolsisin
iceren veya icermeyen Kultir ortamlarinda 19 saat inkiibe edildikten sonra anti-myc
antikoru kullanilarak immiinflorasan boyama yapildi. Hazirlanan preparatlar floresan
mikroskobi ile incelendi.

Her iki vektor ile transfekte olmus saglikli hiicreler ASC proteininin
yerlesimine gore “speck olusturan” veya “yaygin sitoplazmik yerlesim gosteren”
hiicreler olarak iki grup altinda degerlendirildi (Sekil 4.4 A). Bu caligmanin
sonucunda, Pyrin (hem normal hem de mutantlar icin) ile transfekte edilen hicreler
kontrol grubu (pc.DNA 3.1) ile karsilastirildiginda speck olusumunda istatistiksel
olarak anlamli bir artis meydana geldigi tespit edildi (p<0,001). Bununla beraber,
mutant Pyrin proteinlerinden sadece M694V mutant formu dogal Pyrin ile
karsilastirildiginda speck olusumunda anlamli bir artisa neden oldugu saptandi
(p=0,021). Kolsisin tiim deney gruplarinda speck olusumunda azalmaya neden
olurken (p<0,001), dogal Pyrin varliginda ortamda kolsisin bulunmasinin speck
olusumuna etki etmedigi gosterildi (p=0,328) (Sekil 4.4 B).



Sekil 4.4.
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' s ERKontrol
E=E7,5ng/ml Kolsisin

Speck Olusturan Hiicreler (%)

+ ASC-YFP

Pyrin ve mutant Pyrin formlarinin ASC ile speck olusturma yiizdeleri
ve kolsisinin bu olusuma etkisi. A: myc-Pyrin ve ASC-YFP vektorleri
ile birlikte transfekte edilmis HeLa hiicrelerinde speck olusumlari.
Yesil ok ile gosterilen hiicrede hem ASC hem de Pyrin proteinleri
sitoplazmik ifade gosterirken, kirmizi ok ile gosterilen hiicrede ASC
speck yapisi ve sitoplazmik myc-Pyrin ifadesi gorilmektedir.

B: myc-Pyrin/mutant myc-Pyrin ve ASC-YFP ile birlikte transfekte
olmus HeLa hiicrelerine speck olusumunun yiizdesi. Siyah bar
cubuklart kolsisin igermeyen hiicrelerdeki speck olusumunu, gri bar
cubuklart 7,5 ng/ml kolsisin igeren hiicrelerdeki speck olusumunu
gostermektedir. Her bir preparatta transfeksiyona ugramis 500 hiicre
degerlendirmeye alinmistir. Tiim deney setleri {iclii tekrarlar halinde

yapilmistir (*** p <0.0001, **p <0.001, *p <0.01).

4.3. Kolsisinin Retikiiler Fibrillere Etkisi

Tez caligmasmin bu boliimiinde, mikrotiibiilleri bozmayan derisimde

kolsisinin retikiiler fibrillere olan etkisi COS7 hiicrelerinde incelendi. ilk olarak,

Pyrin ve PSTPIP1 proteinlerinin birlikte transfekte edildiginde olusturduklari bu

yapimin olugsum siireci canli hiicre goriintiileme teknigi ile belirlendi. myc-Pyrin ve

PSTPIP1-GFP transfekte edilmis COS7 hiicreleri, 18 saat sonra floresan mikroskobu

altinda incelendi ve GFP kaynakli yesil renk goriilen alanlar canli hiicre

goriintiilemesine alindi. Bu deney sonucunda, baslangicta birikim seklinde yerlesim
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gosteren proteinlerin 4 saat igerisinde diizenli bir yap1 kazanarak retikiiler fibrilleri
olusturdugu tespit edildi (Sekil 4.5 A3).

PSTPIPI’in dogal ve transfekte hiicrelerde filament seklinde yerlesim
gosterdigi bilinmektedir. Kolsisinin retikiiler fibrillere olan etkisi incelenmeden 6nce,
PSTPIP1 filamentlerine olan etkisi de incelenmelidir. Bu amacla, PSTPIP1-GFP
transfekte edilmis COS7 hiicrelerinin bir kismina transfeksiyonun baslatilmasindan
sonra 6. saatte 10 ng/ml kolsisin igeren besiyeri verildi ve 18 saatlik inktbasyonun
ardindan hiicreler degerlendirdiginde, kolsisin uygulamasinin PSTPIP1 filamenti
olusumuna herhangi bir etkisinin olmadig1 goriildii.

Kolsisinin retikiiler fibrillere olan etkisini incelemek amaci ile COS7
hicreleri, myc-Pyrin ve flag-PSTPIP1 proteinleri ile transfekte edildi.
Transfeksiyonun 6. saatinde hiicrelerin bir kism1 10 ng/ml kolsisin i¢eren besiyeri ile
inkibe edildi ve 18 saat sonra hiicreler fikse edilerek immiinfloresan boyama yapildi.
Hazirlanan preperatlar floresan mikroskobu altinda degerlendirildiginde, Pyrin ve
PSTPIP1 birlikte transfekte edilmis ve kolsisin icermeyen besiyerindeki hiicrelerin %
60’inda retikiiler fibril yapist olustugu saptandi (Sekil 4.5 C). Kolsisin iceren
besiyerinde inkiibe edilen hiicrelerde bu oranin % 50’ye distiigii gézlendi (p<0.001).

Ayrica, Pyrin ve PSTPIP1’in mutant oldugu durumlarda da ayni1 deney tekrar
edilerek mutant proteinlerin retikiiler fibril olusumuna etki edip etmedigi test edildi.
Bu deneyin sonucunda, mutant Pyrin (M694V) ile normal Pyrin arasinda retikiiler
fibril olusum yiizdesi agisindan bir fark tespit edilmezken, mutant PSTPIP1 (A230T)
varliginda normal PSTPIP1’e gore retikiiler fibril igeren hiicre sayisinda anlamli bir
artis oldugu goriildii (ortalama retikiiler fibril yuzdesi % 77, (p<0.0001). Mutant
Pyrin varliginda kolsisin uygulamasi yapilan hiicrelerde retikiiler fibril oraninda %
10 azalma meydana geldigi kaydedildi. Bunun yani sira, mutant PSTPIP1 varliginda
kolsisinin retikiiler fibril yapisi tizerinde bir etkisi olmadigi gosterildi (Sekil 4.5 C).



Sekil 4.5.
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Al, GFP; A2, PSTPIP1-GFP ve A3, myc-Pyrin ve PSTPIP1-GFP
vektorleri ile transfekte edilmis COS7 hicresinde canli hiicre
gorintileme. Retikiiler fibril yapisinin olusumu A3’te gorilmektedir.
B’de ise Pyrin-PSTPIP1 transfeksiyonu sonrasi olusan yapilar:
dizensiz agregat (B1), filamentler (B2) ve retikiler fibriller (B3).
Kolsisin ve mutant proteinlerin varliginda retikiiler fibril olusturan
hiicre yizdesi (C). Siyah bar ¢ubuklari kolsisin igermeyen, gri bar ise,
10 ng/ml kolsisin igeren besiyerindeki hiicrelerde olusan retikiiler
fibril yuzdelerini gostermektedir. Her bir preparatta transfeksiyona
ugramis 500 hiicre degerlendirmeye alinmigtir. Tiim deney setleri ti¢li

tekrarlar halinde yapilmistir (**p < 0.001, *p < 0.01).
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4.4. Kolsisinin Pyrin-Siva2 Etkilesimine EtKisi

Pyrin ile iligkili proteinlerden bir tanesi de Siva’dir. Ayni genin alternatif
kirpilma mekanizmasi ile olusan iki transkripsiyon diiriiniinden birisi tarafindan
kodlanan Siva2, transfekte hiicrelerde, hiicre zarinin hemen altinda Pyrin ile birlikte
yerlesim gostermektedir (7).

Tez ¢alismasinin bu bolimiinde, COS7 hicrelerine Pyrin ve Siva2
transfeksiyonu yapildiktan sonra, hiicrelerin bir kismi1 10 ng/ml kolsisin igeren besi
yerinde inkiibe edilmis ve kontrol grubu (kolsisin uygulamasi yapilmayan) hiicreler
ile karsilastirilmistir. Bu deney sonucunda, kolsisin uygulamasinin Pyrin-Siva2

yerlesimi agisindan herhangi bir degisiklige neden olmadig1 gdsterilmistir.

4.5. Kolsisinin Pyrin ve iliskili Proteinlerin Gen ifadesine Olan Etkisi

Kolsisinin Pyrin ve iligkili proteinleri kodlayan genlerin ifadesine olan
etkisini incelemek amaciyla, bu genleri dogal olarak ifade eden THP-1 hiicre hatt1 ile
calisildi. MEFV, PSTPIP1, ASC ve Siva ifadesi Kkantitatif gercek zamanli PZR
(polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi ile hem farklilasmis hem de siispanse THP-1
hicrelerinde incelendi. Goreceli gen ifadesi analizinde ACTB (insan beta-aktin geni)
normalizator olarak kullanildi.

Bu deneyler sonucunda, siispanse THP-1 hiicrelerinde sadece bir derisimde
kolsisin uygulamasinin (150 ng/ml) MEFV ifadesini arttirdigr gozlendi. Pyrin ile
iliskili proteinler PSTPIP1, ASC ve Siva’nin mRNA seviyelerinin ise kolsisin
uygulamasindan etkilenmedigi saptandi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Stspanse THP-1 hiicrelerinde kolsisinin MEFV (a), ASC (b),
PSTPIP1 (c) ve Siva (d) ifadesi Uzerine etkisi. Siyah bar, kontrol
grubu, gri bar farkli derisimlerdeki kolsisin uygulanan hiicrelerdeki
gen ifadelerini goOstermektedir. Tim deney setleri Gclu tekrarlar

halinde yapilmistir (* p <0.0001).

Farklilasmis (makrofaj benzeri) THP-1 hicrelerinde ise; uygulanan tim
kolsisin (100, 150, 200 ve 250 ng/ml) derisimlerinde MEFV ifadesinin azaldig1
goralirken, PSTPIP1, ASC ve Siva ifadesinde degisiklik saptanmadi (Sekil 4.7).
Farklilagmis hiicrelerde kolsisin uygulamasina ek olarak, bir inflamasyon tetikleyicisi
olan “bakteriyel lipopolisakkarit” (LPS) uygulamasi da yapildi. Bu deneyin amaci,
hem LPS varliginda Pyrin ve iligkili proteinlerin gen ifadesini incelemek, hem de
LPS ve kolsisin uygulamasinin beraber yapildigi durumdaki gen ifadesini ortaya
cikarmaktir. Bu sayede inflamasyonun tetiklendigi durumdaki gen ifadesinin kolsisin

varliginda nasil etkilendigi aydinlatilmaya calisilmistir.
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10 ng/ml derisimde LPS igeren besiyerinde 2 saat inkiibe edilen hiicrelerde
MEFV, ASC ve PSTPIP1 ifadesinde artis gézlenirken, Siva’da herhangi bir degisiklik
saptanmadi. LPS ve kolsisinin birlikte uygulandigi deney sisteminde ise, iki farkl
kolsisin (100 ve 200 ng/ml) derisimi kullanildi. Bu deneyde, 22 saat kolsisin igeren
besiyerinde bulunan hicreler daha sonra 2 saat boyunca LPS iceren besiyeri
icerisinde inkibe edildi ve gen ifadesi analiz edildi.

100 ng/ml kolsisin ve 10 ng/ml LPS’in birlikte uygulandigi durumda, MEFV
ifadesinin, sadece LPS uygulamasi yapilmig duruma benzer sekilde arttig1 saptandi.
Ancak 200 ng/ml kolsisin ve 10 ng/ml LPS birlikte uygulandiginda ise, MEFV
ifadesi, yalnizca LPS uygulanan gruba gore azalmis oldugu saptandi (p < 0.001).
LPS ve kolsisinin birlikte uygulanmadigi durumda ASC ve PSTPIP1 ifadesinde artis
meydana geldigi gozlendi. Siva ifadesinin ise deneylerdeki higbir kosulda
degismedigi saptandi (Sekil 4.7).

4.5.1 MEFV Ifadesinin Diisiik Kolsisin Derisimlerinde ve Farkh Zaman
Araliklarinda incelenmesi

Farklilagmis THP-1 hiicrelerinde kolsisinin (100, 150, 200 ng/ml
derisimlerinde) MEFV ifadesini azaltiyor olmasi, bu bulgunun ek deneylerle
desteklenmesini gerektirmistir. Ozellikle kolsisinin MEFV ifadesini azaltan en diisiik
derisiminin tespit edilmesi olduk¢ca Onemlidir. Bu amacla, farklilasmis THP-1
hicrelerine 5 ng/ml, 10 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml ve 75 ng/ml derisimlerinde
kolsisin uygulamasi yapildi ve MEFV ifadesi analiz edildi. Bu c¢aligmada 100

ng/ml’nin altindaki kolsisin derisimlerinin MEFV ifadesine etki etmedigi saptandi.
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Sekil 4.7. Farklilagmis THP-1 hiicrelerinde kolsisinin ve LPS’in MEFV (a), ASC
(b), PSTPIP1 (c) ve Siva (d) ifadesi Uzerine etkisi. Siyah bar, kontrol
grubu htcrelerini temsil etmektedir. Tim deney setleri Ucll tekrarlar
halinde yapilmistir (*** p < 0.0001, **p < 0.001, *p <0.01).

