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ÖZET  

Adenoviral E1 ve E2 genlerinin, transkripsiyondan sorumlu oldu unun gösterilmesi 

ile keşfedilen E2F1 geni,   . kromozomun uzun kolunda yer almaktadır. 

Translasyon  r n  ise  37 aminoasitlik bir proteindir. Dimerizasyon partneri ile 

dimer oluşturduktan sonra   F    cre siklusunun G  aşamasında aktif  ale 

geçmekte ve   cre böl nmesi ile ilgili DNA Polimeraz gibi birçok sayıda genin 

transkripsiyonunu kontrol etmektedir. Transkripsiyonel olarak  kontrol edilebilen 

E2F1 aktivitesinin post-translasyonel modifikasyonlar ile de kontrol edildi i 

gör lmektedir. Translasyon sonrası   F , P CAF aracılı ıyla asetilasyona, Set 9 ile 

metilasyona ve CHK  aracılı ıyla da fosforilasyona u rayabilmektedir.   et 9-

aracılı metilasyonu   F  in parçalanmasına yol açarken, CHK  ve P CAF 

modifikasyonları ise metilasyonu engelleyerek proteinin stabilizasyonunu 

sa lamaktadır. DNA Hasarı, UV maruziyeti gibi patolojik koşullarda post-

translasyonel modifikasyonlara u rayan   F  in, fizyolojik koşullarda da çeşitli 

molek ller tarafından post-translasyonel modifikasyonlara u ratılması m mk nd r. 

Epinefrin, adrenalin, endotelin-  ve çok sayıda kemokin   cre fizyolojisinde  ayati 

fonksiyonlar gör rler ve etkinliklerini GPCR (G-protein coupled receptors) olarak 

isimlendirilen reseptörlere ba lanarak gösterirler. Bu reseptörlerin bahsedilen 

ligantları tarafından aktive edilmeleri durumunda pek çok yolak aktive edilir ve bu 

yolaklardan biri de Adenilat Siklaz dır. Aktive edilen Adenilat siklaz ATP den 

cAMP oluşturur. Bunun yanı sıra cAMP seviyesi   cre içi glukoz miktarının 

azaldı ı durumlarda da y kselir.  cAMP ilk keşfedilen ikincil mesajcı olup   crede 

biyolojik etkinli ini PKA enzimini aktive ederek gösterir. Aktive olan PKA 

biyolojik aktivitesini  hedef proteinlerinde  RxxS/T konsensus dizisinde yer alan 

Serin (S) veya Treonin (T) amino asitlerini fosforile ederek gösterir.  Genel olarak 

  cre içi cAMP seviyesinin artmasına ba lı PKA aktivasyonu   cre 

proliferasyonunu negatif olarak etkiler. Bu gerçekler ışı ında, aktive edilen PKA 

enziminin   cre döng s n n başlamasını kontrol eden   F  aktivitesini negatif  

etkileyece ini d ş nd k.  Bu bilgiler do rultusunda,   F  in PKA substratı olup 

olmayaca ını görmek için   F  in aminoasit dizisini inceledi imizde E2F1 

proteininde  ç adet muhtemel PKA konsensus fosforilasyon bölgesi saptadık. Bu 

fosforilasyon noktaları,   7-130,  232-235 ve 361-3   pozisyonlarında lokalize 

olan RYET, RLLS ve RMGS amino asit  dizileridir. Bu bölgelerdeki Treonin ve 

 erin amino asitlerinin PKA tarafından fosforile edilebilece ini ve bu 

fosforilasyonların   F  aktivitesini etkileyece ini d ş nerek ilgili amino asitlerin 

kodonlarını yarattı ımız ökaryotik   F  ekspresyon vektör nde fosforile 

edilemeyen Alanin ve fosforilasyonu taklit eden negatif y kl  Glutamik Asit 

kodonlarına çevirdik. Elde etti imiz sonuçlara göre, PKA-aracılı E2F1 

fosforilasyonunun   cre proliferasyonu, apoptozis ind ksiyonu, glukoz alımı ve 

Sisplatin-aracılı   cre öl m ne etki etti ini gösterdik.  

Anahtar Kelimeler:   F , PKA, H cre Döng s , H cre Metabolizması, Kanser  
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ABSTRACT  

 

E2F1 gene, which was discovered by the demonstration that adenoviral E1 and E2 

genes were responsible for transcription of viral genome, resides on the long arm of 

20th chromosome. Its product is a protein comprising 437 aminoacids. After 

dimerizing with its partner, E2F1 becomes active during G1 phase of cell cycle and 

induces the transcription of numerous cell cyle-associated genes such as that of 

DNA Polymerase. As well as being transcriptionally controlled, E2F1 activity is 

modulated by means of post-translational modifications. Post-translationally, E2F1 

is acetylated by P/CAF, methylated by Set 9 and phosphorylated by CHK2. While 

Set 9-mediated methylation leads to degradation of E2F1, CHK2 and P/CAF-

mediated modifications prevent Set9-mediated methylation and prevents its 

degradation. In addition to post-translational modifications occurring in response to 

pathological situations like UV exposure and DNA damage, E2F1 can also undergo 

post-translational modifications by various molecules under physiological 

conditions. Epinefrin, adrenalin, endotellin-1 and numerous chemokines play 

pivotal role in cell physiology, and these transmit their signals by binding to GPCR 

(G-protein coupled receptors). Activation of these receptors by above mentioned 

ligands induces activation of several pathways one of which is Adenylate cyclase.   

Activated adenylate cyclase produces cAMP from ATP. In addition to these, 

cellular cAMP levels is also increased when glucose level goes down. cAMP is the 

first second messenger discovered and elicits its biological effect by activating 

PKA enzyme. Activated PKA elicits its biological effect by phosphorylating target 

proteins which contain Serin or Treonin amino acids in concensus RxxS/T motif. In 

general, increase of cellular cAMP level and resulting PKA activation ne gatively 

regulate cell proliferation. Under the light of these we thought that activated PKA 

would negatively affect the activity of E2F1 which controls initiation of cell cycle.  

In this regard, to see whether E2F1 can be a substrate for PKA we looked at the 

amino acid sequence of E2F1 and found three hypothetical consensus PKA 

phosphorylation sites. These phosphorylation sites are RYET, RLLS ve RMGS 

amino acid sequences and  these are  localized at 127-130,  232-235 ve  361-364 

positions. By assuming the fact that Serin and Treonin at these sites will be 

phosphorylated by PKA, and these phosphorylations would affect the activity of 

E2F1, we converted codons of Serine and Treonin to non-phosphorylatable Alanin 

and phosphorylation mimicking Glutamic acid codon on eukaryotic E2F1 

expression vector we created. According to our results, PKA-mediated 

phosphorylation of E2F1 seems to have an effect on cell proliferation, induction of 

apoptosis, glucose uptake and cisplatin- induced cell death.  

 

Key words: E2F1, PKA, Cell Cycle, Cell Metabolism, Cancer  
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1. GİRİŞ 

XX. Y zyılın sonlarında adenoviral E2 geninin tanımlanması ile   F ailesini 

tanımlama çalışmaları başlamıştır.   F tranksripsiyon faktör ailesi   cre döng s  

ve apoptozda görev alan bir protein ailesidir. Çalışmalarda klonlanan ilk  E2F aile 

 yesi   F  adını almıştır. Ardından, bu gruba yedi  ye daha eklenmiş olup;    adet 

isoform saptanmıştır. Üzerinde en çok çalışma yapılan   F  proteininin 

retinoblastoma t mörlerinde pRB (Retinoblastoma proteini) adı verilen bir proteine 

ba landı ı gösterilmiştir. Da a sonraki çalışmalarda, sadece kanser   crelerinde 

de il  er   cre de   F  in pRB ile ba landı ı gösterilmiştir. Transkripsiyon 

faktör  olarak görev yapan   F , pRB ile  eterodimer oluşturdu unda, DNA daki  

 edef bölgesine ba lanamaz ve  edef genlerin transkripsiyonu ind klenemez. 

H cre döng s n n başlangıcında pRB nın fosforile edilmesiyle serbest kalan ve 

DP (Dimerizasyon Partneri) ailesi proteinlerle  eterodimer oluşturan   F , 

  crenin döng ye girmesini sa layacak  edef genlerin promotor bölgelerine 

ba lanarak  edef genlerin transkripsiyonunu ind kler. H cre döng s nde DNA 

Polimeraz I gibi önemli görevleri olan birçok proteinin transkripsiyonunu 

ind kleyen   F ,   cre fizyolojisinde meydana gelen patolojik durumlarda Apaf1 

ve p 3 ind ksiyonu da yaparak apoptozis s recinin  başlatılmasına da katkı  yapar.    

Bir proteinin   cre yaşamında bu kadar önemli rol alması bu proteinin   cre 

fizyolojisinde meydan gelecek de işimler durumunda aktivitesinin de d zenlenmesi 

gere ini d ş nd rmektedir. Nitekim DNA  asarı gibi patolojik durumlarda   F  in 

ondan fazla modifikasyona u radı ı gösterilmiştir. DNA  asarı gibi patolojik 

durumlar haricinde E2F1 proteininin post-translasyonel modifikasyona u radına 

dair bir bilgi literat rde bulunmamaktadır.  Bu y zden, insan E2F1 proteininin 

aminoasit dizisini inceledi imizde besin sensör  olarak görev yapan ve cAMP 

tarafından aktive edilen Protein Kinaz A  nın (PKA) substratı olabilece ini 

saptadık. Bu ba lamda, PKA nın   F  i RYET130, RLLS235 ve RMGS364 

dizilerinde T130,  S235 ve S364 aminoasitlerinden fosforile ederek   F  in 

aktivitesini negatif olarak etkiledi ini bulduk.  öz konusu bölgelerin fosforilasyonu 

da a önce gösterilmedi inden çalışmamız ilk olma özelli i taşımaktadır. Bu 

nedenle, PKA-aracılı   F  fosforilasyonunun   F  in   cre proliferasyonu ve 

apoptozis s recindeki farklı davranışlarının açıklanmasına katkı yapaca ını temenni 

ediyoruz.    
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1.  H cre Döng s  (H cre Siklusu) 

H cre döng s , ço almak yani prolifere olmak  zere uyarılan bir   crede 

gerçekleşen, bir dizi biyokimyasal aktivitenin ve morfolojik de işikliklerin 

gör ld    bir s reçtir. Bu s reç koordine, ardışık ve senkronize olaylar serisinin 

t m d r. Bir döng ye giren   cre, morfolojik ve genetik olarak birbirine tıpatıp 

benzeyen iki   cre oluşumuyla döng y  tamamlar (Shankland ve Wolf 2000). 

 

H cre döng s , G1-S-G2 evrelerinden oluşan interfaz yani böl nmeye  azırlık 

s recini, çekirdek böl nmesini sa layan mitoz böl nmeyi ve sitoplazmanın 

böl nmesi olarak bilinen sitokinezi içerir (Morgan DO. The cell cycle: principles of 

control. USA , Shankland ve Wolf 2000) (Şekil  . ). G0 fazı, dinlenme evresi 

olarak da bilinen ve G1 fazına girmeden  emen önce yer alan terminal olarak 

farklılaşmaya u ramış ve veya yeniden   cre döng s ne girme yetene i ortadan 

kalkan   crelerin bulundu u evredir. H creler G0 fazında g nlerce, aylarca  atta 

yıllarca böl nmeden kalabilirler. H cre dışından uygun bir sinyal gelmedikçe de 

böl nme yeteneklerini geri kazanamazlar (Sherr 1996).  

 

G1 fazında spesifik   cre fonksiyonları için gereken proteinler ve geç G1 fazında 

bol miktarda RNA sentezlenir. Bu proteinler arasında   cre döng s n  kontrol 

eden proteinler ve mitozdan sonra yarıya d şen   cre  acmini normal b y kl   ne 

ulaştırmak için gerekli proteinler de vardır. Ayrıca, bu fazda DNA sentezi için 

gerekli DNA polimeraz gibi birçok enzim de sentezlenir. Yaklaşık olarak 12 saat 

s rd    için siklusun en uzun fazı olarak kabul edilir. G1 in sonuna do ru bir 

kontrol noktası   fazına girişi kontrol eder. Bu kontrol noktasında (G1 kontrol 

noktası)    fazında ço altılacak olan DNA sarmalında bir  asarın olup olmadı ı 

kontrol edilir.   er  er angi bir  asar saptanırsa,   creler ya  asarı onarır ya da 

apoptoza giderek öl rler (Yang ve Kornbluth 1999).  

 

Sentez (S) fazında yaklaşık olarak 7-8 saat s ren DNA replikasyonu ile   cre 

içindeki DNA nın miktarı iki katına çıkarılır. Böylece mitoz fazına girmeden önce, 

ikiye böl necek olan   crede iki kat DNA miktarı elde edilmiş olur (Yang ve 
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Kornbluth 1999, Shankland ve Wolf 2000).   fazının bitişiyle DNA sentezi durur 

ve G2 evresine geçilir. G2 faz s recinde, protein ve RNA sentezi devam eder. 

Mitotik i  iplikçiklerinin mikrot b ler önc lleri ve mitoz böl nme sırasında 

kullanılacak di er proteinler sentezlenir. Bunlarla birlikte mitoz böl nme için 

gerekli olan enerji biriktirilir. Bu fazın sonunda yani mitoz fazına girmeden  emen 

önce  atalı sentezlenmiş DNA sarmallarının d zeltilmesini sa layan bir kontrol 

noktası bulunur (G  kontrol noktası) (Morgan DO. The cell cycle: principles of 

control. USA , Yang ve Kornbluth 1999).  

 

Mitoz böl nme yaklaşık  -  saat s rmekte olup   cre döng s n n en kısa fazıdır. 

Mitoz,   fazında duplike olan kromozomların iki yavru   creye eşit olarak 

paylaştırıldı ı kompleks bir olaydır. Profaz, Metafaz, Anafaz ve Telofaz 

evrelerinden oluşmaktadır ve   cre böl nmesi sitokinez ile sonlanmaktadır. 

 onrasında döng , tekrar G1 fazı ile devam eder (Morgan DO. The cell cycle: 

principles of control. USA). 

 

Şekil 2.1.  H cre Döng s nde Görev Alan Bileşenler. H cre döng s  kontrol n n sa lanması 

için kontrol noktalarında görev alan komponentler ve çalışma partnerleri  
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2.2. H cre Döng s  Kontrol nde Görev Alan Bileşenler 

2.2.1. Siklinler ve Siklin Ba ımlı Kinazlar 

H cre döng s n n iki önemli temel taşı siklinler ve siklin ba ımlı kinazlardır. 

 iklinler ve  iklin Ba ımlı Kinazlar   cre döng s  boyunca çeşitli varyasyonlarda 

kompleks oluştururlar (Şekil  . ).  iklin  iklin Ba ımlı Kinaz (cdk) kompleksinin 

çeşitlili i,   cre döng s ndeki önemini gözler ön ne sermektedir. Siklin/Siklin 

Ba ımlı Kinaz kompleksleri   cre döng s n n belirli evrelerinde 

gerçekleşmektedir ve s reç boyunca  iklin  iklin Ba ımlı Kinaz kompleksleri 

farklı hedef proteinlerin fosforilasyonundan sorumludur (Giacinti ve Giordano 

2006). G n m ze kadar onaltı adet siklin tanımlanmıştır. Buna ek olarak 

tanımlanamayan ve ba lanma partnerleri tanımlanmamış olan da a fazla siklin 

oldu u d ş n lmektedir (Giacinti ve Giordano 2006). 

 

 iklin  iklin Ba ımlı Kinazlar   cre döng s n n belli fazlarını yönetmektedir. 

Memeli   crelerinde G1 fazı siklinleri olan Siklin-D ve Siklin-E, G1   fazı geçişini 

kontrol etmektedir. Üç farklı tip  iklin-D bulunmaktadır. Bunlar  iklin-D1, D2 ve 

D3 d r. Farklı   crelerde farklı  iklin-D alt tipi ekspresyon gösterir. Ço u   crede 

ekspresyon gösteren alt tip ise  iklin-D3 d r (Giacinti ve Giordano 2006). Siklin-E 

iki farklı alt tipe sahip olup bunlar Siklin-E1 ve Siklin- E  dir. Bu iki alt tip insan 

t mör dokularında ve fare dokularında beraber ekspresyon göstermektedir (Geng ve 

ark. 2001).  

 

Mitotik siklinler olarak adlandırılan  iklin-A ve Siklin-B,   cre döng s nde 

S/G2 M fazlarının geçişlerinden sorumludur.  iklin A nın alt tipi olan  iklin A  

mayoz s recinde ve erken embriyogenez s recinde eksprese edilirken, di er bir alt 

tipi olan Siklin-A  somatik   crelerin proliferasyonu esnasında eksprese 

edilmektedir. Siklin-B  mitoz böl nme s recinde Golgi nin yeniden 

şekillendirilmesinde görev alırken;  iklin B  ise   cre döng s n n G  M geçişinde 

aktif rol almaktadır (Jackman ve ark. 1995).  

 

D-tipi siklinler kısa s reli sentezlenen proteinlerdir ve mitojenik sinyalin t r ne 

göre G1 fazında Cdk  veya Cdk  ile kompleks oluştururlar (Hitomi ve Stacey 
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1999).  iklin D Cdk aktivitesi mitojenik böl nmede ilk olarak gör lmektedir. 

Siklin E protein seviyesi ise G1   fazı geçişinde artış göstermektedir. Bu de işimi   

fazında artışı ile  iklin A izlemektedir. Bu fazda Cdk1 sadece Siklin-A  ile 

kompleks oluşturabilirken; Cdk  hem Siklin-A hem de Siklin-E ile kompleks 

oluşturabilir (Hochegger ve ark. 2008, Lim ve Kaldis 2013). G2 den M fazına  

geçişte ise  iklin-B protein seviyesi de artar ve Cdk1 Siklin-A dan ayrılıp  iklin-

B ye ba lanır.  iklin proteinlerinin ve siklin ba ımlı kinazların seviyelerindeki bu 

dalgalanma   cre döng s n n devamlılı ını sa lamaktadır.  

 

Erken-orta dönem G1 fazında oluşan  iklin-D1/cdk4 veya Siklin-D1/cdk6 

kompleksinin ve G1 fazının geç döneminde oluşan  iklin-E/cdk2 kompleksleri 

tarafından   cre döng s n n d zenlenmesinin en önemli mekanizmalarından biri 

Retinoblastoma proteininin fosforilasyonudur (Şekil  .2). 

 

Şekil 2.2.  Rb/E2F yola ı. H cre döng s nde görev alan Cdk -pRb-  F yola ının şematik 

gösterilmesi 
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2.2.2. Retinoblastoma Protein Ailesi 

Retinoblastoma Protein (pRb) ailesi Rb/p105, Rb  p 3  ve p  7 olmak  zere  ç 

proteinden oluşmaktadır. Rb/p105 insan kromozomunda 13q14 lokalizasyonunda 

bulunurken, Rb2/p130 alt tipi 16p12.2 ve  p107 alt tipi ise 20q11.2 

lokalizasyonunda bulunmaktadır (Baldi ve ark. 1996). İnsan neoplazmlarında, 

Rb/p105, Rb2/p130 mutasyonlarına sıklıkla rastlanmakla beraber p107 

mutasyonlarına çok nadir olarak rastlanır (Ichimura ve ark. 2000). Retinoblastoma 

aile  yeleri b y k oranda  omoloji gösteren bölgelere sahiptir. Rb2/p130 ve p107 

alt tipleri %   benzerlik gösterirken; Rb p    ile %3 -3  oranında benzerlik 

gösterirler. 

 

Retinoblastoma aile  yeleri   cre döng s  boyunca protein-protein etkileşimleri 

sonucu “pocket domain” isimli bölgesinden spesifik konformasyonel de işimlere 

u ramaktadır (Paggi ve ark. 1996). “Pocket domain” bölgesi yapısal olarak 

fonksiyonel iki bölgeden ve bu iki bölge arasındaki bir ayırıcı bölgeden 

oluşmaktadır. Fonksiyonel olan bu iki bölge, “X”  er angi bir aminoasit olmak 

 zere, yapısında LXCXE aminoasit motifi içeren proteinlere ba lanmaktadır. 

LXCX  motifi içeren proteinlerin başında D-tipi siklinler, histon deasetilazlar 

(HDAC) ve bazı DNA t mör vir slerinin sentezledi i onkoproteinler 

bulunmaktadır (Weinberg 1995, Lee ve ark. 1998). 

  

Retinoblastoma aile  yeleri içinde   cre döng s n n kontrol nde en önemli rol  

pRB (p105) oynar. pRB   cre döng s n n G  fazından başlayarak kademeli olarak 

fosforilasyona u rar ve bu fosforilasyonlar döng  boyunca devam eder. Bu 

fosforilasyonlar,  pRB nin fonksiyonel olarak inaktivasyonuna neden olur. H cre 

döng s  sırasında gözlenen pRB fosforilasyonlarından primer olarak  siklinler 

tarafından aktive edilen “siklin-ba ımlı kinazlar” sorumludur. G1 fazının erken 

döneminde D-tipi siklinler, pRB nin iki aktif bölgesine  LXCX  motifleri aracılı ı 

ile ba lanırlar ve bu sayede kendilerine ba lı cdk  veya cdk  yı da pRB proteinine 

taşırlar ve böylece  cdk4 ve cdk6   Rb/p105 ve Rb2/p130  fosforilasyonu yapar 

(Dowdy ve ark. 1993). Siklin-D/cdk4/6  kompleksi ile karboksil terminal ucundan 

fosforilasyona u rayan pRb, konformasyonel de işime u ramakta ve bunun sonucu 
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olarak da  LXCX  motifi ile kendine ba lanan HDAC enzimleri  pRB den 

ayrılmaktadır.  G1 fazının orta-geç döneminde ise Siklin-E ve Siklin-A, cdk2 ile 

kompleks oluştururlar (De Luca ve ark. 1997). HDAC enzimlerinin pRB den 

ayrılması pRb deki fonksiyonel iki bölgesinin  iklin-E/cdk2 veya Siklin-A/cdk2 

aracılı ıyla fosforilasyonunun ön n  açmaktadır. Siklin-E/cdk2 ve Siklin-A/cdk2-

aracılı fosforilasyonun ardından E2F  yeleri pRB proteininden ayrılır.  

 

2.2.3. E2F Protein Ailesi  

E2F tranksripsiyon faktör ailesi   cre döng s  ve apoptozisde  görev alan bir 

protein ailesidir.  98  li yılların başında adenoviral    geni promotorunun 

tanımlanması ile   F ailesi  zerindeki tanımlama çalışmaları başlamıştır (Kovesdi 

ve ark. 1986). Bu tanımlanan faktör da a sonra klonlanıp   F  adını almıştır 

(Hazar-Rethinam ve ark. 2011). Ardından,    F grubuna  ye olan ve  zerinde en 

çok çalışılan E2F1 in kanser   crelerinde pRB ile etkileşimde oldu u gösterilmiştir 

(Bandara ve La Thangue 1991, Kaelin ve ark. 1992).  onraki yıllarda   F  in 

n kleotit dizisinin prob olarak kullanımı ile bu aileye ait  yedi  ye da a klonlanmış 

ve t m   F  yelerinden t retilen 10 adet protein  isoformu saptanmıştır (Polager ve 

Ginsberg 2008). Bu aile  yeleri içerdikleri yapısal farklılıklar nedeniyle tipik/atipik 

olarak ayrılsa da;   F aile  yelerinin en mantıklı  gruplandırılması transkripsiyon 

s recinde gösterdikleri aktiviteye göre yapılmıştır. Buna göre,   F ailesi  ç ana 

grupta incelenmektedir: Aktivatör   F aile  yeleri (E2F1, E2F2, E2F3a), Repressör 

  F aile  yeleri (E2F3b, E2F4, E2F5) ve İn ibitör   F aile  yeleri (E2F6, E2F7a, 

E2F7b, E2F8, (Şekil  .3). 
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Şekil 2.3. E2F protein aile  yeleri. Aile  yeleri transkripsiyonel etkilerine göre 

gruplandırılmaktadırlar. Akt ivatör   F  yeleri, E2F hedef genlerin aktivasyonunu 

arttırırken; Represör   F  yeleri  edef genlerin ekspresyonunu baskılamaktadırlar. 

İn ibitör özellikteki   F  yeleri ise aktivatör ve represör   F  yeleri ile  yarışarak DNA 

ba lanırlar ve d i er  yelerin görev yapmalarını engellemektedirler (Ertosun ve ark. 

2016).  

  

  F aile  yeleri arasında  em yapısal  em de fonksiyonel açıdan farklılıklar vardır. 