Kolsisin uygulamasinin MEFV ifadesine hangi zaman araliginda etki ettigini
ortaya ¢ikarmak, hem biyolojik hem de klinik agidan 6nem tagimaktadir. Bu amacla
1, 2, 4 ve 6 saat sureyle 100 ng/ml kolsisin ile muamele edilen THP-1 hiicrelerinde
MEFV ifadesi incelendi. Bu deneyin sonucunda MEFV ifadesinin ilk olarak 6. saatte
azalmaya basladig1 saptandi. 1, 2 ve 4 saat siire ile kolsisin uygulamasi yapilan

hiicrelerde MEFV ifadesinin degismedigi belirlendi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Farklilasmis THP-1 hiicrelerinde farklt siirelerde kolsisinin
uygulanmasi durumunda MEFV ifadesinin 6l¢timii. Tiim deney setleri

ticlii tekrarlar halinde yapilmistir (*** p < 0.0001, **p < 0.001).

. 4.5.2. Steroidal ya da Steroidal Olmayan Ilaclar Varhginda MEFV
Ifadesinin Arastirilmasi

MEFV ifadesinin kolsisin uygulamasi sonucu azalmasi, bu etkinin diger anti-
inflamatuvar ilaclar tarafindan saglanip saglanamadigi sorusunu giindeme getirmistir.
Tez calismasinin bu boliimiinde anti-inflamatuvar ilaglardan yaygin olarak
kullanilanlar1 deksametazon (steroid), sulfasalazin ve asetil salisilik asit (steroidal
olmayan) THP-1 hiicrelerine uygulandi ve MEFV ifadesi incelendi (Sekil 4.9). ilag
uygulamalarinda hangi derisimlerin kullanilacagi belirlenirken, literatirde THP-1
hiicreleri ile yapilan ¢aligmalar incelendi. Bu dogrultuda, deksametazon i¢in 100 nM,
sulfasalazin ve asetil aslisilik asit i¢in 600 pM derisimde uygulama yapildi (44, 45,
46). Sonug olarak, 6 saat siiren inkiibasyon sonucunda, uygulanan ilaglarin MEFV

ifadesine istatiksel olarak anlamli bir degisime sebep olmadig: goriildi.
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Sekil 4.9. Farklilasmus THP-1 hicrelerinde bazi anti-inflamatuvar ilaglarin
MEFV ifadesine olan etkisi. Tum deney setleri Ucli tekrarlar halinde

yapilmugtir ( p > 0.05).

4.6. Kolsisinin Transkriptoma Olan Etkisi

Tez caligmasinin bu kisminda, kolsisinin transkriptom olan etkisini arastirmak
icin GeneChip® Human Genome U133 Plus 2.0 Array kullamlarak mikrodizin
caligmast gergeklestirildi. Calismada dort farkli deney grubu icin iglii tekrarlar
halinde 12 adet ¢ip kullanildi.

Calisma gruplart:
1. Slspanse THP-1
2. Suspanse THP-1 (100 ng/ml kolsisin ile 24 saat inkiibe edilmis)

3. Farkhilasmis THP-1

4. Farklilagmis THP-1 (100 ng/ml kolsisin ile 24 saat inkiibe edilmis)
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Bu ¢alismada, THP-1 hicreleri mikrotibul mimarisini bozmayan 100 ng/ml
kolsisin derisimi ile inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi hiicrelerden total RNA eldesi
yapildi ve 12 6rnek mikrodizin metodu kullamlarak analiz edildi. Oncelikle ¢ip
izerine yerlestirilmis kontrol problarinin hibridizasyon sonrasi verdigi karakteristik
imza goriintiilenerek, tarayicidan alinan ham verilerin ve uygulamanin kalite
kontrolii yapildi (Sekil 4.10). Tum cipler icin call rate ylzdeleri % 45-47 araliginda
idi. Calismada kullanilan tiim ¢ipler igin benzer oranda call rate alinmasi ¢iplerden

alinan ham verilerin degerlendirilebilir oldugunu gosterdi.

.,.J.
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Sekil 4.10.  Affymetrix GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Array cipleri
Uzerinde kontrol problarimin  hibridizasyon sonrast  verdigi

karakteristik imza.

Ciplerde iki adet bakict gen bulunmaktadir; ACTB ve GAPDH. GAPDH icin
ornekler arasi varyasyonun ACTB’ye gore daha az olmasindan 6tirti normalizasyon
icin GAPDH ifadesi kullanildi. Uglii 6rneklerin kendi igindeki korelasyonlarinin

uyumu, deneysel hatalarin en diisiik seviyede oldugunu gostermektedir (Sekil 4.11).
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Calisma grubundaki giplerin korelasyon semasi. Kirmizi renk, tglii
gruplarin kendi iglerinde birbiri ile olan korelasyonlarini, kirmizidan
maviye dogru olan renk dagilimi ise, gruplar arasindaki farkliliklari

gOstermektedir.

Uclii gruplarn birbirleri arasindaki degisiklikler ise, gruplar arasinda

biyolojik farkliliklar oldugunu gostermektedir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12.
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Calisma gruplarinin birbiri ile farkli oldugunun gosterilmesi. Mavi:
farklilagmis THP-1 grubu, Kirmizi: kolsisin uygulamasi yapilmis
farklilasmis THP-1 kolsisin grubu, Yesil: siispanse THP-1 grubu,
Mor: kolsisin uygulamasi yapilmis siispanse THP-1 grubu.
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Verilerin analizi i¢in PARTEK programi kullanildi. Her bir ¢ip igerisindeki
ham veriler, GAPDH bakic1 geninden alinan sinyale gore normalize edilip diger

gruplar ile karsilastirildi. Karsilastirmalar i¢in gruplar agsagidaki sekilde olusturuldu.
1. Sdspanse THP-1 / Farklilasmis THP-1

2. Suspanse THP-1/ Stspanse THP-1 (100 ng/ml kolsisin ile inkiibe
edilmis)

3. Farklilasmig THP-1 / Farklilasmis THP-1 (100 ng/ml kolsisin ile inkiibe
edilmis)

4.6.1. Siispanse ve Farklilasmms THP-1 Hiicrelerinden Alinan Verilerin
Karsilastirilmasi

Bu karsilastirma ile THP-1 hiicrelerinin farklilagsma Oncesi ve sonrasi gen
ifade degisiklikleri tespit edildi. Bu kisimda elde edilen veriler, tez ¢caligmanin ana
hedeflerinden biri olmasa da, THP-1 hiicrelerinin farklilagsma siirecinde islevsel olan
genlerin aydimlatilmasina olanak sagladi (ifadesi degisen genler liste halinde EK-
Tablo-1’de verilmistir).

PARTEK programi kullanilarak yapilan analizler sonucunda, farklilasma
siirecinde ifade degisikliklerinin goriildiigli gen gruplar1 ve yolaklar 7 ana baslik
altinda toplandt:

Hematopoyetik farklilagsma belirteglers,
Endositozis ile ilgili genler,

Antijen tretimi ve sunumu ile ilgili yolaklar,
Lizozomal enzimler,

Spliceosome bilesenleri,

Ubikitin proteozom sistemi bilesenleri,

N o g s~ w D PE

Hiicre adhezyon yolag:.
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4.6.2. Kolsisin Uygulanmis ve Uygulanmams Siispanse THP-1
Hucrelerinden Alinan Verilerin Karsilastirilmasi

Slspanse THP-1 hiicrelerinin 100 ng/ml kolsisin ile inkiibasyonu sonucunda
yaklasik 3000 genin ifadesinde istatistiksel olarak anlamli degisim saptand (ifadesi
degisen genler liste halinde EK-Tablo-2’de verilmistir). Slispanse hiicrelerde kolsisin

uygulamasindan en ¢ok etkilenen yolaklar:

1. MAPK sinyal yolagi,
2. Kemokin sinyal yolagi,

3. TGF-beta sinyal yolagi, olarak belirlendi.

4.6.3. Kolsisin Uygulanmis ve Uygulanmamis Farkhlasmus THP-1
Hucrelerinden Alinan Verilerin Karsilastirilmasi

Farklilagmis makrofaj benzeri THP-1 hiicrelerinin 100 ng/ml kolsisin ile
inkiibasyonu sonrasinda yaklasik 1000 genin ifadesinde istatistiksel olarak anlamli
degisiklik oldugu tespit edildi (ifadesi degisen genler liste halinde EK-Tablo-3’te
verilmistir). Bu gruptaki yolaklar 4 grup i¢inde toplandi.

1. Aktin iskeletinin diizenlenmesi,
2. Kemokin sinyal yolag,

3. Fokal adhezyon,

4. TLR sinyal yolagi.

Farklilasmis THP-1 hiicreleri, siispanse hiicrelerden farkli olarak, patojen-
iliskili molekiillere yonelme hareketi, fagositoz ve iiretilen sitokinleri hiicre disina
salgilama gibi Ozelliklere sahiptir. Bu sebepten otiirti, farklilasmis THP-1 hiicreleri
ile yapilan mikrodizin deneyi inflamasyon mekanizmasi agisindan biiyiik 6nem
tagimaktadir. Mikrodizin ¢aligmasi sonucunda bu gruptaki degerlendirmede en ¢ok
goze garpan gen kiimesi aktin ile iligkili proteinleri kodlayan genler olmustur (ifadesi

degisen genler liste haline EK-Tablo-4’te verilmistir).
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4.6.4. Mikrodizin Sonuclarimin Kantitatif PZR ile Dogrulanmasi

Mikrodizin analizleri sonucunda ifade degisikliklerinin dogrulugunu test
etmek icin, aynt RNA orneklerinde kantitatif PZR metodu ile bazi genlerin ifadesi
incelendi (Tablo 4.1). Bu asamada hangi genlerin segilecegine karar verilirken,
inflamasyon mekanizmasinda oynadiklari roller dikkate alindi. PSTPIP2, TNSI,
CTNNB1, DAAM1, FLNB, FMNL1, FMNL2, LPXN, PALLD, TLN1 ve RND3
proteinleri hiicre gd¢iiniin baskilayici ya da uyaricilart olarak islev goriirken, TLR1,
TLRS5, TLR7 ve TLRS8 anti-viral cevabi diizenleyen patojen tanima reseptorleridir.

Kantitatif PZR caligmas1 yapilan 15 genin 12 tanesinde (PSTPIP2, TNSI,
CTNNB1, FLNB, FMNL1, FMNL2, LPXN, PALLD, RND3, TLR5, TLR7, TLR8)
mikrodizin deneyi sonucunda elde edilen sonuglar teyit edilirken, 2 gen (DAAM1 ve
TLR1) icin amplifikasyon elde edilemedi. TLN1 i¢in, mikrodizin ¢aligmasindan elde
edilen verilerin aksine, kolsisin uygulamasi sonucunda herhangi bir ifade degisikligi

saptanmadi (Tablo 4.1).



Tablo 4.1

Mikrodizin ¢alismasi

sonucu elde

edilen baz1 gen
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ifadesi

degisikliklerinin kantitatif PZR ile dogrulanmasi (eksi isareti ifade azaligim

goOstermektedir).

Gen ad1 Transkript no Mikrodizin Kantitatif PZR
sonucu sonucu

PSTPIP2 | NM_024430.3 -2.7 -2.4
TNS1 NM_022648.4 1.97 1.69
CTNNB1 | NM_001098209.1 1.8 2.9
DAAM1 | NM_014992.1 2.0 *
FLNB NM_001164317.1 3.0 9.9
FMNL1 | NM_005892.3 2.3 3.3
FMNL2 | NM_052905.3 3.0 9.5
LPXN NM_001143995.1 1.6 2.0
PALLD | NM 001166108.1 4.9 7.8
TLN1 NM_006289.3 1.5 *x
RND3 NM_005168.3 3.1 4.6
TLR1 NM_003263.3 1.8 *
TLRS NM_003268.5 -15 -1.4
TLRY NM_016562.3 -3.8 -9.1
TLR8 NM_138636.4 -3.5 -6.7

* MRNA amplifikasyonunun olmadig: genler

** [fade degisikligi saptanmayan genler


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_024430.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_022648.4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001098209.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_014992.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001164317.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005892.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_052905.3
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5. TARTISMA

Bu tez calismasi kapsaminda kolsisinin, Pyrin-ASC ve Pyrin-PSTPIP1
etkilesimleri ile olusan yapilar azalttigi ve MEFV ifadesinde baskilamaya neden
oldugu gosterilmistir. Ayrica kolsisinin transkriptoma olan etkisi incelendiginde,
Ozellikle aktin iskeleti ile ilgili genlerin ifadesinde degisikliklerin oldugu ve hcre
gociinii hizlandiran genlerin ifadesini baskilarken, hiicre goctini engelleyen genlerin
ifadesinde artis oldugu saptanmustir.

Simdiye kadar kolsisinin anti-inflamatuvar etkisini hangi mekanizma
Uzerinden gosterdigi aydinlatilamasa da, mikrotlbdller Gizerinden bir tedavi sagladigi
diisiiniilmekteydi. Ozellikle hiicre gdg¢ii ve sitokin salinimi gibi mekanizmalarda
mikrotiibiillerin rol oynamasi bu fikri desteklemektedir (9). Bu tez ¢alismasinda ise:
“Mikrotiballeri bozulan hiicrelerin apoptotik surece girmesinden 6tird, mikrotibul
bozucu bir molekiliin tedavi edici etkisini mikrotibul mimarisini bozmayan, yani
hiicrelere toksik gelmeyen bir derisimde ortaya koymasi gerekmektedir.” diislincesi
dogrultusunda caligmalar yapilmis, kullanilan hiicre hatlarinda mikrotiibiilleri
bozmayan kolsisin derisimleri belirlenmistir. Kolsisinin hangi hiicreyi ne sekilde
etkileyecegini tahmin etmek miimkiin degildir. Kolsisin, diger ilaglar gibi ‘coklu ilag
direnci proteinleri’ tarafindan hiicre digina pompalanmaktadir. Hiicre zarinda
bulunan ve ilag molekiillerini hiicre digina pompalayan c¢oklu ila¢ direnci
proteinlerinin farkli hiicre tiplerinde degisik seviyelerde ifade edilmesi, kimyasal
ajanlara veya ilaglara verilen cevabi farkli kilan en 6nemli etkendir (47). Bu bilgi,
caligmada kullanilan hiicre hatlarinda farkli kolsisin derigimlerinin bulunmasinin
aciklamasidir (HeLa, COS7 ve THP-1 hiicreleri igin sirastyla 7.5, 10 ve 150 ng/ml).

Tez galismasinin ikinci béliminde kolsisinin Pyrin-ASC etkilesimine olan
etkisi incelenmistir. Genel bilgiler kisminda da bahsedildigi gibi, Pyrin ile iliskili
proteinlerden biri olan ASC oligomerize olarak speck adi verilen karakteristik yapiy1
olusturmaktadir (5). Pyroptozom olarak da adlandirilan bu yap1 inflamasyonun temel
baslaticist olan IL-1B’nin (interlokin-1 beta) enzimatik kesim ile olgunlasmasini
saglayan molekiiler platformdur (12, 32, 37). Bu nedenle inflamasyonun baglamasi
ve devami agisindan ASC oligomerizasyonu olduk¢a Onemlidir. Tez caligmasi

kapsaminda yapilan calismalarda, kolsisinin ASC oligomerizasyonunu azalttigi
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gosterilmistir. Bu bulgu, yukarida bahsedilen bilgiler ile birlikte degerlendirildiginde,
kolsisin uygulamasinin ASC oligomerizasyonunu azaltarak, IL-1p islenmesinde
azalmaya (ya da gecikmeye) neden olabilecegi yoniinde degerlendirilebilir. Bu
durum, kolsisinin AAA’daki tedavi saglayict etkisinin mikrotiibiiller disinda bir
yoldan gergeklesecegine dair kanittir. Ancak, mikrotiibiil yapisin1 bozmayan
derisimde dahi kolsisinin, mikrotibul-protein etkilesimlerini etkileyebilecegi olasilig
da unutulmamalidir. Cheng ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada, ASC proteininin
HelLa hticrelerinde speck olusturma dinamigi, bilgisayar modellemeleri ve gercek
zamanli veriler karsilastirilarak incelendiginde, speck olusum siirecinin hiicre
iskeletinden bagimsiz oldugu ve difiizyon hizi ile sinirli oldugu 6ne siiriilmiistiir (48).
Bu bilginin 1s18inda mikrotiibiilleri etkileyen herhangi bir molekiilin, ASC
proteininin speck olusturma dinamiklerini etkilemesi beklenmemelidir. Kolsisinin
dogrudan ASC proteinine baglanarak etki gosterip gostermedigi aciklandigi takdirde,
speck olusumunu hangi mekanizma ile azalttig1 da aydinlatilabilir.

Tez g¢alismast sonucunda elde edilen bir bagka bulgu da, M694V Pyrin
mutantinin diger mutant Pyrin tiirevlerinden ve dogal Pyrin’den belirgin olarak daha
fazla speck olusumuna neden olmasidir. Bu durum homozigot M694V mutasyonu
tastyan AAA hastalarinin agir fenotipi ile uyum géstermektedir (49). Bu mutasyona
sahip hastalarin daha fazla IL-1P iiretimi sebebiyle daha agir fenotipik bulgular
gosterdigi soylenebilir. Sonucgta ASC proteininin AAA patogenezinde kilit rol
oynayan bir protein oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

ASC proteinini tek basina ifade eden hicrelerin, normal ve mutant Pyrin
iceren gruplardan daha diisiik oranlarda speck olusturmasi, Pyrin’in speck olusumunu
artirdigin1 - gostermektedir. Bu bulgu, Pyrin’in proinflamatuvar rolii oldugunu
gosterir. Ayrica mutant Pyrin varyasyonlarinin bu islevi daha fazla yerine getirdigi
de sOylenebilir. Bagka bir deyisle, Pyrin mutantlar1 genetik agidan islev kazanimi
tipinde mutasyonlardir. Chae ve arkadaslar1 da yaptiklar1 fare modelinde bu bulgu ile
ortiisen sonuglar elde etmistir (40).

Pyrin ile iligkili proteinlerden PSTPIP1’in, Pyrin ile etkilesimi kolsisin
varliginda COS7 hicrelerinde incelendiginde, Pyrin ve PSTPIPL1’in birlikte
olusturdugu retikiiler fibrillerin kolsisin varliginda % 10 azaldigi gosterilmistir.

PSTPIP1’in tek basina transfekte edilmesi sonucunda olusan filament yapilarinda ise
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bir degisikligin bulunmamasi, kolsisinin dogrudan Pyrin-PSTPIP1 iliskisine etki
ettigini gostermektedir. Bunlarin yanmi sira, Pyrin’in mutant, PSTPIP1’in normal
oldugu caligmalarda kolsisinin retikiiler fibril olusumunu azalttigi gozlenirken,
PSTPIP1’in mutant, Pyrin’in normal oldugu durumda ise, kolsisinin retikiiler fibril
olusumuna etki etmedigi saptanmistir. Ayrica, retikiiler fibril olusturan hiicre yiizdesi
(tim transfekte hiicreler igerisinde) PSTPIP1 mutant iken yaklasik % 20 artmustir.
Daha once yapilan ¢alismalar ile PSTPIP1’in mutant oldugu durumda Pyrin’e daha
yiiksek afinite ile baglandiginin gosterilmesi, PSTPIP1 mutant iken retiktler fibril
oranini yiikseltmesini agiklar niteliktedir (34, 37). Kolsisinin mutant PSTPIP1
varliginda herhangi bir etkisinin olmamasi ise farkli yollarla agiklanabilir: 1) yuksek
retikiiler fibril orani sebebiyle kolsisin azaltici etkisini yeterince gosterememis
olabilir; 2) mutant PSTPIP1’in aldig1 farkli ti¢ boyutlu yapinin, kolsisinin dogrudan
yapacag1 etkiyi engellemesi olabilir; 3) kolsisinin heniiz tanimlanmayan baska bir
Pyrin iligkili protein ya da proteinler ile etkilesime girerek retikiiler fibril olusumunu
azaltmasi olabilir. Tim bu teorilerin, daha kapsamli ¢alismalar ile test edilmesi
gerekmektedir.

PSTPIP1 hiicre gocii ile dogrudan iligkili bir proteindir (35). Dolayisiyla,
Pyrin-PSTPIP1 iligskisini ve bu iliskide kolsisinin roliinii hiicre gogii
modellemelerinde incelemek, inflamasyon mekanizmasi agisindan faydali olacaktir.
Bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler, daha sonra yapilacak hiicre gogii calismalari
icin 6nemli bir kaynak olusturacaktir.

Tez c¢alismasinda kolsisinin Pyrin-Siva2 etkilesimine olan etkisi de
incelenmistir. Daha Once Balci-Peynircioglu ve arkadaslariin yaptigi ¢calismada bu
iki proteinin hucre zarmin hemen altinda yerlestigi gosterilmistir (7). Bu tez
calismasinda yapilan deneylerde kolsisinin Pyrin-Siva2 birlikteligine ve yerlesimine
bir etkisinin olmadig gésterilmistir. Ancak tez ¢alismasi kapsaminda bu iki proteinin
etkilesimi ile ilgili herhangi bir islevsel deney yapilmamistir. Siva proteininin
apoptotik etkisi diisiiniildiiglinde, kolsisinin Pyrin-Siva etkilesimine olan etkisi hiicre
6lima modellerinde incelenmelidir.

Kolsisinin etkisinin agikliga kavusturulmasi i¢in kolsisin-protein etkilesimi
konusunda daha detayli arastirmalar ve/veya bilgisayar modellemeleri yapilmasina

ihtiyag vardir.
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Tez ¢aligmasimin Uglncl boliimiinde kolsisinin, Pyrin ve Pyrin ile iliskili
proteinlere gen ifadesi diizeyinde nasil etki ettigi arastirtlmistir. Kolsisinin AAA
tedavisinde kullanilmasi, bu ilacin MEFV ifadesi iizerinde etkili olup olmadiginin
gosterilmesini gerektirmektedir. Bu tez ¢alismasina kadar, farkli arastirma gruplari
kolsisinin MEFV ifadesine olan etkisini ¢esitli hiicre hatlar1 ve kan hiicrelerinde
incelemistir. Bu arastirmalardan birinde, kolsisin uygulamasi yapilan monositlerde
MEFYV ifadesinin arttig1, nétrofillerde ise ifade degisimi olmadigi gosterilmistir (22).
Hastalarin % 59’unun kolsisin kullandig1 baska bir ¢aligmada, AAA hastalarindan
elde edilen total periferik kan érneklerinde MEFV ifadesinin azaldigi gosterilmistir
(50). Aym c¢alismada, kolsisin alan ve almayan hastalar arasinda MEFV ifadesi
acisindan herhangi bir fark bulunmamastir.

Tez caligmasinda yapilan ger¢ek zamanli PZR calismalar1 sonucunda
suspanse THP-1 hiicrelerinde kolsisinin MEFV ifadesine etki etmedigi sdylenebilir.
Sadece 150 ng/ml kolsisin uygulandiginda MEFV ifadesinin arttig1 saptanmistir. Bu
artisin ~ sebebinin  NF-kB  yolagi olabilecegi disiiniilmektedir. Rosette ve
arkadaslarinin yaptigi ¢alismada kolsisin uygulamasimin NF-kB aktivasyonuna sebep
oldugu gosterilmistir (51). Bu bilgiden yola ¢ikarak, NF-kB transkripsiyon faktor(
ile diizenlendigi bilinen MEFV genindeki bu ifade artisinin sebebi aciklanabilir. Buna
karsin, farklilasmis THP-1 hicrelerinde NF-kB aracili transkripsiyon daha
farklilagma siirecinin basinda gergeklesmekte ve NF-kB’nin yeniden aktivasyonu s6z
konusu olmamaktadir.

Tez galismasinda kolsisin uygulamasinin farklilasmis THP-1 hicrelerinde
MEFV ifadesinde azalmaya sebep oldugu gosterilmistir. Bu sonucun literatirdeki
caligmalardan farkli olmasiin sebebi, PMA ile farklilasmig THP-1 hucrelerinin
primer monosit ve nétrofillere gore farkli biyolojik karakter gostermesi, bu nedenle
cesitli kimyasallara farkli cevaplar verebilmesi olabilir. Literatiirde bulunan
caligmalarin ortak noktasi primer hiicrelerde yapilan deneyler icermesidir. Biyolojik
anlamda primer hicreler, hiicre hatlarina gére daha dogal hiicreler olarak kabul edilse
de, kiiltire edilmeleri sirasinda biyolojik karakterlerinin degistigi bilinmektedir.
Farklilagsmis makrofajlar organizmada dokularin igerisine infiltre oldugundan izole
edip kultire edilmeleri miimkiin degildir. Bu sebeple farklilasmig THP-1 hiicreleri

inflamasyon mekanizmasini incelemek igin uygun bir modeldir. Literatirdeki
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caligmalarla farkli bir sonu¢ elde edilmesinin diger bir sebebi de tez calismasi
kapsaminda yapilan deneylerde secilen kolsisin derigiminin mikrotiibiil mimarisini
bozmayacak derisimlerde olmasidir. Yukarida bahsedilen ¢aligmalarda, kolsisin
uygulamasi sonrasinda hiicresel toksisite ve mikrotiibiil incelemesi uzun siireli takip
edilmemistir. En son ve en zayif ihtimal olarak da, MEFV ifadesinin nétrofil,
monosit ve makrofajlarda farkli sekilde diizenlenmesinden otiirii kolsisin tarafindan
farkl sekilde etkilenebilecegidir.