  F ,   F  ve   F3a transkripsiyonel aktivatör olarak  görev yapıp pRB/p105 

tarafından in ibe edilirken, E2F3b, E2F4 ve E2F5 transkripsiyonel repressör görevi 

gör p Rb2/p130 ve p107 tarafından in ibe edilirler (Gaubatz ve ark. 2000). E2F6, 

Polycomb proteinleri ile etkileşime girip ba landıkları promotorlarda DNA 

metilasyonuna sebep olarak transkripsiyonu baskılarlar (Morkel ve ark. 1997, Di 

Stefano ve ark. 2003). E2F7 ve E2F8 ise spesifik olarak bazı promotor bölgelere 

ba lanarak transkripsiyonu baskılamaktadır (Di Stefano ve ark. 2003). 

 

  F ,   F ,   F3a transkripsiyon faktörlerinin ekspresyonu   cre döng s n n 

G1   geç fazında maksimum seviyeye ulaşır ve   crenin s klusa girmesini ve DNA 

sentezi için gerekli olan genlerin transkripsiyonunu ind kleyerek   crenin siklusa 
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girmesini sa lar (Cam ve Dynlacht 2003, DeGregori ve Johnson 2006).  E2F3b, 

E2F4 ve E2F5   cre döng s n n  er evresinde bazal d zeyde sentezlenirler. 

Bunlar,   cre döng s n n G0 ve erken G1 fazında p  7, Rb2/p130 ve HDAC 

enzimleri ile nukleusta kompleks oluşturup   cre döng s n n S fazında gerekli 

olan genlerin transkripsiyonlarını baskılarlar. (Takahashi ve ark. 2000, Attwooll ve 

ark. 2004, Dimova ve Dyson 2005). E2F6, E2F7a, E2F7b, E2F8 transkripsiyon 

faktörleri ise rekabetci bir şekilde di er   F  yeleri ile yarışarak onların 

 edeflerine ba lanmalarını engellerler. Böylece, hem aktivatör hem de represör 

  F lerin işlevlerini durdururlar (Iaquinta ve Lees 2007). 

 

E2F  yeleri transkripsiyonunu ind kledikleri hedef genlerin promotoruna 

ba lanabilmek için Dimerizasyon Partneri (DP) isimli proteinler ile kompleks 

oluşturmak zorundadır.(Helin ve ark. 1993).   F7  ariç bu aile  yeleri genel olarak 

DP1 veya DP2 ile dimer oluştururlar. E2F7a ve E2F7b alt tipleri ise DP-ba ımsız 

olarak da hedef DNA ya ba lanabilmektedir (Ormondroyd ve ark. 1995). 

 

2.2.3.1.E2F1 Proteini 

E2F1 proteini 437 amino asitten meydana gelir. 20. kromozomun uzun kolunun 

  .  bölgesinde yer alan yedi ekzona sa ip   F  geni tarafından kodlanan E2F1 

proteini omurgalı canlılar arasında ortalama %90 oranında  omoloji göstermektedir 

(Şekil  . .). Di er   F ailesi  yeleri gibi maksimum protein seviyesine G1   geç 

fazında erişen E2F1,   crenin DNA sentezleyebilmesi için gerekli genlerin 

transkripsiyonunu sa lamaktadır. (Chen ve ark. 2009). Bu nedenle   cre 

döng s n n sentez fazına girmesindeki en önemli proteinlerden biri olarak kabul 

edilir. 

 

  F  in fonksiyonu Retinoblastoma proteini ile ilişkilidir (Dyson 1998). E2F1, 

pRB ile heterodimer oluşturdu unda hedef genlerinin promotoruna 

ba lanamayaca ından söz konusu genlerin transkripsiyonunu ind kleyemez  (Helin 

ve ark. 1993). H cre döng s n n G  fazında E2F1, Siklin-ba ımlı kinazlar 

tarafından pRB nin fosforillenmesi sonucu serbest kalır ve ardından DP1/2 ile 

heterodimer oluşturup hedef genlerin promotor bölgelerine ba lanıp bu genlerin  
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transkripsiyonunu  ind kler (La Thangue 1994). E2F1 hedefi olan genlerin 

promotorunda bulunan ve   F  in ba landı ı konsensus dizi TTTSSCGCS dir. “ ” 

 arfi burada sitozin veya guanin n kleotidinden  er angi birisini temsil eder (van 

der Watt ve ark. 2011). E2F1-aracılı transkripsiyonel ind ksiyona u rayan genlerin 

en bilinenleri,   cre döng s nde görev alan CDC2, CDC25A, Siklin D1 ve Siklin 

E  ile DNA replikasyonu ve veya DNA tamirinde görevleri olan Dihidrofolat 

Red ktaz (DHFR), DNA polimeraz alfa, Replikasyon Faktör 3 (RFC3) ve RAD52 

dir.(Slansky ve ark. 1993, DeGregori ve ark. 1995, Ohtani ve ark. 1995, Inoshita ve 

ark. 1999, Stanelle ve ark. 2002, Bracken ve ark. 2004). 
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Şekil 2.4. Canlılar arasında E2F1 protein dizisinin karşılaştırılması  

H cre döng s nde G1/S fazında görevli oldu u gibi   F ,   cre döng s n n 

duraksamasında da önemli bir role sa iptir. B y me faktörlerinin olmadı ı ve E2F1 

ekspresyonunun y ksek oldu u  durumlarda   F , döng n n durmasına sebep 

olabilmektedir  (Qin ve ark. 1994, Shan ve Lee 1994). Buna ek olarak, b y me 

faktörlerinin ortamdan uzaklaşması durumunda  Ras yola ı da aktive olabilmekte 

ve aktifleşen Ras da bilinmeyen bir mekanizma ile   F  aktivasyonu yaparak   cre 

döng s  duraksamasına yol açmaktadır (Muller ve ark. 2001).  Bunun yanı sıra 

E2F1 apoptozis s recinde de önemli görevler  stlenir (Şekil  .5). E2F1-aracılı 
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apoptozis ind ksiyonu   F  in p 3 miktarını arttırması ile açıklanmıştır  (Wu ve 

Levine 1994). Bunun en b y k ispatı ise p 3 yoklu unda veya   creye mutant p53 

verildi inde   F - aracılı gelişen apoptozisin kısıtlanmış olmasıdır (Qin ve ark. 

1994, Shan ve Lee 1994). Bug n kabul gören teoriye göre E2F1, ARF proteininin 

ekspresyonunu ind kleyerek  MDM-  baskılanmasına neden olur (Sherr 1998). 

ARF ile ba lanan MDM-2, p53 ile ba lanamadı ından p 3  n  bik tinasyon 

sonucu parçalanması engellenir. E2F1, ARF in olmadı ı durumlarda başka bir yol 

 zerinden de p53 aktivasyonuna neden olmaktadır (Lindstrom ve Wiman 2003). 

ARF-ba ımlı veya ba ımsız aktive olan p 3, pro-apoptotik proteinler olan  Bax, 

Puma ve Noxa ind ksiyonu yaparak  apoptozisin gerçekleşmesine neden olur 

(Schuler ve Green 2001). Buna ek olarak   F , p 3  n fosforilasyonunu 

gerçekleştirip aktive olmasını sa layan ATM (ataxia telangiectaisa mutated) ve 

Chk2 (checkpoint kinase 2) genlerinin  ekspresyonunu da ind kler (Berkovich ve 

Ginsberg 2003, Rogoff ve ark. 2004)  E2F1, p53 stabilizasyonuna ek olarak p 3  n 

pro-apoptotik kofaktörleri olan A PP  2 (Apoptosis Stimulating Protein of p53) 

genlerinin de ekspresyonunu ind kleyerek p 3-ba ımlı apoptozis e sebep  

olabilmektedir (Chen ve ark. 2005, Fogal ve ark. 2005). 

 

E2F1 in p 3  zerine olan etkisinin yanında  p53 de   F  in fonksiyonunu kontrol 

eder. Bu kontrol; p21-Cdk4-Rb yola ı  zerinden   F  proteininin DP-1 proteiniyle 

oluşturdu u  eterodimer yapılarının engellenmesi sonucu gerçekleşmektedir. Bu 

geri besleme, p 3 seviyesinin kontrol  için kullanılan yolaklardan biridir 

(Wikonkal ve ark. 2003).   E2F1, p53 den ba ımsız  olarak da apoptozise neden 

olabilmektedir. Bu yolaklardan biri  E2F1-aracılı gerçekleşen pro-apoptotik p73 ve 

Apaf-1 genlerinin ekspresyonunun ind klenmesidir (Irwin ve ark. 2000, Moroni ve 

ark. 2001). Ayrıca, E2F1, anti-apoptotik Mcl-  in transkripsiyon  faktör  olan NF-

kB nin ekspresyonunu baskılayarak apoptozis ind ksiyonuna katkı yapmaktadır 

(Ma ve ark. 2002, Stanelle ve Putzer 2006).  T m bunların yanında   F  pro-

apoptotik Sitokrom-c ve Apoptosis-Inducing Factor (AIF) ekspresyonunu 

baskılayıp Bcl-  ekspresyonunu ind kleyerek   crede apoptososin in ibe 

edilmesine de sebep olabilmektedir.  (Susin ve ark. 1999, Ma ve ark. 2002, Carthy 

ve ark. 2003).  
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Şekil 2.5. E2F1 proteininin apoptotik ve proliferatif s reçteki hedef molek ller. E2F1 

transkripsiyon faktör n n   cre döng s ndeki, proliferasyondaki ve apoptotik s reçteki 

 edef proteinlerin şematik gösterimi (Ertosun ve ark. 2016). 

 

2.3. pRb/E2F1 yola ının biyolojik ve patolojik fonksiyonları 

2.3.1.  Embriyolojik Gelişim S recindeki Etkileri 

Çok   creli bir organizmanın embriyo döneminden yetişkin döneme kadar başarılı 

bir şekilde gelişimi için   cre proliferasyonunun, dön ş m n n ve apoptozisin 

belirli bir d zende ilerlemesi gerekmektedir.   F ,   em   cre döng s n n 

başlamasında  em de gerekti inde apoptozisin ind klenmesinde  görev yaptı ı için 

embriyonik gelişim s recinde de gözlenen bu iki farklı  s recin kontrol edilmesinde 

önemli rol oynar (Tsai ve ark. 2008). E2F1, embriyonik gelişim s recinde de 

döng n n   fazının gerçekleşmesi için şart oldu undan   F  geninde meydan 
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gelen ve   F  in fonksiyonunu engelleyen mutasyonlar  embriyonun midblastula 

evresine geçişinde duraksamaya neden olmakta ve embriyonik gelişim bozuklukları 

meydana gelmektedir (Duronio ve ark. 1995, Tsai ve ark. 1998). (Tanaka ve ark. 

2003, Sun ve ark. 2006). Daha da önemlisi,  E2F1 fonksiyonunun bozulması  

embriyo asimetrisine de neden olmaktadır (Page ve ark. 2001). Yani, E2F1  erken 

embriyonik s reçte ventral ve posterior   crelerin kaderini belirleyerek embriyonik 

s recin simetrik ilerlemesi konusunda da etki yapmaktadır (Suzuki ve Hemmati-

Brivanlou 2000). 

 

E2F1 proteini, embriyonik gelişim s recinin erken dönemlerinde etkin oldu u gibi 

organogenez s recinde özellikle nöral önc l   crelerin proliferasyonunda,  bunların 

olgun nöron   crelerine farklılaşmasında (Campbell ve ark. 2011, Mohan ve ark. 

2012, Rovani ve ark. 2012, Kusek ve ark. 2001), nöron   crelerinin migrasyonunda 

ve neokorteks in gelişiminde de önemli rol oynar (Li ve DiCicco-Bloom 2004, 

Verheyde ve ark. 2006, Andrusiak  ve ark. 2011, Minamide ve ark. 2014).  Sinir 

  crelerinin gelişimi ve migrasyonunun yanı sıra E2F1 sinir sistemi ile do rudan 

ilişkisi bulunan duyu sistemlerinin gelişiminde de önemli görevler  stlenmektedir; 

ç nk , E2F1 fonksiyonundaki bozukluk göz n retina bölgesinde patolojilere neden 

olmaktadır (Mongan ve ark. 2011). Buna ek olarak,  E2F1  sinir uçları içeren 

kula ın iç kısmındaki siliyer (t ys ) yapıların gelişiminde, (Rocha-Sanchez ve 

Beisel 2007),  dermisde  epidermal yapıların formasyonu ve tabakalaşmasında  

(Chang ve ark. 2004, Ivanova ve ark. 2005), dama ın simetrik gelişiminde 

(Amasaki ve ark. 2003), diş ve diş epitelinin farklılaşmasında önemli görevler 

 stlenerek duyu ve sindirim sistemi organogenezisinde  görev almaktadır 

(Andreeva ve ark. 2012, Zhang ve ark. 2012). E2F1, di er sistemlerde oldu u gibi 

gerek intra-uterin döneminde gerekse ondan sonraki s reçte organizma 

b t nl   n  oluşturarak koruyan kas ve iskelet sisteminin embriyolojik gelişiminde 

de önemli görevlere sa iptir.  FGF mutasyonları sonucu   F  ekspresyonunun 

de işmesi  ile kıkırdak ve kemik yapısında patolojik de işimler meydana 

gelmektedir (Dailey ve ark. 2003). E2F1, aynı zamanda kemik ve kıkırdak 

yapılarının b t nl   n  sa layan kas dokusunun myogenez s recinde pRB ve p   

ile birlikte etkilidir (Jiang ve ark. 2000). 
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2.3.2.  Enerji Metabolizması Üzerindeki Etkileri 

 mbriyonik s reçten itibaren   creler için gerekli olan enerjinin sa lanması 

amacıyla devamlılık gösteren   cre içi enerji metabolizmasında pRb   F  yola ı 

aktif rol oynamaktadır. H cre içi enerji kayna ı olarak kullanılan lipidlerin 

metabolizmasında   F  d zenleyici bir rol  stlenmektedir (Fajas ve ark. 2002, 

Dali-Youcef ve ark. 2007). E2F1, kendisi de bir transkripsiyon faktör  olan PPAR  

aracılı ıyla adipogenezi d zenlemektedir (Şekil  .6). E2F1-aracılı PPAR  

ind ksiyonu,  klonal adiposit oluşum s resi boyunca gerçekleşmektedir (Fajas ve 

ark. 2002). Di er yandan,  E2F1  ya  dokusunda bulunan mitokondriyel aktiviteyi, 

dolayısıyla enerji  retimini de  artırmaktadır (Dali-Youcef ve ark. 2007). Bunlara 

ek olarak E2F1, lipid metabolizmasının baş aktör  olan  R BP ( terol Regulatory 

Element-Binding Protein) geninin ind ksiyonunu da sa lamaktadır (Takahashi ve 

ark. 2012). 

  

E2F1 geninin ekspresyonunun engellenmesiyle, diyet aracılı ıyla gelişen obezite 

önlenmekte; bununla birlikte pankreas -  crelerinin fonksiyonunun bozulması 

sonucu yetersiz ins lin salınımı meydana gelmektedir (Fajas ve ark. 2004). İns lin 

salınımında önemli görevi olan Kir6.2 geninin ekspresyonunun E2F1 ba ımlı 

olması pankreas -  crelerinde ins lin sentezi ve salınımı s recinde   F  in  

gerekli oldu unu göstermektedir (Blanchet ve ark. 2009). Buna ek olarak E2F1, F-

tipi PFK2 ind ksiyonunu  sa layarak glikoliz s recinde de rol almaktadır (Darville 

ve ark. 1995). Glukoz metabolizmasının   F  tarafından d zenlenmesinin 

yollarından biri de, aynı zamanda besin sensör  olarak görevli de idrojenaz kinaz   

(PDK ) proteininin aktivasyonu ile glukoz metabolizmasını baskılanmasıdır (Hsieh 

ve ark. 2008). 

 

  F  proteini Atp g , Cox a, Nudf c gibi mitokondriyal solunum zincirinde görev 

alan proteinlerin ekspresyonunu baskılayarak bazal şartlarda mitokondriyal 

oksidatif fonksiyonu baskılamaktadır (Blanchet ve ark. 2011). B t n bu bilgiler 

ışı ında E2F1, lipid metabolizmasını, oksidatif fosforilasyonu  ve glikolitik yola ı 
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d zenleyerek enerji metabolizmasının d zenlenmesinde önemli görevler almaktadır 

(Şekil  . ). 

Şekil 2.6.  E2F1 proteininin enerji metabolizması  zerindeki etkileri.  nerji eldesi s recinde 

kullanılan yolaklarda bulunan   F  transkripsiyon faktör n n  edef molek lleri. (PDK: 

Piruvat De idrogenaz Kinaz; PFK : Fosfofruktokinaz  ;  DHFR: Di idrofo lat Red ktaz;  

TS: Timdilat  entetaz; TK: Timidilat Kinaz;  R BP:  terol Reg latuar  lement -

Ba layıcı Protein; PPAR: Peroksizom Proliferator-Akt ive Reseptör; Cox a:  itokrom C 

Oksidaz  a A lt nitesi; Ucp: Mitokondriyal Uncoupling Protein; PGC-1: Peroksizom 

Gamma Ko-aktiv itör; Pdk : Piruvat De idrogenaz Kinaz İsozim  ) 

2.3.3.  Anjiogenez S recindeki Etkileri 

Anjiogenez, yeni kan damarlarının oluşması anlamına gelir.  mbriyonik s reçte 

fizyolojik olarak gör len anjiogenez, kanser ve kanser metastazı gibi patolojik 

durumlarda da karşımıza çıkmaktadır. 

 

E2F1, anjiogenez s recinde oldukça önemli görevlere sahiptir. E2F1 aktivitesinin  

baskılandı ı durumlarda endotel   cre proliferasyonu dolayısıyla anjiogenez 

artmaktadır (Qin ve ark. 2006). E2F1, Vask ler  ndotelyal B y me Faktör  

(V GF) salınımını  ipoksik şartlarda baskılar ve bunu p53 aracılı ıyla yapar. 

  F  p 3 ortaklı ı V GF protein seviyesinde azalmaya neden olsa da di er 

anjiogenik faktörlerin baskılanmasına ve de protein seviyelerinde herhangi bir 

de işime neden olmamaktadır (Teodoro ve ark. 2007, Berger ve ark. 2010). Bunun 

yanı sıra E2F1, p53 den ba ımsız olarak da V GF sentezini baskılayabilmektedir. 
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Bunu yaparken,  E2F1 bir splicing proteini (Serin/Arjinin-zengin splicing proteini-

SR protein) kodlayan SC35 transkripsiyonunu ind klemektedir.  SC35,  pro-VEGF 

proteininden anti-anjiogenik özellik gösteren V GF   b formunun oluşumunu 

arttırken anjiogenik V GF   a formunun miktarını azaltmaktadır (Merdzhanova 

ve ark. 2010). V GF in yanı sıra, V GF reseptörleri olan FLT1 (VEGFR1) ve 

KDR (VEGFR2) da E2F1 hedefi  genlerdir ve E2F1 her iki genin de 

transkripsiyonunu ind kler (Pillai ve ark. 2010).  onuç olarak   F , anjiogenik 

VEGF165a  oluşumunu baskılarken bu ligantın reseptörlerinin ekspresyonunu 

ind kleyerek anjiogenez s recini do rudan etkilemektedir.  

 

2.3.4.  Kanser ve Metastaz S recindeki Etkileri 

Kanser ve kanser s recinde karşılaştı ımız metastazlar insanlı ın son yıllarda başa 

çıkmaya çalıştı ı en önemli sa lık sorunlarından biridir. Bu nedenle, kanserleşme 

s recinde rol alan  edef genlerin belirlenmesine yönelik pek çok çalışma 

yapılmıştır. Bu çalışmalar sonucunda,   F  in kanser gelişiminde rol oynadı ına 

yönelik bir izlenim oluşmuştur (Şekil  .7). Örne in kadınlarda en sık gör len 

kanser t r  olan meme kanserinde   F  transkripsiyon faktör n n ekspresyon 

artışı meydana gelmektedir ve bu artış meme kanserinin metastaz s recinde de rol 

oynamaktadır (Thomassen ve ark. 2008). Meme kanserinin yanı sıra, kolorektal 

kanserler ve melanoma metastazlarında da,   F  genini de barındıran   q   

bölgesinin amplifikasyonu gözlenmektedir (Iwamoto ve ark. 2004, Nelson ve ark. 

2006). 
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Şekil 2.7.  E2F1 proteininin doku ve kanser t rlerindeki ekspresyon oranları. E2F1 

transkripsiyon faktör n n de işik dokularda ve bu dokulardan köken alan kanserlerdeki 

protein ekspresyon d zeyi ( ttp:  www.proteinatlas.org  N G           -

E2F1/cancer). 

 

  F  in metastaz s recinde rol oynadı ına dair göstergelerden bir di eri ise, 

kolorektal kanserlerde metastatik dokuda primer t mör bölgesine oranla da a 

y ksek E2F1 ekspresyonu oldu unun belirlenmesi olmuştur (Banerjee ve ark. 2000, 

Enders 2004, Blanchet ve ark. 2009). Metastatik odaklarda artış gösteren   F  

ekspresyonu, metastatik bölgede Timidilat  Sentaz ekspresyonundaki artışı da 

beraberinde getirmektedir (Banerjee ve ark. 1998, Banerjee ve ark. 2000) (Şekil 

2.8). Timidilat  entaz n kleotid sentezinde görev alan enzimdir. Bu enzimin artışı, 

n kleotid sentezini arttırmak suretiyle   crenin proliferasyon kapasitesini 

arttırmaktadır. Proliferasyon kapasitesi artan t mör dokusu, da a agresif bir şekilde 

b y r. Bu bilgileri do rular biçimde; metastazın oluşumuna neden oldu u bilinen 

  F  ve  edef geni olan  kp , karsinomalarda ve gastrik yerleşimli t mörlerde 

nod l metastazı göstergesi olarak da karşımıza çıkmaktadır ve klinik olarak ileri 

evre göstergesidir (Yasui ve ark. 1999, Salon ve ark. 2007). 
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E2F1, invazyona ve metastatik kapasite artışına olan katkısını transkripsiyonunu 

kontrol etti i matriks metalloproteazlar aracılı ıyla da sa lamaktadır (Zhang ve ark. 

2000, Stanelle ve ark. 2002). Özellikle MMP9, MMP   ve MMP   ekspresyon 

artışına neden oldu u bilinmekle beraber, ayrıca 23 adet matriks metalloproteazın 

promoter bölgesinde   F  ba lanma bölgesi gösterilmiştir (Johnson ve ark. 2012) 

(Şekil  .8).  

 

 

Şekil 2.8. E2F1 proteininin h cre invazyonu ve metastatik s reç  zerine etkileri. E2F1 

transkripsiyon faktör n n   cre invazyonu ve kanser metastazı s recinde etkiledi i 

 edef molek ller. (MMP: Matriks MetalloProteinaz; V GF: Vask ler  ndot elyal 

B y me Faktör ; FGFR: Fibroblast B y me Faktör Reseptör ; PDGFR: Platelet ilişkili 

B y me Faktör Reseptör ; MT G: Metallot ionein-1G) 

 

Kanserin oluşumu ve metastatik s reçte görev alan   F  aynı zamanda kanser 

tedavisinde kullanılan anti-kanser ilaçların klinik etkisinde de rol oynamaktadır. 

Cdk    F  yola ı in vitro ve in vivo koşullarda Sisplatin sitotoksisitesini 

etkilemektedir (Yu ve ark. 2007). Mide kanserlerinde ve glioma gibi sinir sistemi 

solid t mörlerinde E2F1 proteininin ekspresyon artışı sisplatin tedavisine direnç 

oluşturmaktadır (Chen ve ark. 2014, Yan ve ark. 2014).  
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Bu bilgiler pRB   F  yola ının kanser oluşumunda ve metastatik s reçte oldukça 

önemli bir rol  oldu unu göstermektedir (Chen ve ark. 2009).  

 

2.4.  E2F1 Transkripsiyon Faktör n n Post-Translasyonel Modifikasyonları 

E2F1 proteininin post-translasyonel modifikasyonlara u rayabilece i,  989 yılında 

  F  fosforilasyonunun gösterilmesi ile fark edilmiştir (Bagchi ve ark. 1989). Bu 

çalışmada gösterilen fosforilasyon   F1 transkripsiyon faktör n n DNA ba lanma 

aktivitesini do rudan etkiledi i için,   F  in aktivitesinin kontrol n n sadece Rb 

sistemi tarafından de il post-translasyonel modifikasyonlarla da kontrol 

edilebilece ini d ş nd rm ş ve bu konuda birçok çalışma yapılmıştır.   F  post-

translasyonel modifikasyonları, fosforilasyon, asetilasyon, metilasyon, 

NEDDilasyon ve Poli(ADP-Ribozil)asyonu olarak gruplandırılabilir (Şekil  .9). 