Stispanse ve farklilasmig THP-1 hicrelerinde kantitatif PZR ile Pyrin ve
Pyrin ile iliskili proteinlerin gen ifadelerine bakildiginda, PSTPIP1, ASC ve Siva’nin
kolsisin uygulamasindan etkilenmedigi saptanmistir. LPS uygulamas1 sonucunda
MEFV ve ASC ifadesinde bir artisin oldugu daha Onceki caligmalarda da
gosterilmistir (22, 52). Tez ¢alismasinda PSTPIP1’in de LPS uygulamasi sonucu
arttig1 gosterilmistir. Bu bulgu, s6z konusu 3 proteinin dogal immiin sistemin
diizenlenmesinde birlikte rol alabilecegi fikrini destekleyen bir kanit olmustur.

Mikrodizin c¢alismasinda, hem farklilagma Oncesi (slispanse), hem de
farklilagsma sonrast THP-1 hiicrelerine mikrotiibiilleri bozmayan derisimde kolsisin
uygulanmis ve kontrol grubu hiicreler ile karsilastirma yapilmistir. Siispanse ve
farklilasmis THP-1 hiicrelerinin arasindaki temel biyolojik farklilik, farklilagmig
hicrelerin inflamasyonun ana sitokini olan IL-1B’y1 salabilme yeteneginde oldugu
unutulmamalidir. Makrofaj benzeri hiicreler halinde olan farklilagmis THP-1
hiicrelerinin inflamasyon mekanizmas1 ¢alismalarinda tercih edilmelerinin en énemli
sebebi de budur. Sispanse THP-1 hicreleri ile yapilan c¢alismalarin da hiicre
biyolojisi agisindan katkisi olsa da, tez ¢aligmasinda oncelikli olarak farklilagmig
THP-1 hiicreleri lizerinden elde edilen bilgileri tartismak énem arz etmektedir.

Farklilasma Oncesi pre-monosit gibi kabul edilen THP-1 hicrelerinin
oncelikle kolsisinden nasil etkilendigi incelenmistir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada
kolsisin uygulamasi sonucu NF-KB transkripsiyon faktorlniin hiicre g¢ekirdegine
yerlestigi ve immin sistem ile ilgili bircok genin transkripsiyonunu etkiledigi
gosterilmistir (51). Dolayisiyla heniiz farklilasmamis ve NF-KB’nin ¢ekirdege
yerlesmemis oldugu slspanse THP-1 hiicrelerine kolsisin uygulamasi yapildiginda,

NF-kB bagimli olarak gen ifadesinin degismesi olasidir.
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Bu ¢alismanin igerisinde, THP-1 hiicrelerinin farklilasmasi bir diagilgliserol
tirevi olan PMA ile 3 giin inkiibasyon ve ardindan 4 giin normal kiiltiir besiyerinde
inkiibasyon ile saglanmistir. PMA, ‘diacilgliserol’ gibi davranarak PKC aktivasyonu
yapip NF-kB’nin c¢ekirdege gecisini saglamakta ve farklilasma siirecini
baglatmaktadir. Bu noktada NF-kB aktivasyonuna neden oldugundan kolsisin de
farklilasmaya sebep oluyor gibi diisiiniilebilir. Ancak hiicrelerin farklilagmasi i¢in
kolsisinden kaynaklanan NF-kB aktivasyonu yeterli olmamaktadir. Kolsisinin NF-kB
aktivasyonuna etkisi transkripsiyon tiizerindeki degisikliklerden tespit edildigi
kadardir. Hiicrelerin morfolojisi ya da farklilasma belirtecleri agisindan
incelendiginde, kolsisinin farklilasmaya etki etmedigi goriilmektedir (Sekil 5.1).

Farklilasmis THP-1 hiicrelerine kolsisin uygulamast sonras1 yapilan
mikrodizin ¢aligmasinda, kontrol grubu hiicrelerle karsilastirma sonrasinda, 6zellikle
hiicre iskelet elemanlar1 ile ilgili yolaklar dikkati ¢cekmektedir. Giris kisminda
bahsedildigi gibi, tiibiilin dimerlerine baglanan kolsisinin, dolayli yoldan aktin
iskeletini de etkiledigi bilinmektedir (53). Bu calismada elde ettigimiz hiicre
biyolojisi seviyesindeki bulgular (aktin iskeletinde stres fibril olusumu ve
filopodlarin kisalmasi) mikrodizin caligmasindan elde edilen verileri dogrular
niteliktedir. Kolsisinin filopodlar {izerine etkisinin geri doniisiimli olmasi ve
mikrotibilleri bozmayan derisimlerde dahi aktin iskeletinin yeniden diizenlenmesini
tetiklemesi olduk¢a 6nemli bulgulardir. Bu sebeple elde edilen mikrodizin verilerinin

analizinde 6ncelik hiicre iskeleti ile ilgili olan genlere verilmistir.
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CH,O

kolsisin OC1,

Aktin iskeletinde yeniden dizenlenme

/ N\

Hicre dizeyinde Transkriptom dizeyinde
Stres fiber olusumu AFAPILI, ATXNIL, ATXNIL, CADM2, CLDNI1, CORD2A,
Filopodlarda kisalma CTHNNB1, DAAMI, FILIP1L, FLNB, FIMINLL, FIMINL2Z,

FMINL3, INFZ, LPXN, L5P1, PALLD, PDLIM4, PDLIMT,
TRIOEF, TLN1, PTPMN21, PTPRF, PTPRS

ACTRZ, ADD2, GPHN, MEFV, PSTPIP2, STMNL, TNS1 L

/

hiicre gocliniin inhibisyonu

Sekil 5.1 Kolsisinin aktin iskeletini yeniden diizenleyerek hiicre gociinii
baskilamasi. Mikrodizin ile elde edilen kolsisin uygulamasi sonucu
ifadesi anlamli olarak degismis genler (yukar1 mavi ok artan genler,
asag1 yonli kirmizi ok ise azalan genleri temsil etmektedir). Bu genler
icerisinde koyu olarak yazilanlar ise hiicre gocilinde diizenleyici olan
genler. Tez c¢alisgmasinda elde edilen bulgular sonucu ortaya
cikabilecek biyolojik olaylar tek bir semada gosterilmistir. AKtin
iskeletinin yeniden dizenlenmesi hem transkriptom hem de hicre
diizeyinde gosterilmistir. Bunun sonucu olarak hiicre gdg¢liniin
baskilanmasi s6z konusudur. MEFV ifadesi de bu siirecte azalmas,

AAA patogenezinde kolsisinin rolii hakkinda fikir edinilmistir.

Hiicre biyolojisi ¢alismalarinda elde edilen bulgularin  mikrodizin

calismasindan elde edilenler ile Ortiismesi, su yargiya varilmasimni saglamistir:
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Mikrotiibiil mimarisini bozmayan derisimde kolsisin, aktin iskeletinde bir yeniden
dizenlenmeye sebep olur ve bu dizenlenme sirecinde bir¢cok genin ifadesinde
degisim meydana gelir. Bu genlerden bir tanesi de, polimerize aktin ile iliskili bir
protein olan Pyrin’i kodlayan MEFV genidir (38). Tez ¢alismasinda yapilan kantitatif
PZR deneyinde ortaya ¢ikarilan MEFV ifadesindeki diislisiin sebebi, kolsisin
uygulamast  sonucu  aktin  iskeletinde meydana gelen degisimlerden
kaynaklanmaktadir. Stres fibril olusumu ve filopodlardaki kisalma ile gdzlenen bu
degisimler, polimerize aktin ile iliskili bir protein olan Pyrin’i kodlayan MEFV
geninde, transkripsiyon diizeyinde bir baskilama olabilecegini diistindiiriir. MEFV
ifadesinin zaman bagli olarak kolsisinden nasil etkilendigi incelendiginde,
uygulamanin 6. saatinde ifadenin azalmaya basladig1 gézlenmistir. Bagka bir deyisle,
aktin iskeletindeki yeniden diizenlenme sonrast MEFV ifadesi diisiise gegmektedir.
Ayrica, bazi steroidal ve non-steroidal anti-inflamatuvar ilaglarin ayni deney
sisteminde MEFV ifadesine etki etmediginin gosterilmesi, kolsisin-MEFV
etkilesimindeki 6zgiilliigii ortaya ¢ikarmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan bu ilaglarin
hiicre iskeleti iizerinden etki etmedigi bilindiginden, MEFV ifadesinin
diizenlenmesinde aktin filamentlerin rol oynadig fikri giiglenmistir.

Mikrotibiilleri bozmaksizin, aktin iskeletinde yeniden diizenlenmeye sebep
olan kolsisinin, AAA hastalarinda makrofajlardaki MEFV ifadesini azaltmasi
tedavide oynadigi rol olabilir. Bu fikir dogrultusunda kolsisinin, AAA hastalarindaki
mutant Pyrin miktarin1 azaltarak tedavi edici etkisini gosterdigi sOylenebilir.
Kolsisinin aktin iskeleti lizerinden MEFV ifadesinde azalmaya sebep oldugunu
ispatlamak i¢in, yeni caligmalar tasarlayarak ilgili yolaklarin analiz edilmesi
gerekmektedir.

Mikrodizin verilerinden elde edilen en 6nemli bulgulardan biri de, kolsisin
uygulamasi sonucu ifadesi degisen aktin iligkili proteinlerin énemli bir kisminin
hiicre gogiinde diizenleyici olarak rol oynamasidir. Mikrodizin verilerinin
dogrulanmasi amaci ile yapilan ger¢ek zamanli PZR deneylerinde bu proteinlerin
mRNA seviyesindeki ifadelerinde kolsisin uygulamasi sonucu meydana gelen
degisiklikler bir kez daha ispatlanmistir. Bu proteinlerden hiicre gocii aktivatOru
PSTPIP2’in ifadesinde azalma, hiicre go¢l inhibitdrleri CTNNB1, FLNB, FMNL1,
FMNLZ2, LPXN, PALLD nin ifadesinde ise artigin tespit edilmesi, kolsisinin dolayl
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yoldan hiicre gociinii baskilayabilecegini goOstermistir. Yine de, bu ifade
degisimlerinin islevsel diizeyde anlamli olup olmadigi arastirilmalidir. Bunun igin
islevsel hiicre deneyleri tasarlanmali ve s6z konusu proteinlerin kolsisin varliginda

ve yoklugunda hiicre gd¢iine olan etkisi incelenmelidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonuclar

e Kolsisin, ASC oligomerizasyonunun azalmasina neden olmaktadir.

e M694V mutasyonu iceren Pyrin proteini, normal Pyrin proteinine gore daha
¢ok speck olusumuna sebep olmaktadir.

e Kolsisin uygulamasi retikiiler fibril olusumunu azaltmaktadir.

e Mutant Pyrin proteini retikiiler fibril sayisina etki etmezken, mutant PSTPIP1
proteini varliginda retikiiler fibril orani artmaktadir. Ayrica mutant PSTPIP1
varliginda kolsisin uygulamasi retikiiler fibril oraninda herhangi bir azalma
saglamamaktadir.

e Kolsisin makrofaj benzeri THP-1 hiicrelerinde MEFV ifadesini azaltmaktadir.

e Bakteriyel LPS uygulamasi MEFV, ASC ve PSTPIPL’in ifadesini
arttirmaktadir.

e THP-1 hucrelerinde mikrottbulleri bozmayan derisimde kolsisin uygulamas,
geri dontsimlii olarak aktin iskeletinin yeniden diizenlenmesine sebep
olmaktadir.

e Kolsisin aktin iskeleti ile ilgili genlerin ifadesine etki etmektedir.

e Kolsisin hiicre gog¢iinii aktive eden proteinlerin ifadesini baskilarken, hiicre
gOcund inhibe eden genlerin ifadesinin artmasina sebep olmaktadir.

e Tez caligmasinin ilk boliimiinii olusturan kolsisinin Pyrin ve Pyrin ile iliskili
proteinler tizerine olan etkisinin hiicre diizeyindeki sonuglart Journal of Cell
Biohemistry dergisinde yayinlanmistir.

E.Z. Taskiran, A. Cetinkaya, B.Balci-Peynircioglu, Y.Z. Akkaya, E.Yilmaz
The effect of colchicine on Pyrin and Pyrin interacting proteins.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22730186
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Oneriler

e Kolsisinin protein-protein etkilesimlerine olan etkisi bilgisayar modellemeleri
ve sonrasinda yapilacak “protein-ilag etkilesimi” deneyleri ile incelenmelidir.
e Kolsisinin aktin iskeletini hangi proteinler/yolaklar tizerinden etkiledigi
aydinlatilmali, aktin iligkili bir protein olan Pyrin’in ifadesinin hangi sinyal

sonucu azaldig1 ortaya ¢ikarilmalidir.

Yukarida bahsedilen galismalar tamamlandiginda kolsisinin anti-inflamatuvar
etkisi hakkinda daha fazla bilgi edinilmis olacaktir.



62

7. KAYNAKLAR

1.

International FMF Consortium (1997). Ancient missense mutations in a new
number of the Roret gene family cause familial Mediterranean fever. Cell,
90:797-807.

French FMF Consortium (1997). A candidate gene for familial Mediterranean
fever. Nature Genetics, 17(1):25-31.

Gumucio, D.L., Diaz, A., Schaner, P., Richards, N., Babcock, C., Schaller, M.
ve digerleri (2002). Fire and Ice: The role of pyrin domain- containing proteins
in inflammation and apoptosis. Clinical and Experimental Rheumatology,
20:45-51.

Chae, J.J., Aksentijevich, I. ve Kastner, D.L. (2009). Advances in the
understanding of familial Mediterranean fever and possibilities for targeted
therapy. Br J Haematol, 146(5):467-478.

Richards, N., Schaner, P., Diaz, A., Stuckey, J., Shelden, E., Wadhwa, A. ve
digerleri (2001). Interaction between pyrin and the apoptotic speck protein
(ASC) modulates ASC-induced apoptosis. Journal of Biological Chemistry,
276 (42):39320-39329.

Shoham NG, Centola M, Mansfield E, Hull K.M., Wood G., Wise C.A. ve
digerleri (2003). Pyrin binds the PSTPIP1/CD2BP1 protein, defining familial
Mediterranean fever and PAPA syndrome as disorders in the same pathway.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 100(23):13501-13506.

Balci-Peynircioglu, B., Waite, A.L., Hu, C., Richards, N., Staubach-Grosse, A.,
Yilmaz, E. ve digerleri (2008). Pyrin, product of the MEFV locus, interacts
with the proapoptotic protein, Siva. Journal of Cellular Physiology, 216(3):
595-602.

Gilles, G. (2000). The relation between familial Mediterranean fever and
amyloidosis. Current Opinions in Rheumatology, 12:61-64.

Niel, E. ve Scherrmann, J.M. (2006). Colchicine today. Joint Bone Spine,
73:672-678.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19466978
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19466978
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19466978
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=11498534&ordinalpos=17&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=11498534&ordinalpos=17&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Balci-Peynircioglu%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Waite%20AL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hu%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Richards%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Staubach-Grosse%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yilmaz%20E%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Cell%20Physiol.');

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

63

Balci-Peynircioglu, B., Waite, A.L., Schaner, P., Taskiran, Z.E., Richards, N.,
Orhan, D. ve digerleri (2008). Expression of ASC in renal tissues of familial
Mediterranean fever patients with amyloidosis: postulating a role for ASC in
AA type amyloid deposition. Experimental Biology and Medicine (Maywood),
233(11):1324-1333.

Ben-Chetrit, E., Bergmann, S. ve Sood, R. (2005). Mechanism of the anti-
inflammatory effect of colchicine in rheumatic diseases: a possible new outlook
through microarray analysis. Rheumatology (Oxford), 45 (3):274-282

Bortoluci, K.R. ve Medzhitov, R. (2010). Control of infection by pyroptosis
and autophagy: role of TLR and NLR. Cellular and Molecular Life Sciences,
67:1643-1651.

Hull, K.M., Shoham, N., Chae, J.J., Aksentijevich, I., Kastner, D.L. (2003).
The expanding spectrum of systemic autoinflammatory disorders and their

rheumatic manifestations. Current Opinions in Rheumatology, 15:61-69.

Aksentijevich, 1. ve Kastner, D.L. (2011). Genetics of monogenic
autoinflammatory diseases: past successes, future challenges. Nature Reviews
Rheumatology, 7(8):469-478.

Rawashdeh, M.O., Majeed, H.A. (1996). Familial Mediterranean fever in Arab
childeren: the high prevalence and gene frequency, European Journal of
Pediatrics, 155:540-544.

Ozen, S., Karaaslan, Y., Ozdemir, O, Saatci, U., Bakkaloglu, A., Kéroglu, E. ve
digerleri (1998). Prevalance of juvenile chronic arthritis and familial
Mediterranean fever in Turkey: a field study, Journal of Rheumatology,
25:2445-2449.

Van der Hilst, J.C., Simon, A. ve Drenth, J.P. (2005). Hereditary periodic fever
and reactive amyloidosis. Clinical and Experimental Medicine, 5(3):87-98.

Seyahi, E., Ozdogan, H., Celik, S., Ugurlu, S. ve Yazici, H. (2006). Treatment
options in colchicine resistant familial Mediterranean fever patients:
thalidomide and etanercept as adjunctive agents. Clinical and Experimental
Rheumatology, 24:99-103.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Balci-Peynircioglu%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Waite%20AL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schaner%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Taskiran%20ZE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Richards%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Orhan%20D%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Exp%20Biol%20Med%20(Maywood).');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Ben%2DChetrit+E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Bergmann+S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Sood+R%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Rheumatology%20(Oxford).');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21727933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21727933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=16284730&query_hl=15&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Seyahi%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ozdogan%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Celik%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ugurlu%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yazici%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17067437
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17067437

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

64

Infevers veri tabani, http://fmf.igh.cnrs.fr/infevers/

Turkish FMF Study Group (2005). Familial Mediterranean Fever (FMF) in

Turkey results of a nationwide multicenter study. Medicine, 84:1-11.

Yilmaz, E., Ozen, S., Balci, B., Duzova, A., Topaloglu, R., Besbas, N. ve
digerleri (2001). Mutation frequency of familial Mediterranean fever and
evidence for a high carrier rate in the Turkish population. European Journal of
Human Genetics, 9:553-555.

Centola, M., Wood, G., Frucht D.M., Galon, J., Aringer, M., Farrell, C. ve
digerleri (2000). The gene for familial Mediterranean fever, MEFV, is
expressed in early leukocyte development and is regulated in response to
inflammatory mediators. Blood, 95:3223-3231.

Diaz, A., Hu, C., Kastner, D.L., Schaner, P., Reginato, A.M., Richards, N ve
digerleri  (2004). Lipopolysaccharide-induced expression of multiple
alternatively spliced MEFV transcripts in human synovial fibroblasts: a
prominent splice isoform lacks the C-terminal domain that is highly mutated in
familial Mediterranean fever. Arthritis and Rheumatology, 50(11):3679-3689.

Papin, S., Duquesnoy, P., Cazeneuve, C., Pantel, J., Coppey-Moisan, M.,
Dargemont, C. ve digerleri (2000). Alternative splicing at the MEFV locus
involved in familial Mediterranean fever regulates translocation of the
marenostrin/pyrin protein to the nucleus. Human Molecular Genetics,
12;9(20):3001-30009.

Papin, S., Cuenin, S., Agostini, L., Martinon, F., Werner, S., Beer, H.D., ve
digerleri (2007). The SPRY domain of Pyrin, mutated in familial
Mediterranean fever patients, interacts with inflammasome components and
inhibits prolL-1beta processing. Cell Death and Differentiation, 14:1457-1466.

Seshadri, S., Duncan, M.D., Hart, J.M., Gavrilin, M.A. ve Wewers, M.D.
(2007). Pyrin levels in human monocytes and monocyte-derived macrophages
regulate IL-1beta processing and release. Journal of Immunology, 179:1274—
1281.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15529356
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15529356
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15529356
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15529356
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11115844
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11115844
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11115844

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

65

Jeru, 1., Papin, S., L'hoste, S., Duquesnoy, P., Cazeneuve, C., Camonis, J. ve
digerleri (2005). Interaction of pyrin with 14.3.3 in an isoform-specific and
phosphorylation-dependent manner regulates its translocation to the nucleus.
Arthritis and Rheumatology, 52(6):1848-1857.

Fortin, A., MacLaurin, J.G., Arbour, N., Cregan, S.P., Kushwaha, N.,
Callaghan, S.M. ve digerleri (2004). The proapoptotic gene SIVA is a direct
transcriptional target for the tumor suppressors p53 and E2F1. Journal of
Biological Chemistry, 279(27):28706-28714.

Prasad, K.V., Ao, Z., Yoon, Y., Wu, M.X., Rizk, M., Jacquot, S. ve digerleri
(1997). CD27, a member of the tumor necrosis factor receptor family, induces
apoptosis and binds to Siva, a proapoptotic protein. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 10;
94(12):6346-6351.

Masumoto, J., Taniguchi, S., Ayukawa, K., Sarvotham, H., Kishino, T.,
Niikawa, N. ve digerleri (1999). ASC, a novel 22-kDa protein, aggregates
during apoptosis of human promyelocytic leukemia HL-60 cells. Journal of
Biological Chemistry, 274 (48):33835-33838.

Yeretssian, G., Labbé, K. ve Saleh, M. (2008). Molecular regulation of
inflammation and cell death. Cytokine, 43(3): 380-390.

Fernandes-Alnemri, T., Wu, J., Yu, JW., Datta, P., Miller, B., Jankowski, W.
ve digerleri (2007). The pyroptosome: a supramolecular assembly of ASC
dimers mediating inflammatory cell death via caspase-1 activation. Cell Death
and Differentiation, 14(9): 1590-1604.

Waite, A.L., Schaner, P., Richards, N., Balci-Peynircioglu, B., Masters, S.L.,
Brydges, S.D. ve digerleri (2009). Pyrin Modulates the Intracellular
Distribution of PSTPIP1. PloS One, 4 (7), e6147.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22J%C3%A9ru%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Papin%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22L'hoste%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Duquesnoy%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cazeneuve%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Camonis%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15934090
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fortin%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22MacLaurin%20JG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Arbour%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cregan%20SP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kushwaha%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Callaghan%20SM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15105421
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15105421
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Prasad%20KV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9177220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ao%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9177220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yoon%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9177220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wu%20MX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9177220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rizk%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9177220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jacquot%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9177220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=10567338&ordinalpos=276&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=10567338&ordinalpos=276&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yeretssian%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Labb%C3%A9%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Saleh%20M%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Cytokine.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fernandes-Alnemri%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wu%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yu%20JW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Datta%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Miller%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jankowski%20W%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Cell%20Death%20Differ.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Cell%20Death%20Differ.');

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

66

Shoham, N.G., Centola, M., Mansfield, E., Hull, K.M., Wood, G., Wise, C.A.
ve digerleri (2003). Pyrin binds the PSTPIP1/CD2BP1 protein, defining
familial Mediterranean fever and PAPA syndrome as disorders in the same
pathway. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America, 100(23):13501-13506.

Cooper, K.M., Bennin, D.A., Huttenlocher, A. (2008). The PCH Family
Member Proline-Serine-Threonine Phosphatase—interacting Protein 1 Targets to
the Leukocyte Uropod and Regulates Directed Cell Migration. Molecular
Biology of the Cell, 19, 3180-3191.

Wise, C.A., Gillum, J.D., Seidman, C.E., Lindor, N.M., Veile, R., Bashiardes,
S. ve digerleri (2002). Mutations in CD2BP1 disrupt binding to PTPPEST and
are responsible for PAPA syndrome, an autoinflammatory disorder. Human
Molecular Genetics, 11;8;961-969

Yu, J.W., Fernandes-Alnemri, T., Datta, P., Wu, J., Juliana, C., Solorzano, L.
ve digerleri (2007). Pyrin activates the ASC pyroptosome in response to
engagement by autoinflammatory PSTPIP1 mutants. Molecular Cell.
28(2):214-2217.

Waite, A.L., Schaner, P., Hu, C., Richards, N., Balci-Peynircioglu, B., Hong,
A. ve digerleri (2009). Pyrin and ASC co-localize to cellular sites that are rich
in polymerizing actin. Experimental Biology and Medicine (Maywood),
234(1):40-52.

Chae, J.J., Komarow, H.D., Cheng, J., Wood, G., Raben, N., Liu, P.P. ve
digerleri (2003). Targeted disruption of pyrin, the FMF protein, causes
heightened sensitivity to endotoxin and a defect in macrophage apoptosis.
Molecular Cell, 11(3):591-604.

Chae, J.J., Cho, Y.H., Lee, G.S., Cheng, J., Liu, P.P., Feigenbaum, L. ve
digerleri (2011). Gain-of-function Pyrin mutations induce NLRP3 protein-
independent interleukin-13 activation and severe autoinflammation in mice.

Immunity, 34(5):755-768.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17964261
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17964261
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19109554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19109554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chae%20JJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Komarow%20HD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cheng%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wood%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Raben%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Liu%20PP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12667444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21600797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21600797

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

67

Petrilli V. ve Martinon F. (2007). The inflammasome, autoinflammatory

diseases, and gout. Joint Bone Spine, 74:571-576.