 

Şekil 2.9.  E2F1 proteininin post-translasyonel modifikasyonları.   F  transkripsiyon faktör  

bulundurdu u motifler aracılı ıyla fosforillenebilmekte, asetillenebilmekte ve 

met ilasyona u rayabilmektedir.(NL : N kleer Lokalizasyon  inyali, CyA:  iklin A 

Ba lama Bölgesi, Rb: pRb Ba lama Bölgesi) (Ertosun ve ark. 2016) 

2.4.1. E2F1 Transkripsiyon Faktör n n Fosforilasyonu 

E2F1 in post-translasyonel modifikasyonlarından biri siklin-A/cdk2 kompleksi 

tarafından fosforile edilmesidir. Bu fosforilasyon, E2F1 in  DNA ya ba lanma 

kapasitesini azaltmaktadır (Krek ve ark. 1995), zira  cdk  kinazın yoklu unda veya 
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aktivitesinin engellenmesi durumunda, E2F1 fosforilasyonunun azalmasının 

sonucu,   F  in DNA ba lanma aktivitesinde artış meydana gelmektedir (Li ve 

ark. 1997). Bu meydana gelen de işiklik nedeniyle   cre döng s n n normal 

işleyiş d zeni bozuldu undan   cre döng s  duraksama aşamasına geçmektedir.  

 

DNA  asarı sırasında aktive edilen ATM ve CHK , sırası ile,  E2F1 i  31. ve 364. 

pozisyonundaki Serin amino asitlerinden fosforile ederler. Her iki fosforilasyona 

u rayan   F ,   -3-3τ ile ba lanarak ubikutinizasyon-ba ımlı parçalanmadan 

kurtulur ve böylece   F  proteininin stabilizasyonu sa lanmış olur (Lin ve ark. 

2001, Stevens ve ark. 2003, Wang ve ark. 2004).  Stabilizasyonu sa lanmış olan 

E2F1, pro-apoptotik genlerin ekspresyon artışına neden olmak suretiyle   creyi 

apoptozise  yönlendirir (Stevens ve ark. 2003). Bu bilgilere ek olarak ATM ve 

Chk2 transkripsiyonel olarak   F  tarafından ind klenirler, dolayısyle sistem 

pozitif kontrol mekanizması ile kontrol edilmektedir (Berkovich ve Ginsberg 2003, 

Powers ve ark. 2004).  

 

  F  in  CHK2 tarafından fosforile edilen Ser364 rezid s  aynı zamanda 

MAPKAP-kinase  (MK ) tarafından da fosforile edilir (de Olano ve ark. 2012). Bu 

fosforilasyon, epirubicine gibi kemoterapötik ajanların kullanıldı ı durumlarda 

gözlenmektedir. MK  nin kendisi p38 tarafından fosforile edilerek aktive 

edildi inden p38-MK2-  F  yola ı bazı kemoterapiklere karşı direnç 

geliştirilmesinde  önemli bir role sahiptir. 

 

Post-translasyonel modifikasyonlar   F  in sadece stabilizasyonunu sa lamakla 

kalmaz, aynı zamanda di er proteinlerle olan etkileşimini de kontrol eder. 

Adenoviral enfeksiyon durumunda aktive olan  p34cdc2 enziminin E2F1 i  33  ve  

S337 pozisyonlarından fosforile etti i gösterilmiştir. Bu fosforilasyonlar   F  in 

pRB ile ba lanmasını engellerken adenoviral    proteini ile ba lanmasını 

ind klemektedir.    ile ba lanan   F  de adenovir s replikasyonu için gerekli 

olan E2A transkripsiyonunu ind klemektedir (Fagan ve ark. 1994).  
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  F  in  bazı bölgeleri spesifik kinazlar tarafından fosforile edilse de, bazı 

aminoasidler birden fazla kinaz tarafından fosforile edilebilir. Örne in, HeLa 

  crelerinde   F  in  er  3 ve T r 33 rezid lerinde  in vitro ortamda   cre 

döng s n n   fazında RNA polimeraz II transkripsiyon faktör  TFIIH tarafından 

fosforile edildi i gösterilmiştir (Vandel ve Kouzarides 1999). Aynı fosforilasyon 

bölgelerinin H K 93T   crelerinde in vitro ortamda Glikojen Sentaz Kinaz-3β 

(G K3β) tarafından da fosforile edildi i gösterilmiştir (Garcia-Alvarez ve ark. 

2007). Bahsedilen in vitro fosforilasyona neden olan iki kinaza ek olarak, in vivo 

şartlarda da aynı amino asitlerin p38 tarafından da fosforile edildi i gösterilmiştir 

(Ivanova ve ark. 2009). Bu fosforilasyon,   F  in n kleer transportunu ve 

degredasyonunu etkilemektedir. Buna ek olarak p38-aracılı fosforilasyonun 

keratinosit dön ş m ne de neden oldu u bilinmektedir. E2F1, p38 gibi, stres 

şartlarında aktive edilen JNK  tarafından da fosforile edilebilmektedir (Wang ve 

ark. 1999). Bu fosforilasyon,   F  DNA ba lanma etkinli ini d ş r rken, aslında 

JNK aktivitesinin kontrol n  de sa lar (Bashari ve ark. 2011). Benzer durum 

 er37  rezid s  için de geçerlidir. In vitro ortamda E2F1 Siklin-A ile kompleks 

 alindeyken, CDK  tarafından Ser37  rezid s nden fosforile edilir (Peeper ve ark. 

1995).  onraki yıllarda yapılan çalışmalarda aynı bölgenin başka bir  iklin-ba ımlı 

kinaz olan CDK8 tarafından da fosforile edildi i belirtilmiştir (Zhao ve ark. 2013). 

CDK8 tarafından gerçekleştirilen bu fosforilasyon   F  in transkripsiyonel 

aktivitesini etkilemektedir.  

 

2.4.2. E2F1 Transkripsiyon Faktör n n Asetilasyonu ve Metilasyonu 

  F  proteini translasyon sonrası fosforilasyona u radı ı gibi başka 

modifikasyonlara da u ramaktadır. Bu modifikasyonlardan biri de asetilasyondur. 

E2F1 proteini Lys  7, Lys    ve Lys    rezid lerinden asetilasyona u ramaktadır 

(Marzio ve ark. 2000). Bu asetilasyon p300/CREB-ba layan Protein (CBP) veya 

p300/CBP-ilişkili Faktör (P CAF) tarafından gerçekleştirilmektedir (Martinez-

Balbas ve ark. 2000, Marzio ve ark. 2000). P CAF içeri inde bulunan Adenozin 

Deaminaz 2 (ADA2) ba lama domaini aracılı ıyla   F  proteinine ba lanır 

(Martinez-Balbas ve ark. 2000). E2F1 in  in vitro veya in vivo asetilasyona 

u raması; konsensus   F DNA ba lama bölgesine olan ba lanma affinitesini 
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arttırır (Marzio ve ark. 2000). Buna ek olarak E2F1 in asetilasyonu, Activating 

Signal Cointegrator-2 (ASC- ) ile direkt etkileşime girmesini sa lamaktadır. Bir 

mitojenik transkripsiyon faktör ko-aktivatör  olan ASC-2 ile   F  in 

interaksiyonu,   crenin proliferasyonuna ve   cre siklusunun ilerlemesine neden 

olmaktadır (Kong ve ark. 2003).  

 

Bir asetiltransferaz olan tat- interacting protein 60 (Tip60) ise Sisplatin e maruz 

kalmış   crelerde   F  ni Lys    ve Lys    rezid lerinden asetilasyona u ratarak 

proteinin stabilizasyonunu sa lamaktadır (Van Den Broeck ve ark. 2012). Ayrıca 

Tip     F  kompleksi  RCC ‘in ( nzyme  xcision Repair Cross-Complementing 

Group 1) birikimini kontrol ederek Sisplatin muamelesi sonrası DNA tamirini 

kontrol altına almaktadır. Bilindi i  zere  RCC  Sisplatin maruziyeti sonrası  asar 

görm ş DNA nın tamiri ile do rudan ilişkili bir molek l olup platinum tedavisine  

dirençlilik sa lamaktadır (Miyamoto ve ark. 2008, Steffensen ve ark. 2009).  

 

E2F1, kendi deasetilasyonunu destekleyerek asetillenmesini kontrol altına 

alabilmektedir. Bunun için bir deasetilaz olan Sirtuin 1 (SIRT1) ekspresyonunu 

arttırarak asetilasyon  zerinde negatif geri besleme oluşturmaktadır (Pediconi ve 

ark. 2009). Bu negatif besleme mekanizması  IRT   zerinden engellendi inde 

p53-negatif kanser   crelerinin DNA  asarına ba lı   cre öl m nde artış oldu u 

gör lmektedir.  Bu bilgileri do rulayıcı biçimde birçok ilaç dirençlili i bulunan 

kanser tiplerinde  IRT  ekspresyonunda artış oldu u bilinmektedir (Olmos ve ark. 

2011). Gör ld     zere kanserde ilaç dirençlili inin ön ne geçilmesinde;   F  in 

asetilasyonu ve SIRT1-aracılı deasetilasyonu mu temel  edeflerin başında 

gelmektedir. 

 

Di er bir post-translasyonel modifikasyon olan metilasyonun da E2F1 in  

fonksiyonunda önemli görevleri bulunmaktadır. Bir  iston H3 metiltransferaz olan 

 et9 tarafından Lys 8  rezid s  metillenmektedir (Kontaki ve Talianidis 2010). 

Metillenmiş   F , DNA ba lanma affinitesinde de işim göstermez iken; 

ubik tinlenme dolayısıyla degredasyona yatkınlık gösterir. Beklenebilece i  zere, 

  F  in Lizin- pesifik Demetilaz   (L D ) tarafından demetillenmesi de   F  in 
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stabilizasyonunu sa lamaktadır (Kontaki ve Talianidis 2010, Xie ve ark. 2011). 

 et9 un yanı sıra bir di er metil transferaz olan Protein Arjinin Metiltransferaz 5 

(PRMT ),   F  proteinini Arg    ve Arg   3 rezid lerinden tip   metilasyona 

u ratmaktadır. Bu metilasyon di er metilasyonlar gibi   F  in ubikuitinleşmesini 

arttırarak   F  in degredasyonuna neden olmaktadır. PRMT  in ibisyonu   F  

proteinin   cre içerisinde birikmesine yol açmaktadır. Bu birikim   F  

transkripsiyon faktör n n  edefi olan pro-apoptotik genlerin ekspresyonel artışına 

ve p53-ba ımsız apoptozisin ind klenmesine neden olmaktadır. PRMT  geni 

bulunmayan   creler ilaç-ba ımlı apoptoza yatkınlık gösterir. Aynı şekilde, 

PRMT  metilasyon bölgeleri mutant olan E2F1 in pro-apoptotoik genlerin 

ekspresyonunu da a fazla artırdı ı gözlenmiştir (Cho ve ark. 2012). 

 

2.4.3. E2F1 Transkripsiyon Faktör n n NEDDilasyonu 

NEDDilasyon; ubikutin-benzer bir protein olan NEDD8 (Neural Precursor Cell-

Expressed Developmentally Downregulated 8) ba lanması ile gerçekleşen bir 

modifikasyondur.   F  proteini N DD8 aracılı ıyla Lys 8  den N DDilasyona 

u ramaktadır. E2F1 NEDDilasyonu; aynı aminoasitte gerçekleşen metilasyona 

benzer bir biçimde; protein stabilizasyonunda ve transkripsiyonel aktivitede 

azalmaya yol açmaktadır (Loftus ve ark. 2012).  DNA  asarı olmadı ı durumlarda 

  F  in pro-apoptotik aktivitesini engelleyen NEDDilasyonun bu etkisi  DNA 

 asarı sonrası N DD8 in   NP8 ( entrin-cysteine protease 8) aracılı ıyla 

  F  den ayrılması ile son bulur.   NP8 tarafından gerçekleştirilen 

DeN DDilasyon,   F  in p73 gibi  edef genlerinin ekspresyonunu arttırabilmesini 

sa lar (Aoki ve ark. 2013). 

 

2.4.4. E2F1 Transkripsiyon Faktör n n Poli(ADP-Ribozil)asyonu 

Poli(ADP-riboz) Polimeraz 1 (PARP1), genomik stabilite ve kromatin yeniden 

d zenlenmesi (remodelling) için önemli bir n kleer enzimdir. PARP  enzimi,   F  

ile etkileşime girdi inde, ortamda b y me faktör n n varlı ına ve yoklu una ba lı 

olarak E2F1 in  fonksiyonunda farklı etkiler göstermektedir. Ortamda b y me 

faktör  oldu unda    F  in aktivitesi ind klenerek  G  M   cre siklusunda 

duraksamaya neden olurken; serumsuz ortamda E2F1-aracılı apoptozisi  
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arttırmaktadır (Kumari ve ark. 2015). Poli(ADP-ribozil)asyon a u rayan   F , 

n kleusta bir t mör baskılayıcı protein olup, pRb-ba ımsız   F  korepressör  gibi 

davranabilen BIN  ile etkileşime geçer. BIN  in   F  in ekspresyonuna neden 

oldu u genler arasında olması, bu modifikasyonun bir geri besleme mekanizması 

ile kontrol edildi ini göstermektedir. 

 

2.4.5. E2F1’in Post-translasyonel Modifikasyonlarının Birbiri ile olan 

Etkileşimleri 

Bu kadar farklı post-translansyonel modifikasyonun birbirinden ba ımsız  areket 

etmesi d ş n lemez. Nitekim,   F  in post-translasyonel modifikasyonlarının  

birbirleriyle etkileşim  alinde oldu u gösterilmiştir.      yılında   F  in Lys 8  

pozisyonundan metillenmesinin gösterilmesiyle post-translasyonel 

modifikasyonların birbiriyle olan ilişkisi de ortaya çıkmıştır (Kontaki ve Talianidis 

2010).   F  proteini, Lys 8  den  et9 tarafından metillenmesi sonucu N-terminal 

bölgesinden ubikuitinlenir ve degredasyona u rar. Ayrıca, metillenmiş   F , 

P/CAF ve  CHK  için da a zayıf bir substrat  aline gelir. Bu nedenle asetilasyon ve 

fosforilasyon engellenir. Bunun tersi olarak,   er3   den fosforillenmesi  et9-

aracılı asetilasyonlar için da a zayıf bir substrata dönmesine sebep olur ve  

metilasyonu gerçekleşemeyen   F  proteini degredasyondan korunur (Kontaki ve 

Talianidis 2010). 

 

DNA  asarı meydana geldi inde   cre  avuzunda bulunan metillenmiş   F , 

LSD1 demetilaz enzimi ile metillerinden kurtulur ve  fosforillenmesi/asetillenmesi 

için CHK  ve P CAF substratı  aline gelir. Fosforillenmiş asetillenmiş   F  

degredasyondan kurtuldu u için bu şartlarda döng n n durmasına veya apoptozis 

ind ksiyonuna sebep olur. 

 

2.4.6. E2F1 Transkripsiyon Faktör n n Ubikuitinasyonu 

Genel olarak,   F  degredasyondan pRB proteinine ba lanarak korunur ve yıkımı 

ubikuitin-proteazom sisteminde meydana gelir (Hateboer ve ark. 1996, Hofmann ve 

ark. 1996, Campanero ve Flemington 1997). Memeli   crelerinde   cre 

döng s n n   G  fazında  CF KP -ba ımlı  bik tinasyona ba lı olarak seviyesi 
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d ş r l r (Marti ve ark. 1999, del Pozo ve ark. 2002). In vitro ortamda ise ROC-

cullin ligaz,   F  in Skp2-ba ımsız ubikuitinlenmesinden sorumludur.   F  in 

Siklin-A / Cdk1 tarafından fosforilasyona u raması   F  proteininin 

ubikutinlenmesi  zerine  er angi bir etkiye sa ip de ildir (Ohta ve Xiong 2001). 

Di er bir  3 ubikuitin ligaz kompleksi olan APC/C (The Anaphase-Promoting 

Complex or Cyclosome) de E2F1 seviyesinin d zenlenmesinde etkilidir. APC/C, 

  F  in   cre döng s n n  geç   fazı boyunca stabilizasyonunu d zenlemektedir 

(Peart ve ark. 2010). H cre döng s  için bu kadar önemli olan ayrıca bir çok post-

translasyonel modifikasyona u rayan bir proteinin birden fazla  3 ligaz ile 

etkileşime girerek   cre içi seviyesinin sıkı kontrol altında tutulması, beklenilen bir 

durumdur. 

 

2.5. cAMP Aracılı Sinyal İletimi 

H cre içi ikincil mesajcı olarak tanımlanan ilk biyomolek l adenozin 3   -siklik 

monofosfat (siklik AMP) dır (Rall ve Sutherland 1958). cAMP, her canlı   crede 

bulunan ve Adenilat  iklaz tarafından ATP s bstrat alınarak oluşturulan bir 

molek ld r. cAMP do rudan   cre fonksiyonlarını kontrol edebilece i gibi   cre 

metabolizmasından   crede bulunan iyon kanallarının kontrol ne kadar birden 

fazla farklı etkiye sahiptir (Chin ve ark. 2002). cAMP yola ı; Jak  TAT yola ından 

ve Ca+2 aracılı sinyallerden sitokin cevabına kadar çok sayıda    cre içi sinyal 

iletimlerini kontrol etmektedir (David ve ark. 1996, Rogue ve ark. 1998). Aynı 

zamanda  RK aktivitesini olumsuz etkileyerek   cre proliferasyonuna negatif etki 

yapar (Cook ve McCormick 1993). Buna ek olarak olfaktör reseptörlerinde cAMP 

direkt olarak iyon kanallarını etkilemektedir (Biel 2009). cAMP nin ba lanarak 

aktive etti i iki   cresel  edefi vardır. Bunlardan biri  Guanin N kleotidi 

De iştirme Faktör  olan  PAC di eri ise  Protein Kinaz A (PKA) dır.  

 

2.5.1. Protein Kinaz A 

Protein Kinaz-A (PKA), intrasell ler cAMP nin efektör molek l  olarak görev alıp 

çok sayıda yola a etki eden bir enzimdir. PKA,   cre içi cAMP seviyesinin çok 

d ş k oldu u şartlarda tetramerik bir yapı içindedir. Bu tetramerik yapı iki katalitik 

ve iki reg latör alt  niteden oluşur. H cre içi cAMP miktarı y kseldi inde cAMP 
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reg latör alt  nitelere ba lanarak  katalitik alt  nitelerin serbest kalmasını sa lar. 

 erbest kalan katalitik alt  nite PDK  tarafından   7   zerinden fosforile 

edildikten sonra aktivite kazanır  ve yapısında RXXT veya RRXS konsensus dizisi 

bulunduran proteinleri Serin veya Treonin amino asitinden fosforile eder 

(Songyang ve ark. 1994, Ubersax ve Ferrell 2007). 

  

Reg latör alt  niteler kendi içinde dört farklı alt gruba ayrılmaktadır. Bunlar RI, 

RI , RII, RII  dır. Bu alt tipler farklı   cre t rlerinde farklı seviyelerde 

sentezlenmektedir (Cadd ve McKnight 1989). Kendi aralarında ufak farklılıkları 

bulunsa da genel olarak b t n reg latör altgrup elemanları aynı fonksiyona sa iptir 

(Taylor ve ark. 2008). Reg latör alt  nitesinde oldu u gibi katalitik alt  nite de 

kendi içinde alt gruplara ayrılmaktadır. Bu katalitik  nitenin alt grupları C, C  ve 

C dır. Bahsedilen katalitik alt grup elemanları fonksiyonel farklılık göstermektedir.  

Aynı   crede de işik uyaranlar ile meydana gelen cAMP ve sonrasındaki PKA 

aktivasyonu de işik fizyolojik cevaplar do urmaktadır (Steinberg ve Brunton 

2001). Bu fizyolojik cevapların çeşitlili i PKA nın sa ip oldu u de işik alt 

gruplardan kaynaklanaca ı gibi genel sinyalin aktarılmasında PKA ya yardımcı 

olan AKAP (PKA Anc oring Proteins) gibi proteinlerin çeşitlili inden de 

kaynaklanabilmektedir  (Smith ve ark. 2006, Beene ve Scott 2007). 

 

2.5.1.1.Protein Kinaz A’nın H cre Siklusundaki Etkileri 

H cre proliferasyonunda, birçok farklı   cre içi sinyal yola ı görev almaktadır. 

cAMP ve PKA bu s reçte de işik  görevler  stlenmiştir (Stork ve Schmitt 2002). 

Mitoz boyunca cAMP nin   cre içindeki seviyesi minimal d zeyde olup;   cre 

siklusunun G1 ve erken   fazında miktarı artmaktadır.  entez fazında   cre içi 

miktarı artan cAMP mitoz böl nmenin Metafaz-Anafaz evreleri arasında bazı 

makromolek l komplekslerinin fosforilasyonuyla mitotik siklinlerin yıkılmasına ve 

kardeş kromatidlerin ayrılmasına katkı sa lamaktadır (Ferrari 2006). 

 

Protein Kinaz A farklı   crelerde   cre siklusu açısından farklı fizyolojik cevap 

oluşturmaktadır. cAMP, PKA aracılı ıyla PC   ve  ertoli   crelerinde   cre 

b y mesini sa larken (Vossler ve ark. 1997, Boulogne ve ark. 2003), NIH3T3 
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  creleri ve adipositlerde   cre b y mesini in ibe etmektedir (Sevetson ve ark. 

1993, Chen ve Iyengar 1994). Buna ek olarak; cAMP analoglarının   cre 

b y mesini engelledi i ve glioma ve nöroblastoma   crelerine dön ş m  arttırdı ı 

da gösterilmiştir (Sato ve ark. 1975, Prasad ve ark. 2003, Moreno ve ark. 2006). Bu 

birbirinden farklı sonuçlar,   crelerdeki bazal cAMP seviyelerinin farklı 

olmasından ve cAMP PKA yola ının  edef intrasell ler makromolek llerinin 

çeşitlili inden kaynaklanmaktadır. 

 

2.6. Hipotez 

H crelerde besin sensör  olarak görev alan cAMP PKA yola ının   cre 

döng s n n kontrol   zerine etkisinin olaca ını d ş n rek döng de görev alan 

E F  in PKA substratı olabilece ini d ş nd k. Bunun için,  E2F1 de PKA 

fosforilasyon motifinin olup olmadı ına baktık ve   ç adet muhtemel PKA 

fosforilasyon motifinin (RXXT veya RRX ) oldu unu saptadık. Bu motifler  

insanda RYET130, RLLS235 ve RMGS364 amino asit dizilimine  sahiptirler.  Bu 

ba lamda, cAMP aracılı ıyla aktive olan PKA nın   F  i yukarıda belirtilen amino 

asitlerden fosforile etmesi durumunda, PKA aracılı fosforilasyonun E2F1 fonksiyon 

ve stabilitesine nasıl etki yapaca ını sorguladık. Bunun için, klonladı ımız 

ökaryotik   F  ekspresyon vektör n  kullanarak  PKA tarafından fosforile 

edilebilecek T130, S235 ve S364 amino asitlerinin kodonlarını fosforilasyonu 

mimikleyen eksi y kl  glutamik asit ( )  ve fosforile edilemeyen Alanin (A) 

kodonlarına çevirdik. Ardından, bu vektörleri insan embriyonik böbrek   cre  attı 

olan HEK 93   crelerinde stabil ekspresyonlarını gerçekleştirip bu vektörlerin 

  crelerin proliferasyonuna, apoptozis ind ksiyonuna, glukoz alımınına ve 

Sisplatin duyarlılıklarına nasıl etki etti ini göstermeye çalıştık.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. H cre K lt r  

Çalışmamızda transforme insan embriyonik böbrek   creleri (H K 93) kullanıldı. 

H crelerin tamamı L-glutamin, esansiyel olmayan amino asitler, sodyum pir vat, 

%10 Fetal Dana Serumu (FBS-Bicochrom cat. No:S0115), 

Penisilin/Streptomisin/Amfotersin B (BI- 3  33   3) ve gentamisin eklenmiş 

DM M (Dulbecco s Modifeid  agle Medium – Bioc rom FG    ) içinde 

monolayer k lterler %  CO2 lik atmosfer, %95 nem ve  37oC lik ink batörde   

ço altıldı. 

 

3.2.  H crelerden TRİZOL ile RNA İzolasyonu 

1. H cre k lt r  kabından besiyeri uzaklaştırıldı.  

2. H creler  zerine    mm lik petriye (Corning-430167) 6 ml 

olacak şekilde direkt olarak TRİZOL ( igma-T9424) eklendi. 

3. Oda sıcaklı ında   dk ink basyondan sonra s spansiyon birer 

mililitrelik  acimlerde  ,  ml lik ependorf t plere (Axygen MCT-

150-C) böl nd . 

4. Üzerine     l 1-Bromo-3-chloropropane (BCP – Sigma B9673) 

eklendi ve vorteks yardımıyla karıştırıldı.  

5. Oda sıcaklı ında    dakika ink basyondan sonra   .   g de    

dk 4oC de santrif j ( pendorf – Minispin) edildi. 