Daigneault, M., Preston, J.A., Marriott, H.M., Whyte, M.K. ve Dockrell, D.H.
ve digerleri (2010). The identification of macrophage differentiation in PMA-
stimulated THP-1 cells and monocyte-derived macrophages. PL0oS One,
5(1):e8668.

Stanton, R.A., Gernert, K.M., Nettles, J.H., Aneja. R. (2011). Drugs that target
dynamic microtubules: a new molecular perspective. Medicinal Research
Reviews, (3):443-481.

Nehme, A. ve Edelman, J. (2008). Dexamethasone Inhibits High Glucose,
TNF-a, and IL-1p Induced Secretion of Inflammatory and Angiogenic
Mediators from Retinal Microvascular Pericytes. Investigative Ophthalmology
& Visual Science. 49(5):2030-38.

Oerlemans, R., Vink, J., Dijkmans, B.A., Assaraf, Y.G., van Miltenburg, M.,
van der Heijden, J. ve digerleri (2007). Sulfasalazine sensitises human
monocytic/macrophage cells for glucocorticoids by upregulation of
glucocorticoid receptor alpha and glucocorticoid induced apoptosis. Annals of
the Rheumatic Diseases, 66(10):1289-95.

Lu, L., Liu, H., Peng, J., Gan, L., Shen, L., Zhang, Q. ve digerleri (2010).
Regulations of the key mediators in inflammation and atherosclerosis by aspirin

in human macrophages. Lipids in Health and Disease, 6;9:16.

Gros, P., Ben Neriah, Y., Croop, J.M., Housman, D.E. (1986). Isolation and
expression of a complementary DNA that confers multidrug resistance. Nature,
323:728-731.

Cheng, J., Waite, A.L., Tkaczyk, E.R., Ke, K., Richards, N., Hunt, AJ. ve
digerleri (2010). Kinetic properties of ASC protein aggregation in epithelial
cells. Journal of Cellular Physiology, 222(3):738-747.

Gershoni-Baruch, R., Brik, R., Shinawi, M., Livneh, A. (2002). The differential
contribution of MEFV mutant alleles to the clinical profile of familial

Mediterranean fever. European Journal of Human Genetics, 10(2):145-149.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20084270
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20084270
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21381049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21381049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lu%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20137092
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20137092
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Peng%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20137092
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gan%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20137092
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shen%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20137092
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20137092
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gershoni-Baruch%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11938447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brik%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11938447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shinawi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11938447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Livneh%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11938447

50.

51l

52.

53.

68

Notarnicola, C., Didelot, M.N., Kone-Paut, I., Seguret, F., Demaille, J., Touitou
I. (2002). Reduced MEFV messenger RNA expression in patients with familial
Mediterranean fever. Arthritis and Rheumatism, 46(10):2785-2793.

Rosette, C. ve Karin, M. (1995). Cytoskeletal control of gene expression:
Depolymerization of Microtubules Activates NF-kB. The Journal of Cell
Biology, 128(6):1111-11109.

Masumoto, J., Kobayashi, H., Nakamura, T., Kaneko, Y., Ota, H., Hasegawa,
M. ve digerleri (2006). Regulation of the ASC expression in response to LPS
stimulation is related to IL-8 secretion in the human intestinal mucosa.

Biochemical and Biophysical Research Communications, 4;346(3):968-973.

Danowski, B.A. (1989). Fibroblast contractility and actin organization are
stimulated by microtubule inhibitors. Journal of Cell Science, 93:255-266.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16777061
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16777061

Journal of Cellular Biochemistry 113:3536-3546 (2012)

The Effect of Colchicine on Pyrin and
Pyrin Interacting Proteins

Ekim Z. Taskiran, Arda Cetinkaya, Banu Balci-Peynircioglu,” Yeliz Z. Akkaya,
and Engin Yilmaz
Department of Medical Biology, Faculty of Medicine, Hacettepe University, Ankara, Turkey

ABSTRACT

MEFV which encodes pyrin, cause familial Mediterranean fever (FMF), the most common auto-inflammatory disease. Pyrin is believed to be a
regulator of inflammation, though the nature of this regulatory activity remains to be identified. Prophylactic treatment with colchicine, a
microtubule toxin, has had a remarkable effect on disease progression and outcome. It has been thought that, inhibition of microtubule
polymerization is the main mechanism of action of colchicine. But, the exact cellular mechanism explaining the efficacy of colchicine in
suppressing FMF attacks is still unclear. Given the ability of colchicine treatment to be considered as a differential diagnosis criteria of FMF,
we hypothesized that colchicine may have a specific effect on pyrin and pyrin interacting proteins. This study showed that colchicine prevents
reticulated fibrils formed by PSTPIP1 filaments and reduces ASC speck rates in transfected cells. We further noted that, colchicine down-
regulates MEFV expression in THP-1 cells. We also observed that colchicine causes re-organization of actin cytoskeleton in THP-1 cells.
Pyrin is an actin-binding protein that specifically localizes with polymerizing actin filaments. Thus, MEFV expression might be affected by
re-organization of actin cytoskeleton. The data presented here reveal an important connection between colchicine and pyrin which might
explain the remarkable efficacy of colchicine in preventing FMF attacks. J. Cell. Biochem. 113:3536-3546, 2012. © 2012 Wiley Periodicals, Inc.
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is composed of five domains, each of which has a distinct role in

F amilial Mediterranean fever (FMF) (MIM 249100) is the most
interactions with several proteins that are related to inflammation

common of the auto-inflammatory disorders. It is character-

ized by recurrent attacks of fever and localized inflammation,
usually involving the peritoneum, pleura, joints, and skin [Livneh
et al., 1997]. A rapid acute phase response and a massive influx of
polymorphonuclear leukocytes into the affected tissues cause the
inflammation in FMF patients. Tissue deposition of serum amyloid A
can lead to kidney failure and death [Livneh et al., 1999]. FMF is
caused by mutations in the MEFV (MEditerranean FeVer) (OMIM:
608107) [The International FMF Consortium, 1997]. So far
more than 74 FMF-associated mutations have been identified in
the MEFV (http://fmf.igh.cnrs.fr/infevers/). Pyrin (NP_000234.1),
the product of MEFV, is expressed predominantly in neutrophils,
monocytes, and dendritic cells, but not in lymphocytes [Centola
et al., 2000; Diaz et al., 2004].

The pyrin protein appears to be a regulator of inflammation, but
its exact role on inflammatory pathways is still controversial. Pyrin

The authors have declared that no competing interests exist.

through regulation of cell death, regulation of cytokine secretion,
and cytoskeletal signaling [Chae et al., 2009].

Several pyrin-interacting proteins have been identified, including
ASC (NP_037390.2) [Richards et al., 2001], PSTPIP1 (NP_003969)
[Shoham et al., 2003], and Siva (NP_006418.2) [Balci-Peynircioglu
et al., 2008a].

PSTPIP1 (Proline Serine Threonine Phosphatase-Interacting
Protein 1) is a cytosolic adaptor protein that functions to link
PEST phosphatases to their substrates [Cong et al., 2000]. PSTPIP1 is
distributed in a filamentous network throughout the cytosol in both
natively expressing and transfected cells [Waite et al., 2009a].
Mutations in the PSTPIPI result in PAPA Syndrome, (Pyogenic
sterile Arthritis, Pyoderma gangrenosum, and Acne) (MIM 604416)
[Wise et al., 2002]. PAPA-associated mutants of PSTPIP1 are able to
form filaments normally in human monocytes, neutrophils, and also
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transfected cells. Our previous work demonstrated that pyrin
reorganizes PSTPIP1 fibrils so that they become branched and
reticulated in the presence of pyrin in transfected cells [Waite et al.,
2009a]. This indicates that pyrin plays a role in remodeling the
PSTPIP1 fibrils when it binds to them. The biological impact of
reticulated fibrils is as yet unknown, but it is thought that this well-
organized structure may play an important role in immune cells.

Pyrin also interacts with ASC (Apoptosis-associated Speck-like
protein containing a Caspase recruitment domain) via a PYD-PYD
interaction. ASC is an adaptor protein that is an important
component of both the apoptosome and the inflammasome
[Bergsbaken and Cookson, 2009]. It forms large perinuclear
structures called “specks” in vitro [Masumoto et al., 1999]. We
previously demonstrated that speck formation is accelerated in
the presence of pyrin, and we also found that nocodazole, which
inhibits microtubule formation and decreases speck formation
[Balci-Peynircioglu et al., 2008b].

The most effective treatment for FMF is the daily use of colchicine
[Zemer et al., 1986], which reduces both the frequency and severity
of FMF attacks, and reduces the incidence of multi-organ
amyloidosis. Colchicine forms a tubulin-colchicine complex
causing microtubule de-polymerization. This has been thought to
be the main effect of colchicine in treating FMF, however how
colchicine suppresses FMF attacks is still unclear [Niel and
Scherrmann, 2006]. We hypothesized that colchicine may have
some specific effects on pyrin and/or pyrin-interacting proteins.
Indeed, the effect of colchicine on these proteins and on gene
expression levels of these proteins was previously unknown.

In this study, we determined the effect of colchicine on
distribution and expression of pyrin and its interacting proteins.
We firstly investigated the effect of colchicine on a cellular level
by examining possible differences in reticulated fibril structures
in pyrin-PSTPIP1 co-transfected cells, speck formation in pyrin-
ASC co-transfected cells. We then evaluated the results of
transcription levels in the presence or absence of LPS. The results
of this study provide a detailed outline of the effect of colchicine
on the gene expression levels and cellular distribution of these
proteins.

CELL CULTURE, TRANSFECTION, AND COLCHICINE TREATMENT
CO0S-7 and HelLa cells were grown in DMEM (Gibco by Invitrogen,
Carlsbad, CA) supplemented with 10% FBS (fetal bovine serum) (vol/
vol), and 1% r-glutamine (vol/vol), and then transfected using
FUGENE-HD (Roche Applied Science, Indianapolis, IN).

For COS-7 and HelLa cells, 6h after being transfected with
the vectors, cells were treated with colchicine at microtubule
non-disrupting concentrations which is determined according to
experiments with different concentrations of colchicine (Biological
Industries, Kibbutz, Israel). In these experiments, COS-7 and HeLa
cells were treated with varying concentrations; 1-100 ng/ml and 1-
50 ng/ml of colchicine containing mediums; respectively. Cells were
fixed and stained 18 h after colchicine treatment. For analysis, 500
cells were counted in triplicates. THP-1 cells were grown in RPMI
(Gibco by Invitrogen) supplemented with 10% FBS (vol/vol), and

1% glutamine (vol/vol). Cells were differentiated with PMA as
previously described in [Daigneault et al., 2010]. In order to
determine microtubule non-disrupting concentrations for THP-1
cells, they were treated 100-1,000 ng/ml of colchicine-containing
medium for 24 h after starting with the 7th day of differentiation.
THP-1 cells were also treated with 10 ng/ml LPS (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany) where indicated. All experiments were
performed in triplicate. All cell lines were obtained from ATCC
(American Type Culture Collection).

PLASMIDS AND ANTIBODIES

All FLAG-tagged, myc-tagged, and GFP tagged constructs were
provided by the laboratory of Dr. Deborah Gumucio (University of
Michigan); these constructs were generated using pCMV-Tag2B,
pCMV-Tag3A (from Staratagene, La Jolla, CA) and pEGFP-C2 (from
Clontech, Mountain View, CA) vectors, respectively. Anti-myc
(rabbit polyclonal), anti-FLAG (Cy3 conjugate mouse antibody), and
anti-tubulin (mouse monoclonal) antibodies were obtained from
Sigma (St. Louis, MO). Actin filaments were visualized using
AlexaFluor488 Phalloidin from Molecular Probes by Invitrogen
(Eugene, OR). Fluorescent-labeled secondary antibodies (Alexa
Fluor 488 goat anti-mouse and Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit)
were also obtained from Molecular Probes by Invitrogen. Anti-Pyrin
(Abnova Corporation, CA) polyclonal antibody and anti-GAPDH
(Applied Biosystems/Ambion, Inc., Austin, TX) monoclonal anti-
body were used for Western Blot analysis. Horseradish peroxidase
(HRP)-conjugated immunoglobulin-G was purchased from Invitro-
gen-Molecular Probes, Carlsbad, CA.

IMAGING ANALYSIS

COS-7 cells were co-transfected with PSTPIP1-GFP and myc-pyrin.
A PSTPIP1-GFP positive region was found and followed for 24 h.
GFP and PSTPIP1-GFP transfected COS-7 cells were used as control
in the analysis. In the time-lapse imaging, cells were maintained at
37°C under the microscope and imaged every 15min during the
experiment.

THP-1 cells were followed for 24 h after treatment with 100 ng/ml
colchicine and then another 24 h in fresh medium after removal of
colchicine containing medium in order to determine the effect of
colchicine on filopodia length.

Leica Application Suite was used to analyze the time-lapse image
sequences. For imaging and measurement Leica QWin image
analysis and processing software for quantitative microscopy was
used.

IMMUNOFLUORESCENCE STAINING

Cells were fixed for 30 min in 4% paraformaldehyde solution in PBS
at room temperature. After permeabilization in 0.2% Triton-X in
PBS for 10 min, cells were exposed to blocking solution (10% goat
serum, 2% BSA, and 0.1% Tween-20 in PBS) for 1 h. After antibody
staining, 10 mM DAPI was applied to the cells for 1 min for nuclear
visualization. Coverslips were mounted with ProLong Gold Anti-
Fade Reagent (Molecular Probes by Invitrogen). Slides were
visualized using a Leica IM 50 fluorescence microscope.
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RNA ISOLATION AND cDNA SYNTHESIS

Total RNA was extracted by Qiagen (Valencia, CA) RNeasy Mini kit
according to manufacturer’s instructions. Once total RNA was
obtained, its concentration and OD ratio was measured by NanoDrop
ND 1000 (Thermo Scientific, Waltham, MA). cDNA was generated by
reverse transcription of 500 ng total RNA using Qiagen Quanti Tect
Reverse Transcription kit according to manufacturer’s recommen-
dations.

QUANTITATIVE REAL TIME PCR

Real-time PCR was performed using SYBR Green JumpStart
TaqReadyMix kit (Sigma) on Corbett Rotor Gene 6000 Light Cycler.
The relative amount of mRNA, normalized to an internal control
ACTB (NM_001101.3) (human beta-actin) and relative to a
calibrator (normal), was calculated by 2 AACT The sequences,
amplicon lengths, and Tm degrees of gene specific primer pairs for
ACTB, MEFV, ASC (NM_013258.4), PSTPIP1 (NM_003978) and
Siva (NM_006427.3) are shown in Table I. All reactions were
performed in 95-100% efficiency.

WESTERN BLOT

THP-1 cells were lysed in Triton X-100 Lysis Buffer (10 mM Tris-
Base at pH 7.4, 300 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.5% Triton X-100 in the
presence of protease-inhibitor cocktail (Complete Mini, EDTA-free
protease inhibitor cocktail tablets, Roche). Protein concentrations
were determined using BCA assay kit (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA) according to manufacturer’s instructions. Equal
amounts of total protein (40 pwg/ml) were denatured in SDS sample
buffer, subjected to 12% SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose
(NC) membrane (Thermo Scientific) for detection with appropriate
antibodies.

STATISTICAL METHOD

Statistical analysis was performed by using GraphPad Prism ver 5.01
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). P values were calculated
by using one-way ANOVA test and Tukey’s test was used as the post
test where P-values of <0.05 were considered statistically
significant.

TABLE 1. Primer Sequences Used in Real-Time PCR Experiment

Primer Amplicon

Gene sequences length (bp)

ACTB 5/-CGCAAAGACCTGTACGCCAAC-3' 164
5/-GAGCCGCCGATCCACACG-3'

MEFV (Ex2-3) 5/-TGGACTCGGCAACAGAACC-3' 162
5'-CGTCAACTGGGTCTCCTTCC-3'

MEFV (Ex4-5) 5-GGGAGGAGAAGGCAGTGAG-3' 192
5/-AGCAGGGCGATGTCCTGGG-3'

ASC 5/-CTTCTACCTGGAGACCTACG-3' 183-240°
5'-CGGTGCTGGTCTATAAAGTG-3’

PSTPIP1 5'-GCAGCATAGACGCCGACATC-3’ 178
5'-CTTCCGTGCAGCAGTCCAG-3'

Siva 5/-TGCGTGCGAGCCGTGGATG-3' 193

5'-GCTTGAGCCAGCCTCAGGTCTC-3’

Ex, exon; bp, base pair.
#Amplification products depend on alternative splicing.

DETERMINATION OF SUITABLE COLCHICINE CONCENTRATION

In order to determine the specific effects of colchicine besides
microtubule depolymerization, we treated cells with levels of
colchicine below microtubule-disrupting concentrations. In order to
determine the appropriate concentration, cells were treated with
different concentrations of colchicine and microtubule architecture
was visualized by immunofluorescence with a tubulin-specific
antibody. The intact microtubular architecture, characterized by
filamentous microtubules spreading from a perinuclear tubulin-
dense microtubule organizing center, was observed in colchicine-
free medium. Microtubule disruption was observed at colchicine
concentrations higher than 7.5, 10, and 100ng/ml colchicine
concentrations for COS-7, HelLa, and THP-1 cells, respectively
(Fig. 1A-C). At lower colchicine concentrations microtubular
architecture was similar to those of cells grown in colchicine-free
medium. We also performed actin filament staining by chemi-
fluorescence and observed that the actin cytoskeleton was intact at
colchicine concentrations mentioned above. However, an increase
in number of stress fibers were observed in THP-1 cells when treated
with 250 ng/ml colchicine-containing medium (Fig. 2A-D). We
further noted that filopodia were decreased in both the average
length and number in differentiated THP-1 cells after colchicine
treatment (Fig. 2E-H). We also performed time lapse live cell
imaging in 100 ng/ml colchicine containing medium in THP-1 cells,
and observed a decrease in filopodia upon colchicine treatment
(Fig. 3A). In the 24th hour of colchicine treatment, cells were washed
three times with fresh medium and treated with culture medium
without colchicine (Fig. 3B). Following colchicine removal filopodia
re-formed, indicating that filopodia formation was reversibly
altered by colchicine. These observations indicate that colchicine,
at low concentrations, causes actin re-organization while leaving
microtubules intact.

THE FORMATION OF RETICULATED FIBRILS

In order to analyze the formation of reticulated fibrils in COS-7 cells
after co-transfection with myc-pyrin and PSTPIP1-GFP, we selected
a field containing GFP-positive cells and followed them by time
lapse live cell-imaging. At the 18th hour after transfection, GFP
expression was first observed as un-organized aggregates; however,
these aggregates became branched and organized at 20th hour, as
shown in Figure 4A3. However reticulated fibril formation was not
observed when cells were transfected with either GFP only or
PSTPIP1-GFP (Fig. 4A1-A2). This led us to conclude that reticulated
fibrils form in a short period after the accumulation of transfected
proteins in COS-7 cells.

COLCHICINE DECREASES THE NUMBER OF RETICULATED FIBRIL
FORMING CELLS

It is known that PSTPIP1 forms filamentous structures in transfected
and native human cells. First, we investigated the effect of
colchicine on PSTPIP1 filaments in flag-PSTPIP1 transfected
COS-7 cells. However, we did not observe any differences between
control and colchicine treated cells (data not shown).
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10 ng/ml

Fig. 1.

100 ng/ml

200 ng/ml

Effects of colchicine on microtubule structure at various concentrations. Tubulin (red) and nucleus (blue) staining of HeLa cells (A1-A4) incubated for 24 h in mediums

containing 0, 7.5, 10, and 100 ng/ml colchicine, COS-7 cells (B1-B4) incubated for 24 h in medium containing 0, 10, 20, and 100 ng/ml colchicine, and differentiated THP-1
cells (C1-C4) incubated for 24 h in medium containing 0, 100, 200, and 250 ng/ml colchicine. Microtubule disruption is observed at 10, 20, and 200 ng/ml colchicine
concentrations for HelLa, COS-7, and THP-1 cells, respectively. Below these concentrations, microtubule architectures were similar with control cells incubated in medium
containing no colchicine, with a proper microtubule organization center proximal to nucleus and individually distinctive microtubule filaments. Scale bar for figures A-C shown

in A1=20 um.

To determine the effect of colchicine on reticulated fibrils, COS-7
cells were co-transfected with myc-Pyrin and flag-PSTPIP1. In this
assay, co-transfected cells were classified as either having non-
reticulated or reticulated PSTPIP1 architecture (Fig. 4B). As shown in
Figure 4C, reticulated fibrils formed in 60% of co-transfected cells.
In colchicine treated group, however, the proportion of cells that
have reticulated fibrils was reduced by 10% (P < 0.001).

We also tested the effect of FMF-causing mutations on pyrin
in the presence or absence of colchicine. The results were similar
for COS-7 cells co-transfected with flag-PSTPIP1 (wild type) and
myc-pyrin-M694V when compared with cells co-transfected with
flag-PSTPIP1 and wild-type pyrin; colchicine treatment also caused
a decrease in reticulated fibril ratio when mutant pyrin was
transfected (P < 0.001).

We then set out an experiment to determine the effect of a PAPA-
causing mutation on fibril formation. We co-transfected COS-7
cells with flag-tagged PSTPIP1 containing the A230T mutation,
a known PAPA mutation, and myc-tagged pyrin. We found that a
significantly higher proportion of cells (75%) contained reticulated
fibrils with mutant PSTPIP1 (P < 0.001; Fig. 4C). However, when

these cells were treated with colchicine, no significant reduction in
fibril formation was observed.

Therefore, our findings suggest that colchicine may prevent
reticularization of PSTPIP1 because of the connection between
PSTPIP1 filaments and the cellular cytoskeleton which results in a
decrease in the number of reticulated fibril forming cells.

ASC SPECK FORMATION IS FACILITATED BY PYRIN

AND DISRUPTED BY COLCHICINE

Next, we planned to determine the effects of different forms of pyrin
on ASC speck formation, and how this rate is affected by colchicine.
Co-transfection assays were carried out in Hela cells instead of
COS7 cells as ASC expressing COS7 cells quickly disappeared
from culture medium due to probable apoptosis trigerred by ASC
oligomerization. For each assay, either wild type pyrin or one of
three FMF-causing pyrin mutants (M694V, M680I, or V726A, all
myc-tagged) was co-transfected with ASC-YFP. The assay was
terminated in the 19th hour after transfection due to increased
cell death as a result of the apoptotic effects of ASC. All the
cells included in the analysis had a normal nuclear morphology.
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Fig. 2. Actin cytoskeleton and filopodia properties of differentiated THP-1 cells treated with colchicine. Following the treatment of differentiated THP-1 cells with various
concentrations of colchicine containing medium, cells were stained for nucleus (blue), and actin (green) with Phalloidin-488 (A-D). Stress fibers were observed with 250 ng/ml

colchicine administration (C-D) where this was not a common occurance in lower colchicine concentration (100 ng/ml) (B), and no colchicine (A). Scale bars in A=D shows
20 pum. E-F: Show the measurement of filopodia length. Statistical analysis indicates that 100 and 200 ng/ml colchicine caused a contraction of filopodia in differentiated THP-
1 cells (G) and cells with filopodia are significantly lower in number when treated with 200 ng/ml colchicine (H). Error bars indicate standard deviations. The statistically

significant differences are indicated as P < 0.05, “**P< 0.001.

Co-transfected cells were classified according to their intracellular
ASC expression patterns as either speck forming or having diffuse
ASC localization (Fig. 5A). We determined that pyrin (both the wild
type and all mutants) increased end-point speck formation rate of
ASC, compared to ASC alone and the control (pcDNA3.1) group
(Fig. 5B). Although pyrin-M680I and pyrin-V726A groups did
not increase speck formation at a level of statistical significance
(P=0.251 and P=0.171, respectively), pyrin-M694V caused a
significant increase in the speck formation rate compared to the wild
type pyrin (P=0.021). When co-transfected cells were exposed to
colchicine, speck formation decreased with all mutant forms of
pyrin and with pcDNA 3.1 (P < 0.0001). However, the rate at which
cells containing wild-type pyrin formed specks was not significantly
affected by the presence of colchicine.

These data once more showed that ASC speck formation is
facilitated by pyrin and reduced by colchicine in mutant pyrin
expressing cells which is important given the known beneficial
effects of colchicine in preventing FMF attacks.

COLCHICINE DECREASES PYRIN EXPRESSION IN DIFFERENTIATED
THP-1 CELLS

We further analyzed whether colchicine influences the expression
of pyrin and its interacting proteins in natively expressing cells.
We used THP-1 cell line since COS7 and HelLa cells do not
naturally express pyrin and its interacting proteins, PSTPIP1, ASC,
and Siva. Different concentrations of colchicine; 5, 10, 25, 50, 75,
100, 150, 200, and 250 ng/ml were used to treat differentiated
(macrophage-like) THP-1 cells. Gene expression was measured
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Fig. 3. Disruption and re-organization of filopodia in THP-1 cells. Phase contrast time-lapse imaging of differentiated THP-1 cells were performed and shown as pictures
various time points as indicated. In medium containing 100 ng/ml colchicine (A), contraction of filopodia began immediately in the 1st hour. By the 4th hour of administration
filopodia was totally contracted for this cell (indicated with arrow). In 17th hour of the experiment this cell totally lost its fusiform structure and assumed a round shape.
B shows a round shaped differentiated THP-1 cell, priorly treated with 100 ng/ml colchicine, washed various times with fresh medium and now resting in medium with no
colchicine. Several cell appendages begin to protrude from the main body by the end of the 1st hour. Around the 5th to 6th hour one of these appendages dominate and the cell
assumes a spindle-like shape. At this time point the cell (indicated with arrow) also begins to migrate toward the left side of the area, with contraction of the filopodia that can
be clearly seen from the 8th to 11th hour. This indicates a functional filopodia capable of promoting cell migration has developed for this cell after colchicine removal. Scale bars

indicate 50 pm.

using quantitative RT-PCR, and protein levels were measured using
Western blot.