6. Oluşan iki fazdan  stteki renksiz kısım yeni bir ependorfa 

aktarıldı. 

7. Üzerine     l izopropanol (Merck 99 .    ) eklendi ve alt st 

edilerek karıştırıldı. 

8. Oda sıcaklı ında    dakika ink basyondan sonra   .    g de 8 

dakika 4oC de santrif j edildi. 

9.   pernatant atılarak RNA pelleti  zerine   mL %7  lik etanol 

(Merck    9 7) ilave edilerek yıkandı.  

10. 7.    g de   dakika  oC de santrif j edildi. 
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11.   pernatant atılarak RNA pelleti 3-  dk kurumaya bırakıldı. 

12. Peletin yo unlu una göre RNaz içermeyen H2O eklendi. 

 

3.3.  RNA Örneklerinin Spektrofotometrik Ölç m  

İzole edilen RNA örneklerinin saflık ve miktarları spektrofotometre (T ermo 

Multiskan GO) ile ölç ld  ve aşa ıda belirtilen form le göre  esaplandı. cDNA 

sentezi için  .  g RNA kullanıldı. 

 

 RNA (g mL) =    x A    X DF (Dil syon Faktör ) 

 

3.4.  İzole Edilen RNA’nın cDNA’ya Dön şt r lmesi Reaksiyonu 

Bu reaksiyon için Roc e Kiti (    8  9      ) kullanıldı.  pektrofotometre ölç m  

ile miktarı belirlenen RNA dan  ,  g, Random Hekzamer den   l ve steril 

H2O dan 7,9 l alınarak  ,  mL lik ependorf t p ne konuldu ve   
oC de    dakika 

denat re edildi. Bu karışımın  zerine  l 5X Reaksiyon Tamponu, 0,5 l Rnaz 

in ibitör ,   l dNTP karışımı,   l DTT (Dithiothretiol D0632) ve Revers 

Transkriptaz enzimi ilave edilerek final hacmi 20 l olan bir reaksiyon karışımı 

 azırlandı. Reaksiyon   oC de 3  dakika ve 8 oC de   dakika olacak şekilde 

t ermal cycler ci azında gerçekleştirildi. 

 

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Yöntemi 

PZR reaksiyonu Bio-Rad (MyCycler) ve PZR  ystem (Gene Amp ®) marka 

t ermal cyclerlarda gerçekleştirildi.  

 

3.5.1.  PZR Reaksiyonu, İçeri i ve Koşulları 

İnsan   F  klonlama primerleri ile yaptı ımız PZR koşulları şöyledir;  X Tampon, 

2mM MgCl2, 1pmol dNTP, birer pmol ileri ve geri primerler, %5 DMSO (Sigma 

Cat. No:D 879),    nite Taq Polimeraz ve     ng cDNA (Kit: T ermo  cientific – 

Fermentas – EP0401). T ermal Cycler ci azında 9 oC de   dakika ön 

denat rasyon, 3  döng  olmak  zere; 9 oC de   dk,   oC de   dk, 7 oC de   dk ve 
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son uzatma 72oC de 7 dk olacak şeklide amplifikasyon gerçekleştirildi. Reaksiyon 

agaroz jel elektroforezinde kontrol edildi.  

 

3.5.2.  İnsan E2F1 cDNA’sının Amplifiye Edilmesi İçin Kullanılan Klonlama                

Primerleri 

 

İleri primer :   -CCG GAA TTC GCC GCC ATG GCC TTG GCC GGG GCC 

CCT GCG GG-3  

 

Geri primer :   - CCG GAA TTC GAA ATC CAG GGG GGT GAG GTC   CCC 

AAA GTC -3   

 

EcoRI kesim bölgesi altı çizgili olarak gösterilmiştir. 

 

3.6. Amplifiye Edilen İnsan E2F1 cDNA’sının pcDNA 3.1 (B) Ekspresyon 

Vektör ne Klonlanması 

Klonlama işlemi için, insert olarak adlandırılan insan   F  cDNA sı ve vektör 

EcoRI enzimi ile kesildi ve fenol ile temizlendi. Vektör n   -terminali defosforile 

edildikten sonra insert ile ligasyon işlemine tabi tutuldu. Ligasyon sonrasında 

vektördeki insert yön  XhoI enzim kesimi ile belirlendi.  

 

3.6.1.  İnsan E2F1 cDNA’sının ve pcDNA3.1 (B) Vektör n n EcoRI 

Restriksiyon Enzimi ile Kesilmesi 

EcoRI enzim kesimi için Fermentas ( R  7 ) kiti kullanıldı. Reaksiyon koşulları: 

 X Reaksiyon Tamponu,     nite  coRI enzimi,   g pcDNA3.1(B) veya E2F1 

cDNA ve streil H2O dur. Reaksiyon    l de gerçekleştirildi ve gece boyu 37oC de 

ink basyona bırakıldı. 

 

3.6.2. Agaroz Jel Elektroforezi ve Gör nt leme Sistemi 

3.6.2.1 %1,5 Agaroz Jelin Hazırlanması 

 ,  gram toz agaroz ( igma Cat. A  93) tartılarak     ml  X TB  de (Tris-

Sigma/Borat- Merck 1.00165.1000 / EDTA – Sigma E5134) çöz ld .   oC ye 
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gelene kadar so utuldu.  ,  g ml etidyum brom r ( igma  87  9) ilave edildi. 

 lektroforez k vetine taraklar yerleştirilerek sıcak agaroz jel elektroforez k vetine 

dök ld . Oda sıcaklı ında   -   dk polimerize olması için beklendi. Jel polimerize 

olduktan sonra taraklar jelden çıkarıldı ve agaroz jel elektroforez tankına 

(BIORAD) yerleştirildi.  

 

 İşlemler 

% ,  lik agaroz jel, içerisinde  X TB  bulunan elektroforez tankına yerleştirildi. 

PZR  r n  ve     bç lik marker y kleme tamponu kullanılarak kuyucuklara 

mikropipet yardımıyla y klendi.  lektroforez tankına ba lı g ç kayna ı ile     

voltta    dk y r t ld .   re sonundan örnekler UV ışık veren transilluminatör 

yardımıyla incelendi.  yngene (İngenius) transilluminatör aletine ba lı olan 

monitör sistem kullanılarak foto raf alındı.  

 

3.6.3. pcDNA3.1(B) Vektör n n ve E2F1 cDNA’sının Fenolle Çökt rme 

Yöntemiyle Temizlenmesi  

  Uygulama: 

1.  nzim kesimi yapılmış örnek (   l)  zerine     l 1X TE (Tris-

EDTA) eklendi. 

2. Üzerine 3   l Fenol (AppliChem A1624.0500)/Kloroform (Merck 

 .     .    )   İzoamil alkol (Merck 977.    ) (  :  : ) eklendi.  

3. 3  saniye vorteks (Biosan V  plus) yardımıyla karıştırıldıktan sonra    

dakika buzda bekletildi. 

4.   .    rpm de santrif j edildi.  

5. Ayrı bir t pe  st fazın     l si alınarak    l 3M Sodyum Asetat 

(pH: . )( igma   889) ile karıştırıldı.  

6. Bu karışım  zerine    acim kadarıyla (    l) so uk absol  etanol 

eklenerek bir saat -20oC de bekletildi. 

7.   re sonunda   .    rpm de, + oC de, 3  dakika santrif j edildi.  

8.  tanol uzaklaştırılarak kurutuldu ve steril H2O da çöz ld . 
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3.6.4. pcDNA3.1(B) Vektör n n Dana İntestin Alkalen Fosfataz (CIAP) ile 

Muamelesi 

 nzim kesimi yapılmış vektör n klonlamada kullanılabilmesi için   -terminal 

kısımlarındaki fosfat gruplarının defosforile olması gerekmektedir. Klonlama işlemi 

için  azırlanan vektör n CIAP reaksiyonu Invitrogen kiti ( 8  9-  7) kullanılarak 

gerçekleştirildi. Kit koşulları şöyledir;  X Buffer,  ,    nite CIAP enzim,  g 

vektör ve steril H2O. Reaksiyon 40l de  azırlanmış ve 37oC de 3  dakika 

ink basyona bırakılmıştır.   re sonunda vektör fenolle temizleme işlemine tabii 

tutuldu ve %  lik agaroz jelde kontrol edildi.  

  

3.6.5. İnsan E2F1 cDNA’sının pcDNA3.1(B) Vektör ne T4 DNA Ligaz Enzim 

Reaksiyonuyla Klonlanması 

EcoRI ile kesilmiş ve fenolle çökt rme yöntemi ile temizlenmiş olan vektör 

içerisine insert T  DNA ligaz (İnvitrogen      -  7) yardımıyla klonlandı. 

Reaksiyon koşulları şöyledir :  X Reaksiyon Tamponu, 3 vol m (    g) insert 

(  F  cDNA sı),   vol m (    ) vektör (pcDNA3. (B)),    nite T  DNA Ligaz 

ve steril H2O. Reaksiyon karışımı   -16oC de geceboyu ink basyona bırakıldı. 

Klonlamanın gerçekleşip gerçekleşmedi i %  agaroz jelde kontrol edildi.  

 

3.6.6.  İnframe Klonlama İşleminin Oryantasyon Yön n n Belirlenmesi için 

XhoI Enzim Kesiminin Gerçekleştirilmesi 

T4DNA Ligaz reaksiyonu sonrasında insert içeren vektörler %  agaroz jelde 

belirlendi. İnsertin vektörde yön n n (oryantasyonunun) saptanması için ilgili 

vektör n X oI enzimi (T ermo Fis er  R  9 ) ile kesimi gerçekleştirildi. 

Reaksiyon koşulları şöyledir:  X Reaksiyon Tamponu,  X H2O. Reaksiyon 

karışımı 3 oC de geceboyu ink basyona bırakıldı ve %3 l k agaroz jelde kontrol 

edilerek vektör n anlamlı veya anlamsız yön  belirlendi.  

 

3.7. Do ru Oryantasyon Klonlama Yön ne Sahip pcDNA3.1(B) Vektör n 

Ço altılması Amacıyla E.Coli DH5   Suşuna Transformasyonu 

Vektör n ço altılması için  .coli DH α suşu kullanıldı. Transformasyon işleminin 

gerçekleştirilebilmesi amacıyla öncelikle DH α suşu, plazmid vektör  alabilecek 
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kompetan  ale getirildi ve ardından transformasyon işlemine geçildi.  

 

3.7.1.  CaCl2 Yöntemiyle Kompetan DH5α Hazırlanması 

Kullanılan Sol syonlar 

1. LB (Luria-Bertani)  ıvı Besiyeri: %   lik olacak şekilde   g LB (Merck 

1.10285.0500) toz 200 ml distile su içerisinde çöz lerek otoklav edildi.  

2. 50 mM CaCl2 (Sigma C1016) /10 mM Tris (pH:7.4) 

3. %100 gliserol (Sigma G2025) 

 

Uygulama 

1. Bir koloni ya da dondurulmuş DH α  .coli suşundan    μl alındı ve    

ml LB sıvı besiyerine konuldu. 

2. 37oC çalkalamalı et vde gece boyu ink be edildi. 

3. İnk basyon sonucunda  -  ml alınarak     ml LB besiyerine kondu ve 

  saat ink be edildi. 

4. Bakteri yo unlu u O.D600 =0,2- ,  aralı ında olmalıdır. 

5. 200 ml besiyeri 10 dk buzda bekletildi.  

6.    ml lik falkonlara böl nd  ve      rpm de  oC  te   dk santrif j 

edildi. 

7.   pernatan atıldı. Pelet  zerine önceden so utulmuş    mM CaCl      

mM Tris (pH: 7. )  den     ml ilave edildi.  

8.    dk buzda bekletildi.      rpm de   oC  de   dk santrif j edildi. 

9.   pernatant atıldı. Pelet  zerine 9 ml 50 mM CaCl2 /10 mM Tris (pH: 

7. ) ve   ml %    gliserol karışımından konarak  omojenizasyon 

sa landı.  

10.     μl miktarlarında  ,  ml lik ependorf t plere böl nd  ve –80 oC  

de saklandı. 

 

3.7.2.  Agar Hazırlanması 

2 gr LB Brot  ve   gr Bakteriyolojik agar (Oxoid L  )  zerine 100 ml distile su 

ilave edilerek otoklavlandı. Agar donmadan  emen önce (yaklaşık    oC  de)    ml 

agara    μl ampisilin (  mg ml) eklendi ve petri kaplarına da ıtılarak so uması 
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beklendi. 

3.7.3.  E. Coli DH5α Suşuna Plazmid Transformasyonu 

1. DH α kompetan  . colilerden 7  μl ve plazmidden 7 μl alınarak 

ependorfa kondu. 

2. 30 dk buzda bekletildi. 

3. 1 dk 42 oC  de su banyosunda bekletilerek tekrar buza alındı.  

4. T pe 1 ml LB besiyeri kondu ve 1 saat 37oC  de     rpm de 

çalkalayıcıda ( artorius) ink basyona bırakıldı. 

5. Petriye ekim yapılacaksa   oC  de      rpm  de    dk ya da      rpm  

de    dk santrif j edildi.   pernatanın 9   μl si atıldı. Geri kalan    μl 

ile pelet s spanse edildi. 

6. “L” şeklindeki pastör pipeti ile    g/ml ampisilinli (Sigma A9393) LB 

agara yayarak ekildi ve gece boyu 37 oC  de ink be edildi. 

7.  rtesi g n oluşan koloni alınarak     ml ampisilinli sıvı LB içerisine 

alınarak gece boyu 37 oC  de     rpm  de ink basyon yapıldı.  

8. 2500 rpm de santrif j edildi.   pernatan atıldı ve pelet -20oC  de 

saklandı. 

9. Da a sonra peletten plazmid izolasyonu gerçekleştirildi.  

 

3.8.  Bakteriden Plazmid İzolasyonu: 

Kullanılan Sol syonlar 

50 mM D-Glukoz ( igma   3  ) (MA:  8 ) Hazırlanışı:  ,9 gr glukoz     ml 

distile suda çöz ld . 

  N NaOH ( igma     3) (MA:   ) Hazırlanışı:    gr NaOH 8  ml distile suda 

çöz ld kten sonra  acim     ml  ye tamamlandı. 

 

Sol syon I Hazırlanışı: 

1. 50 mM D-Glukoz   : 0,9 gr D-Glukoz 

2. 25 mM TrisHCl (pH:8.0) :  2,5 ml (1M tris stoktan) 

3. 10 mM EDTA  :  10 ml (100mM EDTA stoktan) 

Karışım     ml ye tamamlandı.  
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Sol syon II Hazırlanışı: (Kullanımdan  emen önce  azırlanır) 

1. 0,2 N NaOH : 2 ml (10 N NaOH stoktan) 

2. %1 SDS   :     ml (%    luk  D  stoktan) ( D -Merck 

8.22050.1000) 

Karışım     ml  ye tamamlandı.  

 

Sol syon III Hazırlanışı: 

1.  M potasyum asetat (Codex 3 89 7):  9, 7 g     ml  de çöz lerek 60 

ml  si kullanıldı. 

2. 11,5 ml glasial asetik asit (Sigma 27222) 

3. 28,5 ml steril H2O. 

 

Uygulama 

1.     μg ml Ampisilin içeren     ml besiyerinde gece boyu  retilen 

transforme bakteriler ço aldıktan sonra    ml  lik falkonlara böl nd . 

2.      rpm  de   dk santrif j edildi. 

3.   pernatan atıldı ve pelet kaldırıldı. Pelet  zerine   ml  ol syon I  den 

ilave edilerek vortekslendi ve 5 dk buzda bekletildi.  

4. Üzerine    ml  ol syon II den ilave edildi. T p alt  st edilerek buzda 5 

dk bekletildi. 

5. Buzda bekletilen t plere 7,  ml  ol syon III den ilave edildi ve 

karıştırılarak    dk buzda bekletildi. 

6. T pler,     -8    rpm  de    dk santrif j edildi. 

7. Üst faz yeni t pe alınır, final konsantrasyonu 0,5 g ml olacak şekilde 

RNaz ilave edildi. 37oC  de 3  dk su banyosunda ink basyona bırakıldı. 

8.   re sonunda eşit  acimde  zerine fenol kloroform izoamilalkol 

(  :  : ) ilave edildi ve 8    rpm de    dk santrif j edildi. 

9.   pernatant yeni t plere aktarıldı. Üzerine    acim saf etanol eklendi. - 

80oC de   saat ya da gece boyu bekletildi.  

10. T pler 8    rpm  de   saat santrif j edildikten sonra s pernatant atıldı, 

pelet kurutuldu ve   ml T   de çöz ld . 
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3.9. HEK293 H crelerine Kalsiyum Fosfat Yöntemiyle Plazmid 

Transfeksiyonu  

Kullanılan Sol syonlar 

1. 2XHEPES – pH: 7,05 

    ml  azırlamak için; 

280mM NaCl (Merck 1.06404.1000)   8g (susuz) 

10mM KCl (Sigma H3375)     0,37g 

1,5 mM Na2HPO4 .H2O (Merck 1.06345.1000) 0,3g 

12 mM D-Glukoz (Sigma 16301)    1g 

50 mM Hepes (Sigma H3375)    5g 

 

2.  M Ca Cl ( igma C    ):  ,88 gr    ml distile suda çöz l r. Deney 

aşamasında  ,   M oranında kullanılır. 

3. 0,1X TE pH:8.0 

4. %   gliserol içeren DM M 

5. P osp ate Buffer  aline (PB )  ol syonu: 8 g NaCl ( igma),  ,  g KCl 

( igma),  ,   g NaH PO  ( igma), ve  ,   g KH PO  ( igma) 

tartılarak, 8   ml distile su içinde çöz ld . NaOH ile pH 7.4  e ayarlandı 

ve toplam  acim distile su ile   litreye tamamlandı.  ol syon steril 

kabinde  ,   μm vakumlu filtreden geçirildi.  

 

Uygulama 

 93T   creleri transfeksiyondan bir g n önce     mm lik petrilere pasajlandı ve 

ertesi g n yaklaşık %7 -8  konfluent olan   crelere transfeksiyon yapıldı. 

Transfeksiyonda 3  μg vektör DNA sı  odyum asetat  tanol çökt rme yöntemi ile 

sterilize edildi ve çöken pelet   ml  xH P   pH:7.   içinde çöz ld . Bunun 

 zerine 0.25 Molar 1 mL CaCl2  sol syonu damlalar  alinde ilave edildi ve iyice 

karıştırılan örnek laminar kabin içinde 3  dk bekletildi. Bu s re sonunda oluşan ve 

net olarak gör len kalsiyum fosfat-DNA kompleksi pipetaj ile da a k ç k parçalara 

böl nd  ve örnek    ml besiyerinde bulunan   crelerin  zerine    cm mesafeden 

damlalar  alinde bırakıldı. Gece boyu ink basyondan sonra besiyeri uzaklaştırıldı 

ve   creler %   gliserol içeren DM M ile   dk şoklandı. Şoklamanın ardından 
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şoklama sol syonu ortamdan uzaklaştırıldı. H creler  XPB  ile iki kere yıkandı ve 

normal b y me ortamı (%   serum içeren DM M)   crelere verildi. 

3.10.  Transfekte Olan HEK H crelerinin Seçilmesi ve Tek Koloni Seçimi 

H cre k lt r nde sadece transfekte edilen   crelerin yaşıyor olmasını ve yaşayan 

  crelerin aynı seviyede ekspresyon göstermesini sa lamak için   cre seçimi ve tek 

koloni seçimi gerçekleştirildi.  

 

3.10.1. Transfekte Olan HEK H crelerinin Seçilmesi 

pcDNA3 vektör n n seçilim belirteci olarak yapısında neomisin G  8 direnç geni 

mevcuttur. Bu nedenle vektör ile transfekte olan H K 93   crelerinin seçilimi için 

neomisin G  8 (Calbioc em 3  8  ) ( , g mL) içeren DM M besiyeri kullanıldı. 

Transfeksiyon işleminden iki g n sonra H K 93 transfekte   creleri 

neomisin G  8 içeren besiyeri ile muamele edildi ve bundan sonraki aşamalarda bu 

 azırlanan seçici besiyeri kullanıldı.  

3.10.2. Tek koloni Seçimi 

 eçici besiyeri ile k lt re edilen transfekte H K 93   creleri tripsinize edilerek 

kaldırıldı ve 9  kuyucuklu neomisinli DM M içeren k lt r kaplarına kuyu başına 

bir   cre d şecek şekilde ekildi. Yaklaşık   ay s resince yapılan seçilimde 

neomisinli ortamda ço alabilen koloniler seçildi.  

3.10.3. Seçilen Kolonilerdeki E2F1 Ekspresyonunun Gösterilmesi 

Tek koloni olarak seçilen ve devamında ço altılan   creler tripsinize ederek 9 -

well plateden sırası ile   -well plate e,  -well plate e oradan da petrilere aktarıldı.  

Petrilerdeki   crelerin lizatları alınarak Western Blot yöntemi ile ekspresyonu en 

uygun koloni sonraki deneyler için seçildi. 

 

3.11.  H crelere Forskolin, Laktasistein ve Kaspaz-3 İnhbitör  Muamelesi 

1. H creler k lt r kabını %70-80 kaplayana kadar %   FB  içeren 

DM M besi ortamı içerisinde %  CO   li et vde k lt re edildi. 

2. H crelerin bulundu u besi ortamı uzaklaştırıldı. 

3. İki defa  xPB  ile yıkandı.  
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4. H crelere serum içermeyen besiyeri verildi. 

5. H creler gece boyu veya    saat s resince serumsuz ortamda bekletildi. 

6.   re sonunda ilgili gruplara 10M final konsantrasyonu olacak şekilde 

Forskolin, Laktasistein ve veya Kaspaz 3 İn ibitör  verildi ve deney 

basamaklarına göre de işen s reler boyunca beklendi.  

7. Muamele sonunda   creler tekrar  xPB  ile iki defa yıkandı. 

8. H cre kazıyıcısı (Greiner cell scraper      8 ) yardımıyla   creler 

Liziz tamponu içerisinde kaldırıldı ve vortekslenerek lizatları  azırlandı.  

 

3.12.  H cre Lizatı Hazırlanması 

Kullanılan Solusyonlar: 

Triton-X Lizis Tamponu 

   mM  odyum Flor r (NaF- igma  79  ),   mM H P   ( igma H337 ), 

   mM  odyum Klor r (NaCl- Merck1.06404.1000), %   Gliserol ( igma 

G    ), % ,  Triton-X    (Merck  . 8  3.    ),  mM Magnezyum Klor r 

(MgCl2-Sigma M8266), 1mM EGTA (Amresco 0732), 1mM Sodyum-o-vanadate 

( igma     8) ve  x proteaz in ibitör kokteyli (Roc e-cat. no: 11 836 145 001). 

Solusyon pH: 7,4 (pH metre: Hanna Instruments pH    )  e ayarlandı.  

 

Uygulama  

Besi ortamı uzaklaştırılarak,   creler    mL so uk  xPB  ile yıkandıktan sonra   

mL Triton-X Lizis tamponu   crelerin  zerine konarak   creler kazındı ve steril 

 ,  mL lik ependorf t p ne alındılar. Buz içinde    dk tutulan örnekler   dk. 

vortekslendikten sonra   .    rpm de santrif j edildi ve s pernatant lizat olarak 

steril bir ependorf t pe transfer edildi. Örnekler kullanılana kadar -80oC de 

(T ermo scientific 99 ) saklandı.  

 

3.13.  Protein Miktar Tayini 

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

kullanılarak B A standartına karşı gerçekleştirildi. Kısaca tarif etmek gerekirse, 

stok BSA (10mg/mL) sol syonundan  μg μl olacak şekilde sol syon  azırlandı. 

 tandart e rinin çizilmesi için bu sol syondan  çl  tekrarlar olacak şekilde 96 
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kuyucuklu kaplara 1, 3, 5, 7 ve 9 μg olacak şekilde ayrı ayrı konuldu. Yine -

80oC deki   cre lizatları buzda eritilerek aynı 9  kuyucuklu kaba  çer tekrar olacak 

şekilde   er μl ilave edildi. B A standardı ile örnekler spektrofotometrede  9  nm 

dalga boyunda okundu. Üçl  tekrarların ortalama verisi alınarak oluşturulan 

standart e rinin form l ne göre örneklerin protein konsantrasyonları belirlendi. 

 

3.14.  İmm nopresipitasyon Yöntemi 

  F  ve PKA nın fiziki olarak birbirine ba landı ını göstermek için  er iki protein 

 em ekspresyon yapılmamış  em de  8 saat boyunca ekspresyonu yapılmış  93T 

  crelerinden  azırlanan   mg   cre lizatı kullanılarak immunopresipitasyona tabii 

tutuldu. 

Uygulama 

1.  mg protein lizatları  st ne 9   μl  ye tamamlayacak şekilde Triton X 

liziz tamponu eklendi. 

2. Karışımın  st ne    μl Agaroz G A bead (sc-   3) eklendi ve   ml  ye 

tamamlandı. Bu aşamada beadlerin  omojenizasyonu oldukça önemlidir. 

Bu nedenle pipetaj yapılmalıdır.  

3. Karışım nutatör yardımıyla  oC de 3  dk çalkalandı. 

4.   re sonunda t p   .    rpm de  oC de   dk santrif j edildi. 

5.   pernatant yeni ependorflara dök lerek aktarıldı, bead içeren pellet 

atıldı.    μl Anti-E2F1 (Santa Cruz KH95) eklendi.  

6. Nutatörde,  oC de   saat ink basyona bırakıldı. 

7. İnk basyon sonunda  zerine    μl agaroz A G bead eklendi ve gece 

boyu 4 oC çalkalandı. 

8.  rtesi g n örnekler       rpm de   dk santrif j edildi.   pernatan atıldı 

ve pelet  zerine   ml Triton-X Liziz Tamponu eklenerek alt  st edildi. 

Bu yıkama işlemi iki kez da a tekrarlandı.  

9. A G beadler  zerinde tampon kalmayacak şekilde s pernatant atıldı. 

10. Pelet  zerine     μl β-merkaptoetanol içeren  D  y kleme tampon 

konuldu ve t pler kaynar suda 5 dk. bekletilerek vortekslendi.  

11.  on olarak, örnekler       rpm de   dk santrif j edildi. 
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12. A G beadlerden kurtulan ve s pernatantta mevcut olan p roteinlerin 50 

μl si western blot yöntemiyle analiz edildi.  

 

3.15. Western Blot Yöntemi 

Kullanılan Sol syonlar: 

Resolving (Ayrıştırma) Tamponu:  , M TrisBase pH: 8.8.   lt.  si için  8 ,   gr 

TrisBase tartıldı ve distile H O da çöz ld . 

Stacking (Y kleme) Tamponu:  , M TrisBase pH: ,8.   lt  si için   ,  gr 

TrisBase tartıldı ve distile H O da çöz ld .  

Akrilamid/Bisakrilamid (29/0.8):  9g Akrilamid (Merck 8.  83 .    ) ve  ,8g 

Bisakrilamid (Merck     )     ml bidistile H O da çöz lerek 0,22 um  lik 

filtre kullanılarak filtre edildi.  

Running Buffer (10X):    gr. TrisBase, 9  gr. Glisin (Vivantis PR   8),    ml 

%    D  karışımı  lt  ye distile H O ile tamamlandı.  ol syon pH ayarı 

gerektirmemektedir. 

1X PBS-T:   lt  xPB  sol syonuna 1ml Tween20 (Merck 8.22184.1000) ilave 

edildi.  

SDS Y kleme Tamponu: 1ml gliserol, 3ml %10 SDS (Merck 8.22050.1000), 1,25 

ml (1M) Tris-HCl pH:6,7, 1-  μg bromofenol mavisi eklendi. Filtreden 

geçirilerek kullanıldı. Kullanmadan önce  ml ye    μl -merkaptoetanol 

(Sigma M3148) ilave edildi. 

%10 Amonyum pers lfat (APS):  ,  gr AP  ( igma A3 78)   ml distile suda 

çöz ld . Taze  azırlandı ve  oC de saklandı. 

Transfer Tamponu: 3,7 g Glisin ve 7,  g TrisBase   lt distile suda çöz lerek 

karışıma     ml metanol eklendi.  
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3.15.1 Western Blot Yönteminde Kullanılan Jelin Hazırlanması 

 

 

 

3.15.2  Örneklerin Jelde Y r t lmesi 

Bradford yöntemiyle protein miktari belirlenen örneklerden     μg alınarak  zerine 

yarı  acminde β-merkaptoetanol içeren  D  y kleme tamponu konuldu ve 

kaynayan suda   dk bekletildi. Uygun pipet uçlarıyla  azırlanan poliakrilamid jele 

y klendi. Jele y klenen örnekler stacking jeli geçene kadar     voltta, resolving 

jelde ise     voltta y r t ld  (Ci az: Amers am 8 -  7 -9 ). Y r me sonunda 

PVDF membrana transfer aşamasına geçildi.  

 

3.15.3 Jelde Y r m ş olan Proteinlerin PVDF Membrana Transferi 

Örnekler y r t ld kten sonra transfer için kullanılacak s ngerler transfer 

tamponunda ıslatıldı. Transfer aparatının siya  veya negatif y kl  olacak kısmına 

s ngerlerden biri yerleştirildi. Üzerine transfer tamponunda ıslatılmış w atman 

ka ıdı yerleştirildi. Bunun  zerine örneklerin y r t ld    jel cam plakalar 

arasından dikkatli bir şekilde çıkarılarak kondu. Jel  zerine saf metanolde ıslatılmış 

PVDF membran (Biorad Cat. No:      77)  ava kabarcı ı kalmayacak şekilde 

yerleştirildi. Üzerine transfer tamponuyla ıslatılmış w atman ka ıdı ( igma 

Z 9    ) ve di er s nger konularak transfer aparatı kapatıldı. Bekletmeden 

transfer tamponuyla doldurulan ve buz içerisine konulmuş transfer ci azına 

yerleştirildi. Örnekler gece boyu 70 voltta transfer edildi. 

 

 



44 

 

3.15.4. PVDF Membranın İşaretlenmesi 

Transferin ardından blot PB T-B A ( X PB , % .  Tween-  , %  B A) 

sol syonunda   saat bloklandı. Bunun ardından, PB T-B A içinde  azırlanan 

primer antikorunun        dil syonu ile  ,  saat işaretlendi, takiben, antikor 

uzaklaştırıldı ve blot PB T ( X PB , % .  Tween-20) ile otuzar dakikadan 2 kez 

oda sıcaklı ında yıkandı. Ardından, PB T-B A içinde  azırlanmış uygun anti-

mouse veya anti-rabbit sekonder antikorunun        dil syonu ilave edildi ve 

işaretleme   saat oda sıcaklı ında yapıldı.  ekonder antikorun uzaklaştırılmasının 

ardından blot PB T ile 3  dk yıkandı.  CL reaktifi (Biorad Clarity  CL 

Cat. 7     ) ilave edildi ve   dk beklendikten sonra bu da uzaklaştırıldı ve 

kemil minasana duyarlı film karanlık odada blot ın  zerine konarak   dakika 

bekletildi. Gör nt leme için film, film banyo ci azında  (Kodak 8     8) banyo 

edildi. 

 

Gör nt lenerek fosforilasyon seviyesi belirlenen proteinlerin, bazal seviyelerinin 

belirlemesi amacıyla işaretlemesi yapılacak spesifik antikor uygulamasından önce 

fosforile formun belirlendi i membrana “strip off” işlemi uygulandı.  

 

3.15.5. Strip-Off İşlemi 

Kullanılan Sol syonlar: 

Strip off Sol syonu:   .  ml  .  M Tris PH. .8,    mL %   luk  D ,  7 ml steril 

distile su ve  azırlandıktan sonra 7   μl β-merkaptoetanol eklenecektir.  

1X PBS, %0.1 Tween-20: Böl m 3.  .  de açıklanıldı ı gibi  azırlanmıştır.  

 

Uygulama: 

Hazırlanmış olan strip off sol syonu   oC e ısıtıldı (Mikrodalga Fırın)  ve 

solusyona çeker ocak içerisinde 7   μl β-merkaptoetanol eklendi. Aynı zamanda 

işlemin gerçekleştirilece i çalkalamalı ink batör de aynı sıcaklı a getirildi. A zı 

kapalı plastik kaba konan membranın  zerine ısıtılmış strip off sol syonu konuldu. 

Membran aynı dereceye ısıtılmış çalkalamalı ink batörde    dk çalkalandı. Bunun 

ardından sol syon uzaklaştırıldı ve blot PB -T (1X PBS, %0.1 Tween-  ) ile 3  ar 
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dakikadan 2 kez oda sıcaklı ında yıkandı. Bu aşamadan sonra membran tekrar daha 

önce ba sedilen koşullarda işaretlendi.  

 

3.16. Monoklonal Antikor Yapımı 

Kullanılacak   F  primer antikorun yapımı için  ayvan imm nizasyonu, 

 ibridomanın oluşturulması ve oluşturulan  ibridomaların denemeleri yapıldı.  

 

3.16.1. İmm nizasyon 

İmm nizasyon için    aftalık Balb C t r  fareler kullanıldı. Tasarlanan ve ticari 

olarak alınan   F  peptidi enjeksiyonluk su içinde final konsantrasyonu  μg μl 

olacak şekilde çöz ld .  .,  .,3 . ve  9. g nler bu peptid intraperitonal olarak 

uygulandı.  

 

3.16.1.1 İmm nizasyonun Kontrol  

İmm nizasyona tabi tutulan farelerin kuyruk damarından 3 . ve   . g nler kan 

alındı. Alınan     μl kanın santrif gasyon yöntemi ile serumu ayrıldı.   F  peptidi 

SDS-PAGE jelinde y r t ld  ve PVDF membrana aktarıldı. Fareden elde ed ilen 

serum primer antikor olarak kullanıldı ve PVDF membranın işaretlemesi yapıldı.  

 

3.16.2. H cre K lt r  ve Hibridoma Oluşturma 

Kullanılan Sol syonlar: 

Normal Besi Yeri: L-glutamin, esansiyel olmayan amino asitler, sodyum pir vat, 

%10 Fetal Bovin Serum (FBS-Bicochrom cat. No:S0115), 

Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin B (BI- 3  33   3) ve gentamisin eklenmiş 

DM M (Dulbecco s Modifeid  agle Medium – Biochrom FG0415) 

Seçici Besi Yeri: Normal besiyerine litrede    ml olacak şekilde Hypoxant ine-

aminopterine-thymidine (50X)(GIBCO Cat.21-060-  7) eklenerek  azırlandı.  

PBS Sol syonu: P osp ate Buffer  aline (PB )  ol syonu: 8 g NaCl ( igma),  ,  

g KCl ( igma),  ,   g NaH PO  ( igma), ve  ,   g KH PO  ( igma) tartılarak, 

8   ml distile su içinde çöz ld . NaOH ile pH 7.   e ayarlandı ve toplam  acim 

distile su ile 1 litreye tamamlandı.  ol syon steril kabinde  ,   μm vakumlu 

filtreden geçirildi. 
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3.16.2.1 Myeloma H crelerinin Hazılanması  

F zyondan    g n öncesinde k lt rde normal besi yeri içerisinde ço altılan FO 

myeloma    creleri   cre k lt r petrilerinde ço altıldı. F zyon g n  k lt r petri 

içindeki besi yeri steril bir şekilde uzaklaştırıldı ve   creler pasajla    ml lik 

santrif j t p  içerisine alındı ve 9   rpm de    dakika santrif j edilerek  X PB  ile 

  kez yıkandı.  Çöken   creler    ml PB  içerisine alınarak   cre sayımı yapıldı. 

 

3.16.2.2 Besleyici H crelerin Hazırlanması 

F zyondan bir önceki g n gerçekleştirildi.  Bu basamakta imm nize olmamış 

normal fare kullanıldı. Farenin karın bölgesi yanlara do ru açıldı ve periton gör n r 

 ale getirildi. Ya sız bir bölgeden organlara de meden periton içerisine   ml 

DM M (serumsuz) verildi, farenin karnı DM M ile kaplanmasından sonra 

enjektöre geri çekildi.  njektör içerisindeki   creler bir t pe alındı ve   cre sayımı 

yapıldı.  Çalışılacak   cre k lt r pla ı sayısına göre  er kuyuya ~       cre + 

normal besiyeri karışımı     µl olacak şekilde da ıtıldı.  

 

3.16.2.3. Dalak H crelerinin Elde Edilmesi 

Antijen ile imm nize olan fareler servikal dislokasyon yöntemi ile öld r ld . Derisi 

%7  lik alkol ile dezenfekte edildi. Dalak ya  dokusundan arındırılmış bir şekilde 

   ml DM M içerisine alındı ve bu şekilde laboratuvar ortamına taşındı. Steril 

kabin içinde dalak yabancı dokulardan temizlenerek    ml PB  tamponu içeren 

başka bir petri kabına alındı. Dalak k ç k bir s zgeçte cam baget ile ezilerek 

  creler açı a çıkarıldı ve pipet yardımı ile s spanse edildi. H creler, PB  

tamponunda 9   rpm'de    dakika santrif j edilerek   kez yıkandı. Çöken   creler 

   ml PB  içerisine alınarak   cre sayımı yapıldı.  

 

3.16.2.4. Hibridoma Oluşturma 

H cre sayımı yapılan FO myeloma   creleri ve dalak   creleri     oranı olacak 

şekilde birleştirildi ve      rpm de    dakika santrif j edildi. Üst kesim atılarak 

çöken   cre karışımına 37°C de ısıtılmış   ml Polietilen Glikol (P G)        

dakika içerisinde oldukça yavaş eklenir.   dakika   cre karışımı 37°C  beklendi.    

ml  sadece DM M (FC  +antibiyotik içermeyen)   dakika içerisinde yavaş yavaş 
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ilave edildi. Da a sonra    ml %   FB   DM M eklendi. Karışım   saat 37°C 

ısıdaki CO2 et vde bekletildikten sonra,  santrif j edildi. Çöken   crelere seçici 

k lt r ortamı ilave edilerek bir önceki g n makrofaj ekilmiş   cre k lt r plaklarına 

    µl  kuyu olacak şekilde şeklinde da ıtıldı.    g n sonra   crelerin  st 

sıvılarından     µl çekildi ve  zerine     µl seçici HAT içeren besiyeri ilave 

edildi. H crelerin gelişme periyoduna ba lı olarak normal besi yerine geçildi.  

 

3.16.3. Hibridomaların Antikor Üretiminin Kontrol  

Hibridomaların antikor  retiminin kontrol   LI A ve western blot yöntemleri ile 

gerçekleştirildi. 

 

3.16.3.1. ELISA Yöntemi ile Antikor Üretiminin Kontrol  

Kullanılan Sol syonlar: 

1X PBS, %0.1 Tween-20: Böl m 3.  .  de açıklanıldı ı gibi  azırlanmıştır.  

%1 BSA içeren 1X PBS-T: 100 ml 1X PBS-T içinde   gr B A çöz lerek 

 azılanmıştır. 

 

Uygulama: 

1. 96 kuyuluk ELISA 1g/l konsantrasyondaki antijen çözeltisinden 

100l ile kaplandı. 

2. Gece boyu veya en az 6 saat,   °C de ink be edildi.  

3. ELISA plate, 3 kez PBS-Tween    sol syonu ile yıkandı.  

4. Her kuyuya 150 l %  B A içeren  X PB -T sol syonu eklendi.  

5.   saat 37°C de bekletildi.  

6. Hibridoma  st besiyerleri direk olarak plaklara eklendi ve 37°C de  ,  

saat bekletildi.   

7.  LI A plakları 3 kez PB -Tween    sol syonu ile yıkandı.  

8. Kuyular 1/1000 dilusyonunda anti mouse-IgG 37°C de   saat ink be 

edildi. 

9. Kuyular   kez yıkandıktan sonra substrat tamponu ilave edilerek (    

µl),    dakika oda  sıcaklı ında karanlıkta ink be edildi ve antikor 
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d zeyi renk de işiminden      nm de  LI A okuyucusunda (T ermo 

Labs. Multiskan Spectrum) belirlendi.  

 

3.16.3.2.Western Blot Yöntemi ile Antikor Üretiminin Kontrol  

 LI A yöntemi ile di er kolonilerden göreceli y ksek antikor sentezleyen   creler 

seçildi.  eçilen kolonilerin   cre k lt r ndeki besiyeri  D -PAG  yöntemiyle 

jelde y r t lm ş ve PVDF membrana transfer edilmiş   F  peptidi ve HEK293 

  cre lizatının işaretlemesinde primer antikor olarak kullanıldı. İşaretlemeleri 

pozitif olarak gör len koloniler belirlendi.  

 

3.17. In Vitro Kinaz Reaksiyonu 

Hazırlık Aşaması 

PKA enziminin   F  i fosforile etti inin gösterilmesi için H K 93   crelerinde 

7  saat boyunca ekspresyonu sa lanan   F  proteini anti-E2F1 antikoru 

kullanılarak imm nopresipitasyon yöntemi ile saflaştırılmıştır. Aynı şekilde PKA 

enziminin   F  proteini ile etkileşimde oldu unu anlamak için PKA proteini anti-

PKA antikoru kullanılarak imm nopresipitasyon yöntemi ile saflaştırılmıştır.  

 

            Kullanılan Sol syonlar 

1X NEBuffer for Protein Kinases (PK): 

50 mM Tris-HCl 

10 mM MgCl2 

0.1 mM EDTA 

2 mM DTT 

0.01% Brij 35 

pH 7.5 ve    °C sıcaklıkta 

 cAMP-dependent Protein Kinase (PKA), catalytic subunit (NEB 

P6000S) 

 200 M ATP 
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Uygulama 

Yaptı ımız   F  ekspresyon vektör  transfekte edildikten sonra Yetmiş iki saat 

ink be edilen H K 93   crelerinden   cre lizatı  azırlanıp bunun  iki miligramı 

sırası   F  i IP yöntemi ile çökt rmede kullanıldı. Çökt rme sonrası A G ba lı 

agaroz beads leri reaksiyon tamponu  ile yıkandı. Yıkamadan sonra beadsler 50l 

 X Kinaz Tamponunda çöz ld . T plerin  zerine   M ATP ilave edildikten sonra 

örnekler 30oC de   saat ink be edildi. İnk basyon sonunda Protein A G-Agaroz 

Beadslere ba lı proteinler santrifikasyon ile çökt r lerek lizis tamponu ile  ç kez 

yıkandıktan sonra final peletin  zerine    l -Merkaptoetanol içeren  X  D -

y kleme tamponu konuldu ve kaynayan suda 5 dakida tutulduktan sonra örnek 

vortekslendi. Santrif j edildi ve s pernatantın    l si %   luk  D -PAGE jelde 

elektroforeze tabi tutuldu. Proteinlerin gece boyu PVDF membrana transferinin 

ardından membran sadece PKA tarafından fosforile edilen proteinleri tanıyan “anti-

fosfo PKA substrat antikoru” (Cell  ignalling #9    ) ile işaretlendi ve film 

banyosunda gör nt s  alındı.  

 

3.18. Site-Directed Mutagenesis Yöntemi (Bölge-Spesifik Mutasyon Yöntemi) 

İnsan yabanıl tip   F  ekspresyon vektör   zerinde oluşturulmak istenilen Alanin 

(T 3 A,   3 A,  3  A) ve Glutamik asit (T 3  ,   3  ,  3   ) mutantları için 

 ttps:  www.genomics.agilent.com internet sitesi aracılı ıyla ilgili bölgelere ö zg  

mutagenez primer çiftleri dizayn edildi. Bu mutagenez primerlerinin dizileri 

aşa ıdaki gibidir: 

Alanin Mutantı Primerleri: 

 

T130A İleri 5'-agaagtcacgctatgaggcctcactgaatctgacc-3'  (35 mer; Tm:65) 

T130A Geri 5'-ggtcagattcagtgaggcctcatagcgtgacttct-3'  (35 mer; Tm:65) 

 

S235A İleri 5'-ctgcgcctgctcgccgaggacactg-3'   (25 mer; Tm:69) 

S235A Geri 5'-cagtgtcctcggcgagcaggcgcag-3'   (25 mer; Tm:69) 

 

S364A İleri 5'-tcccggatgggcgccctgcgggctcc-3'   (26 mer; Tm:76) 

S364A Geri    5'-ggagcccgcagggcgcccatccggga-3'   (26 mer; Tm:76) 
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Glutamik Asit Mutantı Primerleri: 

T130E İleri  5'-gggagaagtcacgctatgaggagtcactgaatctgaccaccaa-3'  

                                                                                                (43 mer; Tm:68) 

T130E Geri 5'-ttggtggtcagattcagtgactcctcatagcgtgacttctccc-3'  

        (43 mer; Tm:68) 

 

S235E İleri  5'-cagctgcgcctgctcgaggaggacactgacagc-3'  (33 mer; Tm:71) 

S235E Geri  5'-gctgtcagtgtcctcctcgagcaggcgcagctg-3'  (33 mer; Tm:71) 

 

S364E İleri 5'-gtcccggatgggcgagctgcgggctcccg-3'  (29 mer; Tm:75) 

S364E Geri 5'-cgggagcccgcagctcgcccatccgggac-3'  (29 mer; Tm:75) 

 

 

Uygulama 

  F  in mutant formlarını oluşturmak amacıyla yukarıda belirtilen primer çiftleri 

ile Hot tart DNA Polimeraz (Qiagen Cat.      ) enzimi kullanılarak PZR 

reaksiyonu gerçekleştirildi.  

 

Reaksiyon koşulları:  

1X Reaksiyon Tamponu,  

0,5 M final konsatrasyonunda ileri ve geri primerler 

1 pmol dNTP 

 ,   nite PFU DNA Polimeraz 

   ng kalıp plazmid 

Steril H2O.  

 

Reaksiyon    μl de kuruldu. Reaksiyon koşulları; ön denat rasyon 95oC de   

dakika, 3  döng  olmak  zere 95oC de   dakika,  7oC de   dk,  8oC de    dk, son 

uzama için 72oC de    dk ve da a sonrasında  oC de ∞ olarak belirlendi.  

Bu reaksiyon koşulu temel alınarak   F  in yukarıda belirtilen bölgelerine yönelik 

olarak tekli ve kombinasyonel mutantlarını içeren memeli ekspresyon vektörleri 

oluşturuldu. 
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3.19. Plazmidlerin Dpn-I Enzimi ile Kesilmesi 

Mutagenesis için mutant primerler   F  ekspresyon vektör  ile PZR 

amplifikasyonuna tabi tutulmuş ve reaksiyon  r nleri mutant plazmitleri seçmek 

için Dpn-I enzimi ile kesilmiştir. Kullandı ımız vektör plazmit GATC dizilerinden 

G metile vaziyettedir. Bu metillenmiş dizilere spesifik kesim yapan Dpn-I enzimi 

(Roche 10 742 988 001) metillenmiş yabanıl tip vektör  parçalarken in vitro 

ço altılan mutant plazmitleri kesmez.  

 

Dpn-I Enzim Kesimi Reaksiyon Koşulları: 

1x Reaksiyon tamponu, 

   μl  DM  r n  plazmid 

  μl Dpn-I enzimi 

Steril H2O 

Reaksiyon    μl de kurulmuş ve 37 oC de gece boyu ink basyona bırakıldı. 

 

3.20.  Dpn-I Kesimi Ür nlerinden Mutant Plazmidlerin Seçimi 

 Dpn-I enzim kesiminden kurtulan mutant vektörler  DH α ya transforme edilerek 

   mg ml konsantrasyondaki Amfisilinli agar petrilerine ekim yapıldı. Petriler 

geceboyu  37oC de ink be edildi.  rtesi g n oluşan koloniler seçildi ve  er biri 

geceboyu amfisilinli LB sıvı besiyeri ortamında 37oC de çalkalamalı et vde 

ço altılarak plazmid izolasyonları gerçekleştirildi.  

 

3.21.  E2F1 Geninin Mutasyon Yaratılan Bölgelerine Yönelik PZR 

Reaksiyonu 

Beklenen mutasyonları tanımlamak ve do rulamak için ilgili bölgelerin dizi 

analizini  anger yöntemi ile yapıp mutant vektörlerimizi seçtik.  

 

3.22.  PZR Ür nlerinin Temizlenmesi 

PZR veya enzim kesimi sonrası t p içerisindeki  r n dışı reaksiyon bileşenlerinin 

uzaklaştırılmasını sa layan p rifikasyon basama ı Invitrogen PZR P rifikasyon 

Kiti (    lik K3   -  ) kullanılarak uygulandı. 
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Uygulama 

1. PZR  r n n n  zerine 100 l B3 tamponu eklendi. 

2. Pipet ile biraz karıştırıldıktan sonra filtreli t plere aktarıldı. 

3.   .    rpm de   dk. santrif j edildi. 

4. Filtreli t p n altı boşaltılmadan  zerine 325 l Yıkama Tamponu 

eklendi. 

5.   .    rpm de   dk. santrif j edildi. 

6. Filtreli t p n altında biriken dökelti boşaltıldı.  

7.   .    rpm de   dk. kuru santrif j yapıldı. 

8.  onra filtreli t p  ,  ml  lik ependorf t plerine alındı. 

9. Üzerine 3  l el syon tamponu eklendi. 

10. Oda sıcaklı ında   dk bekletildi.  

11.   .    rpm de   dk. santrif j edildi ve filtreli t p atıldı. 