As shown in Figure 6A, a dramatic decrease in MEFV was
observed compared to control cells at and above 100 ng/ml
colchicine concentrations. Western blot analysis showed a decrease
in protein expression similar to the decrease in transcription
(Fig. 6B). A previous study has shown that LPS (bacterial
lipopolisaccharide) treatment induces MEFV expression [Centola
et al., 2000]. We confirmed that this is the case in our system. The
addition of 100 ng/ml colchicine did not change the level of MEFV

up-regulation in response to LPS. However, exposure to 200 ng/ml
of colchicine partially abrogated the LPS effect (Fig. 6A). We then
quantified the MEFV expression at different treatment time points.
MEFV were found to be down-regulated in the 6th hour of
colchicine administration (Fig. 6C).

It is known that the protein product of an alternative splice
variant of MEFV transcript lacking exon 2 locates in nucleus rather
than cytoplasm [Papin et al., 2000]. In order to determine whether
colchicine affects the production of this variant, we performed qRT-
PCR on either control THP-1 cells, or those that had been treated
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Fig. 4. PSTPIP1 reticulated fiber formation and effects of pyrin/PSTPIP1 mutants and colchicine in COS-7 cells. Time-lapse fluorescent images of COS-7 cells transfected with
GFP (A1), PSTPIP1-GFP (A2), myc-pyrin, and PSTPIP1-GFP (A3) is shown in different time points as indicated. The 0" time point indicates the 18th hour of transfection. In A1
GFP is distributed in the cytoplasm as well as in the nuclei of the cells, without forming any organized structures. Unlike GFP, PSTPIP1-GFP gradually forms straight filaments in
the cytoplasm originating from a single perinuclear region (A2). As a result of pyrin co-transfection, PSTPIP1-GFP gradually organizes within the cells by the 2nd hour
of imaging and assumes a completely reticulated appearance by the 3rd hour (A3). Various intracellular structures in COS-7 cells co-expressing pyrin and PSTPIP1 are shown in
(B); irregular PSTPIP1 aggregates (B1), PSTPIP1 fibers originating from a single perinuclear center (B2), reticulated PSTPIP1 fibrils co-localized with pyrin (B3). C: shows the
percentage of reticulated PSTPIP1 fibril containing cells among transiently pyrin/PSTPIP1 co-transfected COS-7 cells. Error bars indicate standard deviations. The statistically
significant differences are indicated as “P< 0.05, “*P< 0.01. Scale bars indicate 25 wm.
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Fig. 5. Cellular localization of ASC and effects of pyrin mutants and colchicine on speck formation. In (A), two possible localization of ASC protein in myc-pyrin/ASC-YFP co-
transfected HeLa cells is shown. The red arrow indicates a co-transfected HelLa cell with an ASC speck while the green arrow indicates a co-transfected cell showing a diffuse ASC
distribution pattern both in the cytoplasm and nucleus. B shows the percentage of ASC speck forming cells among transiently pyrin/ASC co-transfected HeLa cells. ASC-YFP and
wild-type (myc-pyrin) or mutant pyrin (myc-M694V, myc-M680I, and myc-V726A) transfected HeLa cells in the presence or absence of colchicine are indicated. Error bars
indicate standard deviations. The statistically significant differences are indicated as “P< 0.05, ““P< 0.01, ***P< 0.001. Scale bars indicate 20 wm.

with colchicine using a primer pair that hybridizes to exon 2 and 3
(Table I). There was no difference between those two transcripts in
terms of expression. Indeed, we did not quantify the amount of exon
2 skipped variant of MEFV since we just needed to check if a change
in pyrin expression level is coming from a common variant or not,
but our immunostaining study showed that pyrin is located only in
the cytoplasm in both control and colchicine treated THP-1 cells
(data not shown).

In contrast to pyrin, the transcription levels of ASC, PSTPIP1, and
Siva were not affected by colchicine administration (Fig. 6D-F).
However, like MEFV, ASC, and PSTPIP1 were significantly up-
regulated by LPS stimulation (4-fold and 1.5-fold, respectively).
Siva transcription levels were not found to be changed by LPS.

Therefore, our findings showed that colchicine have a
specific effect on MEFV expression as we expected since
colchicine treatment is a criterion for the differential diagnosis of
FMF.

In this study, we characterized the effect of colchicine on Pyrin and
its interacting proteins on cellular level using transfection models in
COS-7 and Hela cells, and gene expression profiles in THP-1 cells.
The unifying theme of all of the assays was the efficacy of colchicine
for the treatment of FMF and the central question being: why
is colchicine effective? The answer of this question may be
summarized as follows according to our data: Colchicine may be
working on several levels; (i) to reduce ASC speck formation as
shown by other studies as well, using nocadozole, another
microtubule depolymerazing agent, (ii) to alter intracellular
distribution of PSTPIP1 which is an important effect given the
fact that there is a strong connection between PSTPIP1 filaments and

the cytoskeleton, (iii) to alter actin on a cellular level, and (iv) to alter
pyrin expression.

In this study, we first showed that reticulated fibril ratio was
decreased by colchicine in Pyrin-PSTPIP1 co-transfected COS-7
cells. Although this decrease was by %10, the biological significance
has to be investigated. Secondly we found that colchicine also
decreases reticulated fibril formation when cells are transfected with
Pyrin-M694V and wild type PSTPIP1. On the other hand, colchicine
had no effect on reticulated fibril pattern when the cells were
transfected with PSTPIP1-A230T and wild type Pyrin. However,
the reticulated fibril ratio was dramatically increased in cells
which were transfected with PSTPIP1-A230T and wild type pyrin,
which corroborates earlier reports that mutant forms of PSTPIP1
bind to Pyrin with higher affinity [Shoham et al., 2003; Yu et al.,
2007].

There are several potential explanations for the increase in
reticulated fibril formation in the presence of mutant PSTPIP1. The
first possibility is that mutant PSTPIP1 binds more tightly to Pyrin
and they may form more reticulated fibrils together. For this reason,
colchicine may not disrupt the pyrin-PSTPIP1 interaction suffi-
ciently to prevent or delay reticulated fibril formation. Secondly,
PSTPIP1-A230T mutant protein may take a critically different
conformation when compared to wild type PSTPIP1 which would
prevent a possible direct interaction between colchicine and
PSTPIP1. Lastly and less possibly, colchicine may directly interact
with other yet unidentified pyrin-interacting protein(s) which may
facilitate reticulated fibril formation.

The effect of colchicine on the number of reticulated fibrils in the
presence of mutant PSTPIP1 is still unknown. It was demonstrated
previously that PSTPIP1 is involved in cell migration [Cortesio et al.,
2010]. Certainly investigating the clinical significance and the
biological impact of pyrin-PSTPIP1 interaction on cell functions
remains unanswered.
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Fig. 6. The expression analysis of pyrin and its interacting proteins in colchicine treated THP-1 cells. A,D,E,F: Shows the quantitative real-time PCR results for MEFV, ASC,

PSTPIP1, and Siva mRNA products after THP-1 cells are cultured for 24 h exposed to different colchicine concentrations, normalized to the housekeeping ACTB, respectively.
Western Blot analysis for pyrin in THP-1 cells treated with different concentrations of colchicine for 24 h is shown in (B). C: Shows MEFV expression levels in THP-1 cells
exposed to 100 ng/ml colchicine at different time points. Error bars indicate standard deviations. The statistically significant differences are indicated as “P< 0.05, **P< 0.01,

**P<0.001.

Another important structure is the ASC speck, which resembles
the pyroptosome. Colchicine decreases ASC speck formation in the
absence of pyrin in a concentration that does not affect the gross
microtubular architecture. This implies that the effect of colchicine
may be through some other mechanism that does not involve
microtubules. It has been previously shown that in transfected HeLa
cells, ASC speck formation is likely due to its diffusion rather than its
interaction with other proteins according to computational models
drawn through real time kinetic analysis of speck formation [Cheng
et al., 2010]. This leads to the speculation that the decrease in ASC
speck formation may be the direct result of an interference of

colchicine on ASC polymerization. On the other hand, even if ASC
speck formation occurs via microtubules, in order to disrupt the
interaction of ASC and microtubules, microtubule depolymerization
is not necessary.

Another important element to consider is that the colchicine’s
speck-disrupting effect is not seen in cells expressing wild-type
pyrin, but only in M694V, M680I, and V726A pyrin-expressing
cells. However, these three mutations promote speck formation
further compared to wild type Pyrin in the absence of colchicine. So,
colchicine acts as to bring down the speck formation rates to those of
wild type pyrin in these mutants. This may be the main mechanism
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how FMF patients benefit from colchicine. The increased tendency
of pyroptosis initiation and inflammasome activation through ASC
speck formation with disease-causing pyrin variants could be
countered by non-microtubule depolymerizing concentrations
of colchicine, and this would decrease the rate, severity, and
consequences of inflammatory attacks in FMF patients. In
particular, the increased tendency of HelLa and COS7 cells to
undergo cell death while over-expressing ASC for long periods of
time is important in the sense that ASC is the only known initiator of
pyroptosis [Yu et al., 2007]. The severe FMF phenotype associated
with M694V homozygotes and the increase in speck formation in
M694V-expressing HeLa cells observed in our experiments also
support this idea. Although the mechanism of action of colchicine
proposed here requires further validation by in vivo experiments,
these findings are very promising for elucidating FMF pathogenesis
and colchicine action.

Regulation of MEFV expression in response to colchicine
treatment has been investigated previously. One study demonstrated
that MEFV is up-regulated in response to colchicine in monocytes
[Centola et al., 2000]. On the other hand, it is repressed in monocytes
by the anti-inflammatory cytokines. In neutrophils, colchicine and
LPS had no effect while IFN-y causes an increase in MEFV
expression. Furthermore, another group showed reduced MEFV
levels in FMF patients (59% of these patients received colchicine)
[Notarnicola et al., 2002]. Also, in the same study, there were no
differences between colchicine treated and non-treated patients in
terms of MEFV levels.

Based on the hypothesis that colchicine may have a specific effect
on MEFV expression, differentiated THP-1 cells were exposed to
different concentrations of colchicine. qRT-PCR and western blot
studies revealed that colchicine reduces MEFV expression compared
to control cells. These results stand in contrast to previous studies in
terms of MEFV expression [Centola et al., 2000; Notarnicola et al.,
2002]. This is likely due to the fact that firstly, we have determined
colchicine concentration after careful titration by observing
microtubule architecture, and could be seeing more specific effects
of colchicine on cellular level. Secondly, we used PMA-differenti-
ated THP-1 cells instead of primary monocytes/netrophils or whole
blood cells of FMF patients. In patients, the isolated cells are (a)
exposed chronically rather than acutely to colchicine and (b) the
isolated cell population that is tested is often a mixed population of
mature and immature cells whereas the differentiated cell line is
expected to respond more uniformly. MEFV and ASC were up-
regulated by LPS in our experiments, similar to previous studies
[Centola et al., 2000; Masumoto et al., 2006]. We also found that
PSTPIP1 expression was increased by LPS. This finding lends
additional support to the idea of co-action of these three proteins in
regulating innate immunity.

How colchicine down-regulates MEFV expression in THP-1 cells
and what clinical significance this finding holds remains to be
answered. Since, in our experiments stress fibers and shorter
filopodia were observed in colchicine treated THP-1 cells, we
suggest that colchicine-induced effects on actin re-organization
may reduce MEFV levels. Colchicine seems to cause actin re-
organization while microtubule structure is intact. As previously
demonstrated, pyrin is an actin binding protein that is found

specifically in polymerizing actin filaments [Waite et al., 2009b].
Pyrin, or MEFV transcription, may also be affected by this re-
organization of the actin cytoskeleton, which may explain why
reduced MEFV levels were observed after colchicine administration.
The data presented here reveal an important connection between
colchicine and MEFYV transcription, which has potential to explain
the remarkable efficacy of colchicine in preventing FMF attacks
by reducing the mutant protein level in FMF patients. Therefore,
our data provide evidence for a pro-inflammatory role of pyrin,
suggesting that FMF may result from gain of function mutations.

Here, we have clarified the effect of colchicine on pyrin and its
interacting partners on both a cell biology and expression level. It
has been thought that inhibition of microtubule polymerization is
the main mechanism of action of colchicine. However, our results
indicate that further exploration into the exact cellular mechanism
explaining the efficacy of colchicine in suppressing FMF attacks is
warranted.
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