 

3.23.  DNA Dizi Analizi 

Dizi analizi reaksiyonları PZR  ystem 97   (Gene Amp ®) marka T ermal Cycler 

kullanılarak asa ıdaki programa göre yapıldı.  

 

3.23.1. Dizileme Reaksiyonu 

5X Tampon, Big Dye Terminator v3.1 (Cycle Sequencing Kit-Applied 

Biosystems), geri primer (3,  pmol), kalıp DNA ve H2O konularak final  acmi   μl 

olacak şekilde  azırlandı. 

 

3.23.2. Dizileme PZR Programı 

Ön denat rasyon 9 oC de   dk; denat rasyon, 96oC de    saniye; birleşme, 

50oC de   saniye, uzama,   oC de   dakika ve    döng  olacak sekilde ayarlandı. 

P rifikasyon işlemine kadar t pler +4oC de bekletildi. 
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3.24.  Dizi Analizi Yapılacak Amplikonların Temizlenmesi 

Dizileme reaksiyonu sonrası t p içerisindeki  r n dışı reaksiyon bileşenlerinin 

uzaklaştırılmasını sa layan p rifikasyon basama ı  tanol- Sodyum Asetat 

çökt rmesi yöntemiyle gerçekleştirildi. 

 

Uygulama 

1. Hazırlanan yeni  .  ml lik ependorf t plere  μl 3. M sodyum asetat 

(pH:4.6) konuldu.  

2. Üzerine 3 μl %99 so uk etanol ilave edildi.  

3. Bu karışımın  zerine amplifikasyon  r n n n tamamı eklendi ve 

vortekste karıştırıldı. 

4.    dakika buz  zerinde bekletildi.  

5.   re sonunda oda sıcaklı ında       rpm de    dakika santrif j edildi.  

Pipetle dökelti alınarak atıldı.  

6. Çökelti  zerine    μl %7  etanol ilave edildi.  

7. Oda sıcaklı ında       rpm de   dakika santrif j edildi. Tekrar dökelti 

pipetle alınarak atıldı.  

8. T plerin 10-   dakika karanlıkta kuruması beklendi.  

9. T pler kuruduktan sonra  zerine   μl formamid ilave edildi. T pler 

 afifçe vurularak karıştırıldı.  

10. Formamid eklenmiş olan dizileme reaksiyonu  r nleri t p (Applied 

Biosystems) içerisine alındı.  

11. T p n a zı septa (Applied Biosystems) ile kapatıldıktan sonra 9  oC de 

  dk. denat re edildi. 

12. Buzda   dk. bekletildikten sonra ABI Prism dizi analizi ci azına önekler 

y klendi. Da a sonra kapiller (Applied Biosystems), POP-  polimer 

(Applied Biosystems),  DTA içeren Buffer (  x) (Applied Biosystems) 

ile dizi analizi ci azında (ABI 3   Prism) 3  dk. y r t ld . 

13. Örnekler y r t ld kten sonra, ABI sequence analysis v3.  yazılım 

programında de erlendirildi.  

14.  onuçlar NCBI aracılı ıyla   F  cDNA dizisi referans alınarak diziler 

okundu ve mutasyonlar do rulandı.  
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3.25. MTT Canlılık/Proliferasyon Testi 

Kullanılan Sol syonlar: 

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

(MTT, AppliC em, A  3 ), belirtilen konsantrasyonda taze olarak PB  içerisinde 

çözd r ld  ve steril kabinde  ,   μm filtreden geçirilerek karanlıkta mu afaza 

edildi. 

 

3.25.1  H crelerin Ekimi ve FBS ile Muamelesi 

Kontrol, yabanıl tip ve mutant   F  eksprese eden   creler,   cre sayımı için 

tripsinize edildi. Her   cre grubu, T oma lamında sayılarak 3      cre kuyu     

μl besiyeri olacak şekilde   tekrar ve   sıra  alinde 9  kuyulu k lt r kabına ekimi 

gerçekleştirildi. H creler %   FB  içeren DM M besi ortamı içerisinde 37oC 

sıcaklık ve %  CO   li  k lt r ortamına alındı ve gece boyu ink be edildi. Ertesi 

g n FB  içeren DM M uzaklaştırıldı ve serum içermeyen besiyeri eklenerek    

saat boyunca ink basyon gerçekleştirildi. 24.c  saat sonunda serumsuz besiyeri 

uzaklaştırıldı ve kuyulara %10 serumlu besiyeri eklendi. 24, 48 ve 72 saat 

ink basyondan sonra MTT protokol  uygulanarak spektrofotometrik ölç mleri ve 

istatistiksel analizleri gerçekleştirildi.  

 

3.25.2. H crelerin MTT ile Muamelesi, Ölç m  ve İstatistiksel Analizi 

9  kuyulu k lt r kabındaki   crelere,     μl besiyeri varlı ında    μl MTT 

sol syonu (5 mg/ml) eklendi ve 3 saat 37oC  de tutuldu.   re sonunda besiyeri 

uzaklaştırıldı ve     μl DM O ( igma) eklendi,    dakika çalkalandıktan sonra test 

    nm, referans  9  nm dalga boylarında spektrofotometrik ölç m yapıldı. Elde 

edilen verilerin analizleri Prism Grap Pad programları kullanılarak de erlendirildi. 

 onuçlar normalize edilerek ve ± standart  ata de erleri belirlenerek gösterildi.  

 

3.26. İmm nfloresan Sitokimya Yöntemi 

H cre k lt rasyonu için   kuyucuklu k lt r kapları kullanıldı.   kuyucuklu 

petrilere lamel yerleştirildi (Menzel-Glaser   x  mm).  terilli in sa lanması için 

gece boyu UV ışık altında bekletildi. H cre sayımı için   creler tripsinize  edildi ve 

Thoma lamı kullanılarak   cre sayısı belirlendi. Kuyu başına bir milyon   cre 
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ekildi. Kontrol, yabanıl tip ve mutant   F  eksprese eden H K 93   creleri, %10 

FB  içeren DM M besi ortamı içerisinde 37oC sıcaklık ve %  CO2  li k lt r 

ortamına alındı ve gece boyu ink be edildi.  rtesi g n FB  içeren DM M 

uzaklaştırıldı ve serum içermeyen besiyeri eklenerek   creler    saat boyunca 

ink be edildi. İnk basyon sonunda   creler %   FB  içeren DM M besiyeri ile 

muamele edildi.   . saat sonunda   crelerin imm nositokimya boyaması 

gerçekleştirildi. 

 

Kullanılan Sol syonlar: 

Bloklama Sol syonu: Lab Vision ™ Ultra V Block (Cat. TA-125-UB) 

Kapatma Sol syonu: Vecta  ield® Mounting Medium For Fluorescence Wit  

DAPI (Vector Cat. H-1200) 

Metanol:  Absolut Metanol (Merck) 

 

Uygulama 

1.   kuyulu ve tabanında lamel bulunan   crelerin  zerindeki besiyeri 

çekilerek uzaklaştırıldı  

2. Üzerine  ,  ml so uk metanol (Merck) eklenerek -20oC  de    dakika 

fiksasyon yapıldı.  

3.   re sonunda metanol çekilerek uzaklaştırıldı ve 3 kere   er dakika PB  

ile yıkandı.  

4. Lameller, kuyulardan alınarak   creleri bulunduran y zey  ste gelecek 

şekilde lamların  zerine konuldu. 

5. Lamellerin etrafı PAP-Pen (Sigma-Aldrich Z377821-  A) ile çizildi. 

6. Bloklama için lamellerin  zerine     μl bloklama sol syonu eklendi ve 

oda sıcaklı ında    dakika tutuldu.  

7.   re sonunda bloklama sol syonu uzaklaştırıldı ve     μl primer 

antikor sol syonu eklenerek iki saat ink be edildi. Primer antikor 

sol syonu, anti-Ki 7 (BD,      3), antikor sulandırma sol syonu 

(Abcam) içerisinde  :    oranında sulandırılması ile  azırlandı.  

8. İnk basyondan sonra antikor sol syonu uzaklaştırıldı ve 3 kere   er 

dakika PB  ile yıkama yapıldı.  



56 

 

9. Bu işlemden sonra lameller karanlık bir ortama alındı ve  işlemler 

karanlıkta yapıldı. 

10.     μl sekonder antikor sol syonu eklenerek oda sıcaklı ında   saat 

tutuldu.  ekonder antikor sol syonu,  anti-mouse Alexa Fluor 594 

(Jackson ImmunoResearc ) antikorunun  :    oranında PB  içinde 

sulandırılması ile  azırlandı.  

11.   re sonunda sekonder antikor sol syonu uzaklaştırıldı ve   creler 3 

kere    er dakika PB  ile yıkandı.  

12. Lameller içerisinde DAPI bulunan kapatma sol syonu ile lam  zerine 

kapatıldı. 

13. İşaretlenmeler Olympus marka BX61 model floresan mikroskobi 

aracılı ıyla gör nt lendi.  

 

3.27. Gerçek Zamanlı PZR Hazırlı ı ve PZR Yöntemi 

Hedef biyomolek llerin sadece protein d zeyinde de il mRNA d zeyinde de  

de işimlerini tanımlamak için Gerçek Zamanlı (Real-Time) PZR gerçekleştirildi. 

 

3.27.1. Total RNA İzolasyonu 

Total RNA izolasyonu için Hig  Pure RNA Isolation Kit (Qiagen cat.    8 8     

   ) kullanıldı. K lt re edilen   crelerin besiyeri uzaklaştırıldı.  X PB  ile 

yıkandıktan sonra   creler     l PB  içerisinde petriden kaldırıldı. Bu işlemden 

sonra kitin önerdi i protokol uygulandı.  

 

 Uygulama: 

1. PB  ile kaldırılan ve t pe alınan   crelerin  zerine     l  

Lizis Ba lama Tamponu eklendi.  

2.    saniye vortex yardımıyla karıştırıldı.  

3. Bu s spansiyon da a sonra filtreli kolona aktarıldı ve 8,   xg  de    

saniye santrif kasyon gerçekleştirildi.  

4.  antrif j basama ından sonra  er bir t p n  zerine     l DNAse I 

İnk basyon Tamponu içerisinde çöz len DNAseI eklendi.  

5. Oda sıcaklı ında    dakika ink basyona bırakıldı.  
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6. İnk basyondan sonra t p n  zerine 500 l Yıkama Tamponu eklendi. 

7. 8,   xg  de    saniye santrif kasyon gerçekleştirildi.  

8. İkinci yıkama işlemi için yine t plerin  zerine     l Yıkama Tamponu 

eklendi. 

9. 8,   xg  de    saniye santrif kasyon gerçekleştirildi.  

10. Kolonların  zerine    l  l syon Tamponu eklendi. 

11. Oda sıcaklı ında   dakika bekledikten sonra 8,   xg  de   dakika 

santrif kasyon işlemi gerçekleştirildi.  

12. Toplama t p nde biriken total RNA lar cDNA eldesi için -80oC de 

saklandı. 

 

3.27.2. cDNA Elde Edilmesi 

Total RNA izolasyonundan sonra cDNA k t p anesi oluşturmak için Transcriptor 

Hig  Fidelity cDNA  entez Kiti (Roc e Cat.    8  9      ) kullanıldı.  

 

 Uygulama: 

1.  5l Total RNA, 2l Random Hekzamer Primer ve 4,4l H2O bir t pe 

konuldu. 

2.   65oC de    dakika ink be edildi. 

3. T p n  zerine  l 5X Buffer, 0,5l Protector Rnase İn ibitor,  l 

Deoxynucleotide Mix, 1l DTT ve 1.1l Reverse Transcriptase eklendi.  

4.   45oC de 3  dakika ink basyona tabi tutuldu.  

5.   Örnekler -20oC ye kaldırıldı. 

 

3.27.3. Gerçek Zamanlı PZR Yöntemi 

Tez çalışmasında incelenen genlerin ekspresyon d zeyi  YBR Green Kit (Qiagen 

cat. No: 204143 ) ve LightCycler 480 (Roche) platformunda analiz edildi. 

Ço altılmak istenen  edef genlerin tespiti için genlere özg  primerler kullanıldı. 

Reaksiyon sırasında ço alan gen  r nlerinin saptanabilmesi için  YBR Green 

floresan molek l kullanıldı. Göreceli gen ifadesinin normalizasyonu GAPDH geni 

kullanılarak gerçekleştirildi. Genler için tasarlanan spesifik primerler aşa ıdaki 

gibidir. 
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Kazpaz 3 Primerleri: 

5'-TTGTGGAATTGATGCGTGAT-3'   (20 mer; Tm:60) 

5'-GGCTCAGAAGCACACAAACA-3'   (20 mer; Tm:60) 

  

CREB Primerleri: 

5'-GGAGCTTGTACCACCGGTAA-3'   (20 mer; Tm:60) 

5'-GCATCTCCACTCTGCTGGTT-3'   (20 mer; Tm:60) 

 

GAPDH Primerleri: 

5'-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3'   (20 mer; Tm:60) 

5'-GGCATGGACTGTGGTCATGA-3'   (20 mer; Tm:60) 

  

Gerçek zamanlı PZR yönteminde kullanılan koşullar: 9 oC de 10 dk pre-

ink basyon,    döng  olacak şekilde 94oC de  5 saniye denat rasyon, 54oC de 

yapışma 30 saniye ve 72oC de 30 saniye uzama.  

 

Gen ifadelerinin  esaplanması ve de erlendirilmesinde  -ΔΔCt   metodundan 

faydalanıldı. PZR reaksiyonunun veriminin y zde y z oldu unu varsayan bu 

metoda göre ifade d zeyleri aşa ıdaki form lle  esaplanmaktadır.  

 

ΔΔCt = (Cthedef-Ctref) örnek – (Cthedef-Ctref) kontrol           (Ct: cycle 

treshold)  

 

2-ΔΔCt = 2- [(Cthedef -Ctref) örnek – (Cthedef -Ctref) kontrol] 

  

 

 

Form lden de anlaşılabilece i gibi  edef genin Ct sinin referans genin Ct sine 

böl nmesi, örnekler arasındaki de işimlerin normalize edilmesini sa lamaktadır . 
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Böylece, gen ifade d zeyinden kaynaklanmayan olası Ct farklılıkları elimine 

edilmektedir.  

 

PZR koşumunu takiben,  edeflenen genler dışında bir  r n n ço almadı ından ve 

primer dimerlerinin oluşmadı ından emin olmak için ‘erime e risi analizi  (melting 

curve analysis) gerçekleştirildi. Bunun için örnekler, 55°C den 9  °C ye kadar 

saniyede  ,  °C artan bir ısı y kselmesine tabi tutulurlar. Bu s reçte, PZR 

 r n n n bileşenine ba lı olarak, yaklaşık 7 -8  °C aralı ında erime e rileri ortaya 

çıkmaktadır.  

 

3.28. Sisplatin Sitotoksisite Testi  

 isplatin sitotoksisite testi için  93T, H  99, LNCaP ve PC3   cre  atları 

kullanıldı. Bu   cre  atları yabanıl tip   F  ve   F  mutant plazmidler ile ters 

transfeksiyon işlemine tabi tutuldu. Transfeksiyon işleminden sonra   creler 

sisplatin ile muamele edildi.  

 

3.28.1. Ters Transfeksiyon Yöntemi 

Yabanıl tip ve mutant   F  plazmidlerin konsantrasyonları ölç ld . Final 

konsantrasyonu 8 ng/l olacak şekilde serumsuz besiyeri içerisinde çöz ld . 

Negatif kontrol olarak salmon spermi kullanıldı. 9  kuyucuklu platelerde  er bir 

plazmid için yatay d zlemdeki her 10 kuyuya 25 l ilgili plazmidi içeren serumsuz 

besiyeri eklendi. 

  

Lipofektamin ® Transfeksiyon  ol syonu (T ermo-Fisher Cat. 18324012) 

serumsuz besiyerinde final konsantrasyonu 1,2 l/ 100 l olacak şekilde 

sulandırıldı. Plazmidleri da a önce konulan kuyulara bu sol syondan    l/well 

şeklinde da ıtıldı. 

 

Plazmid ve lipofektamin içeren plateler oda sıcaklı ında 3  dakika ink basyona 

bırakıldı.  
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İstenilen   cre  atları tripsinize edilerek kaldırıldı. T oma lamı aracılı ıyla   cre 

sayımı gerçekleştirildi. %   FB  li besiyeri içerisinde final konsantrasyonu     

h/l olacak şekilde sulandırıldı. Her bir kuyuya bu dil syondan    l konuldu. 

H creler 24 saat 37oC sıcaklık ve %  CO2  li k lt r ortamında ink basyona 

bırakıldı. 

 

3.28.2. H crelere Sisplatin Muamelesi 

Transfekte edilen   crelerin  er bir yatay   kuyusuna   g well olacak şekilde 

serum fizyolojik içinde çöz len sisplatin verildi. Di er yatay   kuyu kontrol olarak 

kullanıldı. 

 

3.28.3. Canlılık Testi 

 isplatin muamelesinden sonra   crelerin canlılı ını ölçmek için MTT yöntemi 

kullanıldı. MTT yöntemi da a önce 3.  .  de açıklandı ı gibi uygulandı.  

 

3.29. Glukoz Alınım Testi 

H crelerin dış ortamdaki glukoz alım miktarının tespiti için glukoz alınım kiti 

(Cayman-Cell Based Glucose Uptake Assay Kit) kullanıldı.  

 

 Uygulama 

1. Kontrol, yabanıl tip ve mutant   F  eksprese eden   creler,   cre 

sayımı için tripsinize edildi. Her   cre grubu, T oma lamında sayılarak 

       cre kuyu     μl besiyeri olacak şekilde 3 tekrar olarak 9  

kuyulu k lt r kabına ekimi gerçekleştirildi. H creler %   FB  içeren 

DM M besi ortamı içerisinde 37oC sıcaklık ve %  CO   li k lt r 

ortamına alındı ve gece boyu ink be edildi.  

2.  rtesi g n   crelerdeki besiyeri uzaklaştırıldı ve   creler     l glukoz 

bulunmayan besiyeri ile yıkandı.  

3. Her kuyuya       oranında glukoz bulunmayan besiyerinde 

sulandırılmış floresan işaretli glukoz analogu olan  -NGBD (2-deoksi-2-

((7-nitro-2,1,3-benzoksadiazol-4-yl)-D-glukoz) karışımdan    l 



61 

 

eklendi. Bu aşama ve sonraki aşamalar m mk n oldu unca karanlık 

ortamda gerçekleştirildi.  

4. H creler 3  dk. 37oC sıcaklık ve %  CO   li %9  nemli k lt r 

ortamında ink be edildi. 

5.   re sonunda glukoz analo u içeren besiyeri uzaklaştırıldı ve   creler 

    μl cell based buffer ile   kez yıkandı.  

6. Yıkama sonrasında   crelerin  zerine     l cell based buffer eklenerek  

floresan özellikli plate okuyucuda (T ermo Fluoroskan Ascent ™ FL 

Microplate Flurometer) plate okutuldu. (eksitasyon/emisyon=485/535 

nm) 

 

3.30.  Kaspaz 3 Aracılı Apoptoz İnd ksiyonunun Analizi 

Yabanıl tip ve mutant   F  proteinlerinin kaspaz 3 apoptotik indeksinin 

berlirlenmesi için Kaspaz-3/CPP32 Kolorimetrik Assay (BioVision Cat.K106-25) 

kiti kullanıldı. 

 

 Uygulama 

1. Yabanıl tip ve mutant   F  plazmidini devamlı olarak bulunduran 

HEK293   cre klonlarından   cre lizatı   kitin içinden çıkan lizis 

tampon ile  azırlandı.  

2. 150 g protein 50l H cre Lizis Tamponunun içinde çöz ld .  

3. Örnekler 9 -well plate in  er kuyusuna bir örnek konulacak şekilde  er 

örnekten  ç tekrar  azırlandı.. 

4. Her bir kuyuda bulunan lizatının  zerine    mM DTT içeren   l 2X 

Reaksiyon bufferı eklendi. 

5. Her bir kuyuya 4mM DEVD-pNA substratı eklendi. 

6. 37oC de bir buçuk saat ink be edildi.  

7.  LI A plate okuyucu da     nm de okutuldu.  

8. İstatistiksel Analizleri yapıldı. 
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3.31.  Grafikler ve İstatistiksel Analizler 

Western Blot yönteminde elde edilen sonuçlar İmage J programı ile analiz edildi. 

Grafikler, Grap Pad Prism programı ile oluşturuldu. İstatiksel analizler yine 

Grap Pad Prism programı aracılı ıyla yapıldı. 
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4. BULGULAR 

H cre proliferasyonu s recinde  önemli rol oynayan   F  in   er zaman  er şartta 

aktif olmayaca ını ve dolayısıyla bu proteinin post-translasyonel modifikasyonla 

d zenlenmesi gerekti ini öngörd k. İnsan   F  aminoasit dizisini biyoinformatik 

olarak inceledi imizde,  ç adet m kemmel derecede korunmuş konsensus PKA 

fosforilasyon motifi (RXXS/T veya RRXS/T) barındırdı ını belirledik (Şekil  . ). 

Bu motiflere göre, potansiyel PKA fosforilasyon bölgeleri  RY T130, RLLS235 ve 

RMGS364 dizileri içerisindedir. Ancak, bu dizilerin bir proteinde bulunması mutlaka 

PKA tarafından fosforile edilece i anlamına gelmez. E2F  in, post-translasyonel 

d zenlenmesinde, PKA nın rol  olup olmadı ını belirlemek adına, bir dizi 

biyokimyasal ve genetik çalışmalar yaptık. Bu ba lamda ilk olarak insan   F  

geninin ökaryotik ekspresyon vektör n  oluşturduk ve fosforilasyonunu gösterdik. 

Ardından bu bölgeye spesifik oluşturulan mutasyonların   F  in fonksiyonuna 

olan etkilerini test ettik. 

Şekil 4.1.  E2F1 aminoasit dizisinde bulunan muhtemel PKA fosforilasyon bölgeleri   
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4.1. Çeşitli İnsan Kanser H cre Hatlarında Endojen E2F1 Ekspresyonunun 

Gösterilmesi 

Proje çalışmamızda ilk olarak elimizde mevcut bulunan   cre  atlarının endojen 

  F  ekspresyonlarına Western Blot yöntemiyle baktık. Şekil  .  de gör ld    

gibi farklı   cre  atlarında farklı   F  ekspresyonları  gör lmektedir.  n y ksek 

E2F1 ekspresyonunu metastatik meme kanseri   cre  attı olan MDA-MB231 

  crelerinde görd k. Bu durum,   F  in bu   cre  attının proliferasyon   ızı ve 

metastatik kapasitesi ile ilişkili oldu unu d ş nd rmektedir.   

 

Şekil 4.2.  Western Blot yöntemi ile h cre hatlarında E2F1 ekspresyon seviyelerinin 

gösterilmesi. Blotlar,   F  ve GAPDH antikorları ile işaretlenip,   F  ekspresyon 

seviyelerinin belirlenmesi için  er bir örne in   F  bant intensitesi, aynı blot 

 zerindeki GAPDH bant intensitesine oranlandı. Bant intensitelerin in belirlenmesinde 

ImageJ, grafik oluşturulmasında Grap Pad Prism yazılımlarından faydalanıld ı. (IB: 

İmm noblot)  

 

4.2. İnsan E2F1 Ekspresyon Vektör n n Oluşturulması 

Altı farklı insan   cre  attında yaptı ımız Western Blot analizi ile en y ksek   F  

ekspresyonunun MDA-MB 3    cre  attında oldu unu gözledi imizden insan 

  F  ekspresyon vektör n n oluşturulması için mRNA kayna ı olarak bu   cre 

 attından faydalandık. Bunun için öncelikle MDA-MB 3    cre  attından cDNA 

k t p anesi elde ettik, ardından   F  cDNA sını ço altıp pcDNA3. B plazmid 

iskeleti içerisine klonladık. 
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4.2.1.  MDA-MB 231 H crelerinden RNA Eldesi 

cDNA k t p anesi oluşturmak amacıyla kullanılacak total RNA, MDA-MB 231 

  cre  attından izole edilip RNA örnekleri agaroz jelde y r t ld . Şekil  .3 de, 

RNA agaroz jel gör nt s  verilmiştir.  

 

Şekil 4.3.  RNA izolasyonu sonrası elde edilen RNA’ların gör nt lenmesi .MDA-MB 231 

  crelerinden elde edilen total RNA nın % ,  agaroz jelde gösterilmesi. Agaroz jel 

gör nt s   zerinde,  8  ve  8  RNA bantları işaretlenmiştir.  

 

4.2.2. MDA-MB 231 H crelerinden cDNA Elde Edilmesi 

MDA-MB- 3    cre  attından elde edilen RNA kullanılarak, cDNA k t p anesi 

elde edildi ve reaksiyon  r n  %  agaroz jelde y r t ld . (Şekil  . )  
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Şekil 4.4.  MDA-MB 231 h crelerinden elde edilen cDNA k t phanesinin %1 agaroz jelde 

gösterilmesi. Agaroz jel  zerinde fragment uzunluklarını gösteren marker 

işaretlenmiştir. 

 

4.2.3.  cDNA K t phanesi Kullanılarak E2F1 cDNA’sının Polimeraz Zincir 

Reaksiyonu (PZR) ile Amplifiye Edilmesi 

MDA-MB- 3  cDNA k t p anesi kullanılarak, yöntemler böl m nde belirtilen 

primerlerle   F  cDNA sı,   farklı polimeraz zincir reaksiyon koşulunda amplifiye 

edildi. Şekil  .  de, elde edilen PZR  r nlerinin %  agaroz jelde y r t lme sonucu 

verilmiştir. Buna gore, denedi imiz beş farklı koşulun dörd nde, olması gerekti i 

gibi  33  n kleotid uzunlu undaki   F  cDNA sını ço altabildik.  
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Şekil 4.5.  PZR yöntemi ile E2F1 cDNA amplifikasyonunun %1 agaroz jelde gösterilmes i. 

PZR koşulunun optimizasyonu için,   farklı PZR şartı denendi. (-) kontrol, primerlerin  

bulundu u fakat cDNA k t p anesinden kalıp DNA eklenmemiş örnek.  

 

4.2.4. PZR ile Amplifiye Edilen E2F1 Geninin DNA Dizi Analizi İle 

Do rulanması 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile amplifiye edilen E2F1 geninin DNA dizi analizi 

ile do rulaması yapıldı (Şekil  . ). 
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Şekil 4.6.   E2F1 cDNA’sının DNA dizi analizi ile do rulanması  
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4.2.5.  pcDNA3.1(B) Ekspresyon Vektör  ve Çoklu Klonlama Bölgesi 

4.2.5.1. Stok pcDNA3.1(B) plazmidinin kontrol edilmesi 

 limizde mevcut olan içerisine insan   F  genini klonlamayı planladı ımız 

pcDNA3. (B) plazmidinin intaktlı ı kontrol edildi.  tokta bulunan plazmid %  lik 

agaroz jelde y r t lerek y r me paterni incelendi (Şekil 4.7). 

 

 

Şekil 4.7. Mevcut stok pcDNA3.1(B) plazmidlerin %1 agaroz jelde gösterilmesi. pcDNA 

plazmid inin agaroz jelde y r t lmesi sonucunda, yapısal b t nl   n  korudu unu 

gösterir şekilde  bant gör n mleri elde edilmiştir.  
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4.2.5.2.pcDNA3.1(B) Ekspresyon Vektör n n ve Çoklu Kesim Bölgesinin 

Haritası 

 

 

Şekil 4.8.  Ekspresyon vektör n n ve içerdi i çoklu kesim bölgesinin haritası  . pcDNA3.1B 

plazmid inin  aritası ve enzim kesim bölgeleri T ermo Fis er kullanma kılavuzundan 

alınmıştır.  ttps:  www.t ermofis er.com order catalog product V38     
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4.2.6.  pcDNA3.1(B) Ekspresyon Vektör n n Klonlama İşlemi İçin 

Hazırlanması 

%  lik agaroz jelde y r t l p b t nl   n  korudu undan emin olunan ve 

 .Coli nin DH  suşuna transforme edilip ço altılan pcDNA3. (B) plazmidi 

konvansiyonel plazmid izolasyon yöntemi ile elde edildi,  coRI enzimi ile kesildi 

(Şekil  .9) ve CIAP (Calf İntestin Alkalen Fosfataz) ile plazmid uçlarındaki 

fosfatlar uzaklaştırıldıktan sonra ligasyon için  azır  ale getirildi.  

 

 

Şekil 4.9. E.coli DH5 suşunda ço altılıp izole edilen pcDNA3.1(B) plazmidinin EcoRI ile 

kesilmiş formunun %1 agaroz jelde gösterilmesi. Enzim kesimine u ratılmış plazmid  

lineer  ale geldi i için, tek bant gör n m  elde edilmiştir.   

 

4.2.7.  Klonlanmış pcDNA3.1(B) Vektörlerinin Bakteriye Aktarımı ve 

Ço altılması 

Vektör ve   F  cDNA sının  coRI kesim  r nleri T  DNA Ligaz ile ligasyona 

tabii tutuldu. Ligasyon sonrası oluşan plazmidler   .coli DH  suşuna aktarıldı. 
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Ço altılan plazmidler konvansiyonel izolasyonla elde edilip %  agaroz jelde 

gör nt lendi (Şekil  .  ). 

 

 

Şekil 4.10. Ligasyon sonrası E2F1 cDNA insert n  içeren vektörlerin %  1 agaroz jelde 

gör nt lenmesi.   F  cDNA sı ve pcDNA3. B vector iskelet inin ligasyon 

reaksiyonunun  %  agaroz jelde gösterilmesi sonucunda b t nl   n  korumuş (intakt) 

plasmid yapıların ın agaroz jel gör nt s  

 

4.2.8.  Klonlanmış pcDNA3.1(B) Vektörlerinin Belirlenmesi 

Ligasyon sonrası bakteriyel transformasyon aracılı ıyla ço altılmış plazmidler 

 coRI ile kesildi inde   F  cDNA sı ile uyumlu ( 33 bç uzunlukta) bantlar %  

agaroz jelde belirlendi (Şekil  .  ). 
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Şekil 4.11. Ligasyon sonrası  EcoRI enzim kesimi ile kontrol . Ligasyon  r n  ile transforme 

edilmiş bakterilerden izo le edilen plazmid ler,  coR  enzimi ile kesime tabi tutulup, 

kesim  r nleri agaroz jelde y r t ld . İnsert(+),  33 bç uzunlu undaki   F  bandının  

gözlendi i; insert(-)  33 bç uzunlu undaki bandın gözlenmedi i ö rnekler.  

 

 
 

4.2.9.  E2F1 cDNA’sı Klonlanmış pcDNA3.1(B) Vektör nde İnsert Yön n n 

Belirlenmesi 

  F  cDNA sı  coRI fragmenti olarak klonlandı ı iç in teorik olarak bu 

reaksiyondan  em anlamlı (sense)  em de anlamsız (anti-sense) yönde klonlama 

m mk nd r. Bu i timal göz ön ne alındı ında klonlamanın yön n  belirlemek için 

X oI enzimi kullanıldı. Ç nk , plasmidin     . ve   F  cDNA sının    3. 

pozisyonunda X oI kesim bölgesi vardır. Anlamsız oriyentasyonda ligasyon yapan 

insert bu kesimden  3   baz çifti uzunlu unda bant oluşturmaktadır. Bu iş için 

 coRI kesimi ile insert varlı ını gösterdi imiz insert içeren örnekler X oI ile 

kesildi. Kesim örnekleri %   agaroz jelde y r t l p gör nt lendi (Şekil  .  ). 
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Şekil 4.12.  pcDNA3.1(B) vektör ne klonlanan insan E2F1 cDNA’sının do ru 

oryantasyonunun belirlenmesi. pcDNA3. (B) vektör ne klonlanan insan   F  

cDNA sın ı anlamlı (sense) ve anlamsız (anti-sense) oriyentasyonda bulunduran 

plazmid lerin XhoI ile kesiminden elde edilen fragmentlerin %2 agaroz jeldeki 

gör nt s  

 

4.3.  İnsan E2F1 Ekspresyon Vektör nden Protein Ekspresyonunun 

Gösterilmesi 

İnsan   F  cDNA sının pcDNA3. (B) vektör ne klonlanmasının ardından anlamlı 

(sense) vektörden protein ekspresyonunun olup olmadı ının gösterilmesi gereklidir. 

Bunun için konvansiyonel plazmid izolasyonu ile ekspresyon vektör  y ksek 

konsantrasyonda elde edildi.  lde edilen plazmidler H K 93   crelerine transfek te 

edildi ve 72 saat sonra vektör bulunduran ve bulundurmayan   crelerden lizat 

toplanarak western blot analizi yapıldı. Şekil  . 3 de gör ld    gibi klonlanan 

vektörler  başarılı bir şekilde   F  protein ekspresyonu sa lamaktadır.  
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Şekil 4.13.  HEK293 h crelerinde insan E2F1 ekzojen ekspresyonunun Western Blot 

yöntemiyle gösterilmesi. Üst panel   F , alt panel GAPDH işaretlemesi.   F  bant 

intensitesi, aynı blot  zerindeki GAPDH bant intensitesine oranlandı. Bant 

intensitelerinin belirlenmesinde ImageJ, grafik oluşturulmasında Grap Pad Prism 

yazılımlarından faydalanıld ı.   

 

4.4.  İnsan E2F1 Y ksek Ekspresyonu Gösteren HEK293 H cre Hatlarının 

Oluşturulması ve Seçilmesi 

Yarattı ımız yabanıl tip   F  ekspresyon vektör nden eşit seviyede ekspresyon 

gösteren kolonileri saptamak için tek koloni seçimi gerçekleştirildi. Tek   creden 

koloni oluşturan   creler petriye alındı. Tek   creden köken alan ve yeterli sayıya 

gelen   creler pasajlandı ve ikinci petrinin ertesi g n lizatı alındı. Farklı 

  crelerden köken alan  atlarda   F  ekspresyon seviyesi Western Blot yöntemi 

ile gösterildi (Şekil  .  ).  
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Şekil 4.14. Tek koloniden oluşan HEK293-E2F1 h cre hatlarındaki E2F1 ekzojen 

ekspresyonunun Western Blot yöntemiyle gösterilmesi . E2F1 ekspresyon seviyeleri, 

aynı blot  zerindeki GAPDH ekspresyon seviyelerine oran lanmıştır. (IB:İmmunoblot, 

K.Koloni) 

 

4.5. Y ksek E2F1 ekspresyonu gösteren HEK293 (K6) H crelerde 

Forskolin Muamelesi ile Zamana Ba lı E2F1 Protein D zeyinin 

Belirlenmesi 

Forskolin, Hint Kolyoz bitkisinden izole edilen bir diterpenoid olup,   cre içi 

cAMP miktarını arttırarak PKA aktivite artışına neden olmaktadır (Alasbahi ve 

Melzig 2012). PKA aktivitesinin,   F  ile stabil transfeksiyona u ratılmış H K 93 

  crelerinde   F  ekspresyon seviyesine olan etkilerini belirlemek için,   creler 

farklı s reler boyunca Forskolin ile muamele edilip   F  ekspresyon seviyesi 

western blot ile incelendi. Bunun için, öncelikle k lt r kabını %7  oranından 

kaplayan transfekte H K 93   creleri,   cre sinyalizasyonunu minimum d zeye 

çekmek amacıyla serum bulunmayan ortamda    saat ink be edildi. İnk basyondan 

sonra   creler literat rde belirtilen    M final konsantrasyonunda olacak şekilde 

forskolin ile muamele edildi. H crelerin  . saatte, 4., 8., 16., 24., 36. ve 48. saatte 

lizatları alındı. Bu çalışmanın sonucuna göre  . saatte   F  seviyesi azalmaya 

başlarken, en d ş k seviye  .  aatte gör lmektedir (Şekil  .  ). Bu sonuç bize, 

forskolin ile aktive edilen yola ın   F  degredasyonuna yol açtı ını 

d ş nd rm şt r.  
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Şekil 4.15. HEK293+E2F1 (K6) h crelerinde zamana ba lı forskolin muamelesinde E2F1 

d zeylerinin Western Blot yöntemiyle gösterilmesi. Farklı s reler boyunca forskoline 

tabi tutulan   crelerden toplanan lizatlarda   F  işaretlemesi ve aynı blotlarda GAPDH 

işaretlemesi yapılıp,   F  sinyal intensiteleri GAPDH sinyallerine oranlanarak 

normalizasyon sa lanmıştır.  

 

4.6. PKA İnhibitör ’n n Forskolin Aracılı E2F1 Degredasyonuna Olan 

Etkisinin Belirlenmesi 

Forskolin muamelesinin transfekte H K 93   cre  atlarında   F  seviyesi  zerine 

gösterdi i etkinin PKA aracılı ıyla olup olmadı ını anlamak için aynı deney PKA 

İn ibitör  varlı ında gerçekleştirildi. Belirtilen saatlerde alınan   cre lizatlarındaki 

  F  protein seviyeleri western blot yöntemiyle gösterildi. PKA in ibitör n n, 

forskolinin neden oldu u   F  protein miktarı de işiminin engellendi i gözlendi 

(Şekil  .  ). 
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Şekil 4.16. HEK293+E2F1 (K6) h crelerinde zamana ba lı PKA İnhibitör  varlı ındaki 

forskolin muamelesinin E2F1 d zeyleri  zerine etkisinin Western Blot yöntemiyle 

gösterilmesi. PKA in ib itör  varlı ında farklı s reler boyunca forskoline tabi tutulan 

  crelerden toplanan lizat larda   F  işaretlemesi ve aynı blotlarda GAPDH 

işaretlemesi yapılıp,   F  sinyal intensiteleri GAPDH sinyallerine oranlanarak 

normalizasyon sa lanmıştır.  

 

4.7. Ektopik E2F1 Ekspresyonu Yapan HEK293 H crelerinde E2F1 ve 

PKA’nın Birbirine Ba lanmasının İmm npresipitasyon ile 

Gösterilmesi 

 Proteinlerin fosforile olabilmeleri için birbirleri arasında direkt bir interaksiyon 

olması gerekmektedir. Bu nedenle birbirine ba lanan iki protein 

imm npresipitasyon ve proteinlere spesifik antikorlar kullanılarak Western Blot 

aracılı ıyla gösterilebilmektedir. Bu nedenle ektopik   F  ekspresyonu gösteren 

H K 93 (K )   crelerinde   F  antikoru aracılı ıyla imm npresipitasyon 

gerçekleştirildi. Örnek y r t l p, PVDF membrana transfer edildikten sonra PKA 

antikoru ile işaretlendi. Aynı şekilde aynı   cre lizatlarından PKA antikoru 

aracılı ıyla imm npresipitasyon gerçekleştirilerek bu sefer de   F  antikoru ile 

işaretlendi. Proteinlerin pozisyonları yanlarında y r t len lizatların işaretlenmesi ve 

molek ler b y kleri aracılı ıyla do rulandı.   F -PKA ba lantısı Şekil  . 7 de 

gör lmektedir. 
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Şekil 4.17. E2F1 ve PKA’nın fiziki olarak ba lanmasının imm nopresipitasyon ve Western 

Blot yöntemleri aracılı ıyla gösterilmesi Control: Forsko lin muamelesi yapılmamış, 

Forskolin : bir saat Forskolin muamelesi yapılmış   crelerden elde edilen 

immunpresipitasyon örnekleri, Lizat: İmmunpresipitasyon yapılmamış   cre lizatı, IP: 

İmm nopresipitasyon, WB: Western Blot 

4.8. E2F1’in PKA Tarafından Fosforile Edilmesinin Gösterilmesi 

  F  ve PKA nın fiziki olarak birbirine ba landı ını gösterdikten sonra PKA nın 

in vitro şartlar altında   F  i fosforile edip etmedi inin gösterilmesi gerek irdi.  Bu 

amaçla imm nopresipitasyon yöntemi ile çökt r len   F  proteinleri ve ticari 

olarak satın alınan PKA katalitik alt  nitesi in vitro kinaz reaksiyonuna tabi tutuldu. 

Fosforilasyon reaksiyonu sonrası proteinler  D -PAG  de y r t l p PVDF 

membrana aktarıldı. Membrana aktarılan proteinler PKA nın fosforile etti i 

substratlara spesifik olan antikor ile işaretlendi. Şekil  . 8 de gör ld    gibi aktif 

PKA enzimi yabanıl tip   F1 i fosforile etmektedir.  
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Şekil 4.18. E2F1’in PKA tarafından fosforile edilmesinin in vitro kinaz reaksiyonu ile 

gösterilmesi  ol panel in vit ro kinaz reaksiyonunun   F  işaretlemesini, sa  panel 

PKA s bstrat işaretlemesini göstermektedir. IP: İmm nopresipitasyon, WB: Western 

Blot 

 

 

4.9. Ektopik E2F1 Ekspresyonu Gösteren HEK293 H cre Hattında 

Laktasistin (Proteozom İnhibitör ) Varlı ında Forskolin Muamelesinin 

E2F1 Protein Seviyesi Üzerine Olan Etkisinin Belirlenmesi 

Forskolin muamelesi sonrası PKA aracılı   F  seviyesindeki d şme, PKA 

tarafından fosforilasyonu sonrası   F  in yıkıldı ını göstermektedir. Ba sedilen bu 

degredasyonun proteazom aracılı ıyla olup olmadı ını anlamak için, ektopik E2F1 

ekspresyonu gösteren   cre  attında Laktasistin (proteazom in ibitör ) varlı ında 

sekiz saat forskolin muamelesi gerçekleştirildi.  ekizinci saat sonunda   crelerden 

elde edilen lizattan   F  seviyeleri Western Blot yöntemi ile belirlendi. Şekil 

 . 9 da gösterildi i gibi proteozom in ibitör  PKA fosforilasyonuna ba lı 

gözlenen   F  degredasyonunu engellemektedir.  
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Şekil 4.19. Laktasistin ve Forskolin varlı ında E2F1 protein seviyesindeki de işimin western 

blot yöntemiyle gösterilmesi. Forskolin ve veya Laktacyctine e sekiz saat boyunca tabi 

tutulan   crelerden toplanan lizatlarda   F  işaretlemesi ve aynı b lotlarda GAPDH 

işaretlemesi yapılıp,   F  sinyal intensiteleri GAPDH sinyallerine oranlanarak 

normalizasyon sa lanmıştır.  

4.10. Ektopik E2F1 Ekspresyonu Gösteren HEK293 H cre Hattında 

Laktasistin (Proteazom İnhibitör ) ve Kaspaz-3 İnhibitör  Varlı ında 

Forskolin Muamelesinin E2F1 Protein Seviyesi Üzerine Olan Etkisinin 

Belirlenmesi 

Laktasistin (Proteazom İn ibitör ) varlı ında, forskolin muamelesinin neden 

oldu u   F  protein seviyesinde azalmanın gör lmemesi, PKA nın proteazom 

 zerinden   F  in yıkımına neden oldu unu göstermektedir. Di er taraftan sadece 

Laktasistin varlı ında   F  seviyesindeki d şme şaşırtıcıdır. Proteazom tarafından 

degredasyona u rayan ve   F  in yıkımından da sorumlu başka bir ara molek l 

oldu unu akıllara getirmektedir.   F  in protein sekansına bakıldı ında C -

terminal bölgesinde DLFD ve DFGD motiflerinin oldu u gör lmektedir. Bu 

motifler kaspaz 3 için kesim noktalarıdır.   F  in kaspaz-3 tarafından da kesilip 

kesilmedi ini anlamak için forskolin muamelesini kaspaz 3 in ibitör  varlı ında 

yaptık. Forskolin, Laktasistin ve Kaspaz 3 in ibitör  varlı ında sekizinci saaat 
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  F  protein miktarları de erlendirildi. Laktasistin ve Kaspaz 3 in ibitör  

varlı ında forskolin muamelesindeki PKA aracılı   F  protein yıkımının 

engellendi i belirlendi (Şekil  .  ).  

 

Şekil 4.20. Laktasistin, Forskolin ve Kaspaz 3 İnhibitör  varlı ında E2F1 protein 

seviyesindeki de işimin western blot yöntemiyle gösterilmesi. Sekiz saat boyunca 

Forskolin, Laktacyctine ve Kaspaz 3 İn ib itör ne tek tek veya kombinasyonları ile  

muamele ed ilen   crelerden toplanan lizatlarda   F  işaretlemesi ve aynı b lotlarda 

GAPDH işaretlemesi yapılıp,   F  sinyal intensiteleri GAPDH sinyallerine oranlanarak 

normalizasyon sa lanmıştır.  

 

4.11. Monoklonal E2F1 Primer Antikor Yapılması 

Primer antikor olarak kullanılacak   F  e karşı oluşturulan IgG yapısındaki 

peptidleri  reten   creleri oluşturmak için ilk olarak Balb c t r  fare ticari olarak 

sentezletti imiz peptid ile imm nizasyona tabi tutuldu. İmm nizasyon sonrası 
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oluşan farenin serumunda bulunan Anti-  F  IgG yapıları western blot analizi ile 

test edildi. 

 

4.11.1 İmm nizasyon Sonrası Oluşan Anti-E2F1 IgG Yapılarının Belirlenmesi 

İmm nizasyon işleminin başında, ortasında ve de bitiminde Balb c farenin 

kuyru undan kan alındı. Heparinli t pe alınan kandan santrif gasyon işlemi ile 

serum elde edildi. Ticari olarak satın alınan ve imm nizasyonda kullanılan peptid, 

SDS-PAG  de y r t l p PVDF membrana aktarıldıktan sonra serumun       

dil syonu ile işaretlendi. 

 

İmm nizasyon öncesi alınan serumdan işaretleme yapıldı ında  er angi bir bant 

elde edilmezken; imm nizasyon s resinin ortasında ve de sonunda alınan serum ile 

işaretlenen membranlardan sinyal alındı (Şekil  .  ). Alınan sinyal peptid 

b y kl    ile uyumluydu. Belirlenen zaman içerisinde Balb c t r  farenin 

imm nizasyonunun başarılı bir şekilde gerçekleştirilmiş ve fareler verilen peptide 

karşı antikor oluşturmuştur. Antikor oluşturdu u belirlenen farelerin dala ı çıkarıldı 

ve  ibridoma oluşturulmasında IgG sentezleyen   cre kayna ı olarak kullanıldı. 
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Şekil 4.21.  İmm nizasyon işleminin başında, ortasında ve sonunda alınan serum ile western 

blot yöntemi ile peptidin işaretlenmesi. Ticari olarak satın alınan   F  peptidi lizis 

tampon içinde çöz ld  ve %   poliakrilamid jelde y r t ld  ve PVDF membrana 

aktarıldı. Membran farenin kuyruk veninden alınan serumun       dil syonu ile 

işaretlendi (A,Pre-imm nizasyon serumu ile işaretlenmiş  PVDF membran; B, 

imm nizasyon s recinin ortasında alınmış serum ile işaretlenmiş PVDF membran; C, 

imm nizasyon s reci sonunda alınmış serum ile işaretlenmiş PVDF membran).  

 

4.11.2 Hibridoma Sonrası Anti-E2F1 IgG Üreten Kolonilerin Belirlenmesi 

Hibridoma ile stabil ve Anti-  F  IgG sentezleyen   creler oluşturuldu. Hibridoma 

oluşturulduktan sonra   crelerin s pernatant besiyerleri ile  LI A yöntemiyle 

  F  e karşı oluşturdukları antikorlar belirlendi (Şekil  .  ). Hibridomalar besi 

ortamına sentezledikleri Anti-  F  IgG yi salgılayacaklardır. Besi ortamındaki 

Anti-  F  IgG substrat olarak kullanarak  LI A yöntemi gerçekleştirildi.  n 
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y ksek sentez ve salınım gösteren koloniler belirlendi. Antikor yapımına bu 

koloniler  zerinden devam etmek için   creler    kuyucuklu   cre k lt r kaplarına 

geçirildi. 

 

 

 

 

Şekil 4.22.  Hibridoma sonrası elde edilen kolonilerin salgıladıkları Anti-E2F1 seviyesinin 

ELISA yöntemi ile belirlenmesi.  LI A kapları peptid ile kaplandıktan sonra, besiyeri 

örnekleri p rimer antikor, HRP konj ge anti-fare IgG antikoru da sekonder antikor o larak 

kullanılarak  LI A yapılmıştır.  
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4.11.3 Elde Edilen Anti-E2F1 IgG Yapısının H cre Lizatlarında Denenmesi 

Ticari olarak sentezlenen   F  e karşı ba lanma gösteren antikor yapısının   cre 

lizatlarındaki   F  ı tanıyıp bu proteinlere ba lanıp ba lanmayaca ının  

gösterilmesi bu antikorun sonraki deneylerde kullanılması için önemliydi. Bu 

nedenle y ksek   F  ekspresyonu gösteren H K 93   crelerinden elde edilen lizat 

%   luk poliakrilamid jelde y r t ld  ve PVDF membrana aktarıldı. Bu membran 

 zerinde,  LI A da pozitif sonuç vermiş olan besi ortamları antikor olarak 

kullanılarak işaretleme yapıldı.  

 

 

Şekil 4.23. Hibridoma sonrası elde edilen Anti-E2F1 IgG’nin Western Blot yöntemi ile test 

edilmesi.Hibridoma sonrası elde edilen kolonilerin salgıladıkları Anti-E2F1 seviyesinin 

y ksek   F  ekspresyonu gösteren   cre lizatlarında western blot yöntemi ile  

denenmesi 
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4.12.  İnsan E2F1 Proteininin Site-Directed Mutagenez (SDM) Yöntemi ile 

Mutantlarının Yapılması 

 lde etti imiz sonuçlardan yola çıkarak PKA nın   F  i fosforile etti ini ve bu 

fosforilasyonun   F  in degredasyonuna neden oldu unu söyleyebiliriz. 

Çalışmamızda ileri s rd   m z PKA nın mu temel fosforilasyon bölgelerinin 

yolak  zerindeki etkilerini molek ler d zeyde gösterebilmek için insan   F  

proteininin PKA fosforilasyon noktaları oldu unu d ş nd   m z Treonin 3  

(T   ),  erin 3  (  3 ) ve  erin3  ( 3  ) nolu amino asitlerin kodonlarını 

fosforile edilemez Alanin (A) ve fosforilasyonu taklit eden Glutamik Asit (E) 

kodonlarına tekli ve kombinasyon olarak  DM yöntemi ile çevirdik (Şekil  .  , 

Şekil  .  , Şekil  .  ). Mutant plazmidler  .coli DH α suşuna transforme 

edildikten sonra Amfisilin içeren agar petrilerinde oluşan bakteri kolonileri 

ço altılarak bunlardan plazmid izolasyonu yapıldı. İzole edilen mutant plazmidler 

kalıp alınarak   F  in ilgili bölgelerine spesifik primerler aracılı ıyla PZR 

amplifikasyonları ve devamında DNA dizi analizleri gerçekleştirildi ve mutasyonlar 

do rulandı.  DM yöntemi baz alınarak ilgili bölgelerin tekli ve kombinasyonel 

mutantlarını içeren toplam    memeli ekspresyon vektör  oluşturuldu. 
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Şekil 4.24.  İnsan E2F1 T130. bölgesine spesifik oluşturulan mutasyonların sekans analizleri  
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Şekil 4.25 İnsan E2F1 S235. bölgesine spesifik oluşturulan mutasyonların sekans analizleri 
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Şekil 4.26 İnsan E2F1 S364. bölgesine spesifik  oluşturulan mutasyonların sekans analizleri 
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4.13.  İnsan E2F1 Proteininin Site-Directed Mutagenez (SDM) Yöntemi ile 

Oluşturulan Mutantlarının HEK293 H crelerinde Ekspresyonlarının 

Gösterilmesi 

 DM yöntemi ile mutasyonlar oluşturulduktan sonra elde edilen vektörlerde  DM 

amplifikasyonu sırasında sonlandırma kodonlarının oluşma olasılı ını dışlamak, 

plazmidin do ru bir şekilde amplifiye edildi inden emin olmak ve mutant 

  F  lerin sentezinin yapıldı ını göstermek için Kalsiyum Fosfat transfeksiyon 

yöntemi ile    μg plazmid DNA ları H K293    crelerine verilmiştir. Kontrol 

olarak, H K 93   creleri, içerisine  er angi bir gen klonlanmamış boş 

pcDNA3. B plazmidi ile transfekte edilmiştir. Bu s re sonunda elde edilen lizatlar 

kullanılarak mutant   F  proteinlerinin ekspresyonu western blot ile gösterilmiştir  

(Şekil  . 7, Şekil  . 8).  DM s recinde mutantların ekspresyonunu olumsuz 

etkileyecek bir durum oluşmamış, mutant proteinler y ksek miktarda ekspresyon 

göstermişlerdir. 
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Şekil 4.27. İnsan E2F1 A (Alanin) mutantlarını içeren ekpsresyon vektörlerinin HEK293 

h crelerinde    ekpresyonunun gösterilmesi. Boş pcDNA3. B,   F  yabanıl t ip ve 

mutant memeli ekspresyon vektörleri H K 93   crelerine kalsiyum fosfat yöntemi ile  

transfekte edildi. Transfeksiyondan  8 saat sonra   creler TritonX     içeren liziz 

tamponunda  omojenize edildi.     μg   cre lizatı %   poliakrilamid jelde y r t ld  

ve PVDF membran öncelikle   F  antikoru ile işaretlendi. Aynı membran strip -off 

işlemi sonrası y kleme kontrol  olarak GAPDH antikoru ile işaretlendi.W B: Western 

Blot 
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Şekil 4.28. İnsan E2F1 E (Glutamik Asit) mutantlarını içeren ekpsresyon vektörlerinin 293T 

h crelerinde ekpresyonunun gösterilmesi.   F  yabanıl tip ve mutant memeli 

ekspresyon vektörleri   F    crelerin CaPO  yöntemi ile  transfekte edildi. H creler 

seçiliminden sonra, TritonX       cre liziz tamponunda  omojen ize edildi.     μg  

  cre lizatı %   poliakrilamid jelde y r t ld  ve PVDF membran öncelikle   F  

antikoru ile işaretlendi. Aynı membran strip-off işlemi sonrası y kleme kontrol  olarak 

GAPDH antikoru ile işaretlendi. H K 93: boş pcDNA3. B vektör  ile trans fekte 

edilmiş   creler. WB: Western Blot 
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4.14.  Yabanıl Tip ve Mutant İnsan E2F1 Proteini Eksprese Eden HEK293 

H crelerinin Proliferasyon Oranlarının Belirlenmesi 

PKA tarafından fosforile edilen   F  proteininin   crelerin proliferasyonları 

 zerindeki etkilerini belirlemek amacıyla fosforilasyonu taklit eden ve fosforile 

edilemeyen mutant vektörleri ektopik eksprese eden   crelerde  MTT analizi ve 

Ki 7 imm nfloresan boyama gerçekleştirildi.  

 

4.14.1. Yabanıl Tip ve Mutant E2F1 Proteini Eksprese Eden HEK293 

H crelerinin 24. Saatte Proliferasyon Oranlarının MTT Yöntemiyle 

Belirlenmesi 

Yabanıl tip ve mutant vektörlerle transfekte eden   creler    saat serumsuz 

besiyerinde tutulduktan sonra 24 saat serumlu besiyeri muamelesi yapıldı. Belirtilen 

uygulamalar sonrasında MTT analizi yapılarak proliferasyon  ızları  zerine mutant 

vektörlerin etkileri araştırıldı.   . saat sonunda A mutantlarını eksprese eden 

  crelerin proliferasyonunu arttırdı ı;   mutantları eksprese eden   creler in ise 

proliferasyon  ızının yavaşlattı ı gör ld . Özellikle  3  A mutantının 

proliferasyonu  ızlandırdı ı ve  3    mutasyonunun proliferasyonu yavaşlattı ı 

gör lm şt r (Şekil  . 9, Şekil  .3 ).  
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Şekil 4.29. HEK293, yabanıl tip E2F1 ve E2F1 A mutantlarını eksprese eden h crelerin MTT 

analizi ile proliferasyon oranlarının karşılaştırılması. H creler        cre kuyucuk 

olacak şekilde   tekrar  alinde 9  kuyulu k lt r kabına ekildi. %   FB  içeren DM M 

besi ortamı içerisinde 37
o
C sıcaklık ve %  CO   li k lt r ortamına alındı ve gece boyu 

ink be edildi.  rtesi g n FB  içeren DM M uzaklaştırıld ı ve serum içermeyen besiyeri 

ile     saat ink basyon gerçekleştirild i.   re sonunda   cre grubunun  zerine  er 

kuyuda son  acim %   olacak şekilde serumlu DMEM eklendi ve 24. saatin sonunda 

MTT uygulanarak spektrofotometrik ölç mler ve yabanıl t ip kontrol alınarak 

istatistiksel analizler gerçekleştirildi.  (Bir d zenekte  er grup n=  tekrar  alinde 

ekilmiş olup, d zenek ba ımsız o larak 3 kere tekrarlanmıştır.) 
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Şekil 4.30. HEK293, yabanıl tip E2F1 ve E2F1 E mutantlarını eksprese eden h crelerin MTT 

analizi ile proliferasyon oranlarının karşılaştırılması. H creler        cre kuyucuk 

olacak şekilde   tekrar  alinde 9  kuyulu k lt r kabına ekildi. %   FB  içeren DM M 

besi ortamı içerisinde 37
o
C sıcaklık ve %  CO   li k lt r ortamına alındı ve gece boyu 

ink be edildi.  rtesi g n FB  içeren DM M uzaklaştırıld ı ve serum içermeyen besiyeri 

ile     saat ink basyon gerçekleştirild i.   re sonunda   cre grubunun  zerine  er 

kuyuda son  acim %   olacak şekilde serumlu DM M eklendi ve   . saatin sonunda 

MTT uygulanarak spektrofotometrik ölç mler yapıldı ve yabanıl tip  kontrol alınarak 

istatistiksel analizler gerçekleştirildi.  (Bir d zenekte  er grup n=  tekrar  alinde 

ekilmiş olup, d zenek ba ımsız o larak 3 kere tekrarlanmıştır.) 
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4.14.2. Yabanıl Tip ve Mutant İnsan E2F1 Proteini Eksprese Eden HEK293 

H crelerinin 24. Saatte Proliferasyon Oranlarının Ki67 Floresan 

İmm nositokimya Yöntemiyle Belirlenmesi 

Yabanıl tip ve mutant vektörler altında lamel bulunan   kuyucuklu k lt r kaplarına 

7  .      cre kuyucuk olacak şekilde ekildi.  kimi gerçekleştirilen   crelere    

saat serumsuz besiyerinden sonra    saat serumlu besiyeri muamelesi yapıldı. 

Belirtilen uygulamalar sonrasında proliferasyon biyobelirteci olan Ki 7 protein 

seviyelerinin ölç lmesi için imm nfloresan sitokimya deneyi gerçekleştirildi (Şekil 

 .3 , Şekil  .3 ).  lde edilen sonuçlarda MTT analizi ile elde etti imiz sonuçlara 

uyumlu bir şekilde;   . saat sonundan A mutantlarını eksprese eden   crelerde 

Ki 7 boyamasının H K 93 ve yabanıl tip   F  ekspresyonu yapan   crelere göre 

da a fazla oldu u ve bunun aksine   mutantlarında is bu boyanmanın da a az 

oldu u saptanmıştır.  
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Şekil 4.31. Yabanıl tip E2F1 ve E2F1 A mutantlarını eksprese eden h crelerin 

proliferasyonlarının Ki67 boyaması ile do rulanması. Bir d zenekte  er grup n=  

tekrar  alinde ekilmiş olup, d zenek ba ımsız olarak   kere tekrarlanmıştır.   X 

b y tme  
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Şekil 4.32. Yabanıl tip E2F1 ve E2F1 E mutantlarını eksprese eden h crelerin 

proliferasyonlarının Ki67 boyaması ile do rulanması. Bir d zenekte  er grup n=  

tekrar  alinde ekilmiş olup, d zenek ba ımsız olarak   kere tekrarlanmıştır.   X 

b y tme  
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4.15. Yabanıl Tip E2F1 ve PKA Fosforilasyon Bölge Mutantlarının E2F1 

Hedefi Genlerin Protein Seviyelerine Olan Etkilerinin Belirlenmesi 

  F  proteininin PKA tarafından fosforile edilmesi ya da PKA aracılı 

fosforilasyonunun engellenmesiyle   F   edef genlerinin ekspresyonunun nasıl 

etkilenece ini belirlemek için, yabanıl tip ve mutasyona u ratılmış   F  vektörleri 

ile transfekte edilmiş   crelerin lizatları alındı. Transfeksiyon  arici  içbir 

muamele uygulanmadan  azırlanan protein lizatları %   poliakrilamid jelde 

y r t l p PVDF membrana aktarıldıktan sonra western blot işaretlemesi ile p 3, 

kaspaz 3 ve CREB ekspresyon seviyeleri belirlendi.  

 

p 3  işaretlemesi sonucunda; stabil bir şekilde yabanıl tip ve mutant E2F1 ile 

transfekte edilmiş H K 93   cre  atlarında   F   edef genlerinden p 3  n 

protein ifadesinde anlamlı bir de işim gözlenmedi (Şekil  .33). Pro-kaspaz 3 

antikoru ile yapılan western blot sonucunda ise, yabanıl tip   F  ile transfekte 

  crelerde boş plazmidle transfekte edilen   crelere nazaran pro-kaspaz 3 

seviyesinin azaldı ı, T 3   ve T 3     3    3    mutantlarıyla transfekte 

edilmiş   crelerde pro-kaspaz seviyesinin yabanıl tipten da a az miktarda oldu u, 

T 3 A   3 A  3  A ve T 3    3    mutasyonlarında ise yabanıl tip   F  aynı 

seviyede pro-kaspaz 3 ekspresyonu gözlenmiştir. Di er mutasyonlarsa yabanıl tip 

  F  e göre da a y ksek pro-kaspaz 3 ekspresyonuna yol açmıştır (Şekil  .3 ). 

 

Aynı lizatlar kullanılarak western blot yöntemiyle CR B işaretlemesi yapıldı ında 

ise yabanıl tip   F  protein sentezinin H K 93 lere göre CR B ekspresyonunu 

arttırdı ı gör lm şt r. Yine   F  de bulunan mu temel PKA fosforilasyon 

bölgelerinin A mutantları CR B seviyesinde artışa neden olmuştur. CR B 

işaretlemesini yaparken p3  olarak adlandırılan ve CR B in yıkım  r n  olan 3  

kDa boyutunda bir bant paterni de karşımıza çıkmaktadır. p3  seviyeleri 

karşılaştırıldı ında yabanıl tip ve A mutantı içeren   F  in H K 93 den da a fazla 

p3  seviyesine sa ip oldu u gör lmektedir. CR B ve p3  bantlarının birlikte 

de erlendirildi i ve total CR B olarak adlandırdı ımız analizde de total CR B 

seviyesinin, A mutantları ve yabanıl tip   F  aşırı ekspresyonu gösteren 

  crelerde, kontrol H K 93 den da a fazla oldu u gör lm şt r (Şekil  .3 ).   
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Şekil 4.33. Yabanıl tip E2F1 ve E2F1 proteininin muhtemel PKA fosforilasyon bölgesi 

mutantlarını eksprese eden h crelerde p53 seviyesinin western blot yöntemi ile 

gösterilmesi.  kspresyon çalışması, stabil transfekte   crelerde yapılmış olup, p 3 

seviyeleri GAPDH seviyelerine oran lanarak normalize ed ilmiştir. W B: Western Blot 
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Şekil 4.34. Yabanıl tip ve E2F1 proteininin muhtemel PKA fosforilasyon bölgesi 

mutantlarınıeksprese eden h crelerde Pro-kas paz 3 seviyesinin western blot 

yöntemi ile gösterilmesi  kspresyon çalışması, stabil transfekte   crelerde yapılmış 

olup, pro-kaspaz3 seviyeleri GAPDH seviyelerine oranlanarak normalize edilmiştir. 

WB: Western Blot 
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Şekil 4.35. Yabanıl tip ve E2F1 proteininin muhtemel PKA fosforilasyon bölgesi mutantlarını  

eksprese eden h crelerinde CREB ve Total CREB seviyelerinin western blot 

yöntemi ile gösterilmesi.  kspresyon çalışması, stabil transfekte   crelerde yapılmış  

olup, CREB ya da p30 seviyeleri GAPDH seviyelerine oranlanarak normalize 

edilmiştir. WB: Western Blot 
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4.16. Yabanıl Tip E2F1 ve PKA Fosforilasyon Bölge Mutantlarının E2F1 

Hedef Genlerinin mRNA Ekspresyonuna Olan Etkilerinin Belirlenmesi 

Nicel gerçek-zamanlı PZR da do ru molek l n ço aldı ından emin olmak için 

farklı yaklaşımlar geliştirilmiştir. Floresan boya olarak  YBR Green molek l n n 

kullanıldı ı durumlarda, bu boyanın do ası gere i ço alan dizinin do rulu undan 

ve özg l olmayan (non-spesifik)  r nlerin ço almadı ından emin olmak için, 

reaksiyon sonuna ‘erime e risi analizi  basama ı eklenmektedir. Bu basamakta, 

sıcaklık yaklaşık    °C den 9  °C ye  ,  °C saniye  ızla arttırılarak DNA 

zincirlerinin birbirinden ayrılması sa lanmaktadır.  YBR Green tek zincirli DNA 

molek llerine ba lanamadı ından, ortaya giderek azalan bir floresan grafi i 

çıkmaktadır. Ci azın yazılımı tarafından bu grafi in t revi alındı ında ise erime 

tepeleri elde edilmektedir. Şekil  .3 , Şekil  .37 ve Şekil  .39 da gör ld    gibi 

ço alan örneklerde ‘non-spesifik  veya farklı bir  r n bulunmamaktadır.  

 

Yabanıl tip ve mutant   F  ekspresyonunun varlı ında mu temel PKA 

fosforilasyon bölgesindeki fosforilasyonun   F  transkripsiyon faktör n n  edef 

genleri  zerindeki etkilerini molek ler d zeyde belirlemek amacıyla transfekte 

  crelerin  iç bir tedavi uygulamaksızın mRNA ları elde edildi. Hazırlanan 

mRNA lar protein seviye de işimi gösteren kaspaz 3 ve CR B mRNA larını 

belirlemede kullanıldı. Referans (House-keeping) gen olarak GAPDH seçildi.  

 

 pesifik primerler ile Gerçek Zamanlı PZR reaksiyonu sonucu GAPDH mRNA 

eskpresyon seviyeleri belirlendi (Şekil  .36). GAPDH mRNA ekspresyon seviyesi 

Kaspaz 3 ve CR B eskpresyonlarını analiz etmek için kullanıldı. 
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Şekil 4.36. Yabanıl tip E2F1 ve muhtemel PKA fosforilasyon bölgesinin mutant formlarını  

eksprese eden HEK293 h crelerinin GAPDH mRNA seviyeleri 

 

Kaspaz 3 geninin nicel gerçek-zamanlı PZR da ço altılması ile elde edilen e riler 

Şekil  .37 de gösterilmiştir. Her örnek için Kaspaz 3  n yanında, ifade d zeylerinin 

normalizasyonunda GAPDH geni referans olarak kullanıldı ve Kaspaz3/GAPDH 

oranları, deney grupları arasında gen anlatımı açısından istatistiksel olarak 

karşılaştırıldı (Şekil  .38). Protein ekspresyon seviyesindeki farklılıkla tutarlı bir 
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şekilde,   F  A mutantları ile transfekte   crelerin, transfekte edilmemiş  

  crelerden da a az kaspaz 3 ifadesine sa ip oldu u,   mutantlarında ise özellikle 

  3    3    ve T 3     3    3    nin  yabanıl tip   F  e göre da a etkin bir 

şekilde Kaspaz 3 ekspresyonunu ind kledi i belirlendi.  

 

 

Şekil 4.37. Yabanıl tip E2F1 ve muhtemel PKA fosforilasyon bölgesinin mutant formlarını  

eksprese eden HEK293 h crelerinin Kaspaz 3 mRNA seviyeleri 
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Şekil 4.38. Yabanıl tip E2F1 ve muhtemel PKA fosforilasyon bölgesinin mutant formlarını  

eksprese eden HEK293 h crelerinin Kaspaz 3 mRNA oranları. Yabanıl tip   F  ve 

mu temel PKA fosforilasyon bölgesinin mutant formların ı eksprese eden H K 93 

  crelerin in Kaspaz 3 mRNA seviyelerinin GAPDH seviyelerine oranlanmasıyla 

(hedef/referans) elde edilen grafik 

 

 

CR B geninin nicel gerçek-zamanlı PZR da ço altılması ile elde edilen e riler de 

Şekil  .39 da gösterilmiştir. Her örnek için CR B ifadesi yanında, ifade 

d zeylerinin normalizasyonunda GAPDH geni referans olarak kullanıldı ve 

CR B GAPDH oranları, deney grupları arasında gen anlatımı açısından istatistiksel 

olarak karşılaştırıldı (Şekil  .  ). Yabanıl tip   F  ve muhtemel PKA fosforilasyon 

mutasyonlarına sa ip   F  vektörleri ile transfekte edilmiş   crelerde CR B 

mRNA ifadesinin H K 93   crelerdeki CR B ifadesinden da a y ksek oldu u 

gör lm şt r. 
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Şekil 4.39. E2F1 ve muhtemel PKA fosforilasyon bölgesinin mutant formlarını eksprese eden 

HEK293 h crelerinin CREB mRNA seviyeleri 
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Şekil 4.40. Yabanıl tip E2F1 ve muhtemel PKA fosforilasyon bölgesinin mutant formlarını  

eksprese eden HEK293 h crelerinin CREB mRNA oranları. E2F1 ve muhtemel 

PKA fosforilasyon bölgesinin mutant formların ı eksprese eden H K 93   crelerinin  

CR B mRNA seviyelerin in GAPDH seviyelerine oranlanmasıy la ( edef referans) elde 

edilen grafik 

 

 

4.17. Yabanıl Tip E2F1 ve PKA Fosforilasyon Bölge Mutantlarının CREB 

Fosforilasyonu Üzerine Olan Etkilerinin Belirlenmesi 

  F  in mu temel PKA fosforilasyon bölgesi mutasyonlarının CR B protein 

seviyesindeki de işimi ile mRNA ifadesindeki de işimin birbiri ile korelasyon 

göstermemesi  zerine bu PKA fosforilasyon bölgelerinin CR B in post-

translasyonel modifikasyonları  zerine etkisini araştırmak için, stabil transfekte 

  crelerden alınan lizatları, western blot yöntemini kullanarak p-CREB (Cell 

 ignalling, #9 98) antikoru ile işaretledik.  
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p-CR B seviyelerine bakıldı ında, yabanıl tip   F  aşırı ekspresyonunun p-CREB 

seviyesini azalttı ı gör lmektedir (Şekil  .  ).   3 A mutantı  aricindeki A 

mutantları p-CR B seviyesini arttırırken; T 3  , T 3    3   ,   3    3    ve 

T 3     3    3   mutantları CR B fosforilasyonunda azalmaya neden 

olmaktadır. 

 

CR B in yıkım  r n  olan p3  un fosforilasyonunun ise T 3     3  , 

  3    3    ve T 3     3    3    mutantları  aricindeki b t n 

transfeksiyonlarla arttı ı belirlendi. p3  ve CR B işaretlemelerini birlikte analiz 

ederek oluşturdu umuz total CR B in fosforilasyon seviyesi ise   3 A mutantı 

 aricinde Alanin mutantlarında artış göstermektedir.   3   ve  3    mutantlarının 

aşırı ekspresyonu CR B fosforilasyonunda artışa neden olurken, di er glutamik asit 

mutantlarında fosforilasyon seviyelerinde azalma gör lmektedir.  
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Şekil 4.41. Yabanıl tip E2F1 ve E2F1 proteininin muhtemel PKA fosforilasyon bölgesi 

mutantlarını eksprese eden h crelerinde p-CREB ve Total p-CREB seviyelerinin 

western blot yöntemi ile gösterilmesi.  kspresyon çalışması, stabil transfekte 

  crelerde yapılmış olup, p-CREB ya da p-p30 seviyeleri GAPDH seviyelerine 

oranlanarak normalize edilmiştir. WB: Western Blot  
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Mevcut CR B in fosforilasyon seviyesi  akkında da a gerçekçi bilgi almak için, 

pCR B GAPDH oranının yeterli olmayaca ı d ş n lerek, pCR B CR B analizi 

yapıldı (Şekil  .  ). Yabanıl tip   F  aşırı ekspresyonu, CR B fosforilasyonunu 

azaltırken, T 3 A ve T 3   mutantları CR B fosforilasyonunda  er angi bir 

de işime neden olmamaktadır. S235A mutantı CR B fosforilasyonunu azaltmakta, 

  3   mutantı ise CR B fosforilasyonunu arttırmaktadır.  3  A mutasyonu 

yabanıl tip   F  e benzer CR B fosforilasyonu gösterirken,  3    mutantının 

  crede bulunan mevcut CR B fosforilasyonunu arttırdı ı belirlenmiştir.  

 

PKA fosforilasyon bölgelerinin ikili kombinasyonlarında ise T 3 A   3 A 

mutantı CR B  zerinde az miktarda fosforilasyon artışına neden olmakla birlikte 

bu bölgelerin Glutamik Asit mutantlarının CR B fosforilasyonu  zerinde  er angi 

bir etkisinin olmadı ı gör lm şt r (Şekil  .  ). T130 ve S364 aminoasitlerinin hem 

Alanin mutantları  em de Glutamik Asit mutantları fosforilasyon seviyesinde bir 

artışa neden olmaktadır.   3  ve  3   aminoasitlerinin alanine dön şt r lmesi 

fosforilasyonda artışa yol açarken, Glutamik Asit mutantlarında CR B 

fosforilasyonunda anlamlı bir azalma gör lmektedir. Yine aynı şekilde,  ç 

potansiyel PKA fosforilasyon bölgesinin birden Glutamik Asite dön şt r lmesiyle 

CR B fosforilasyon seviyesi azalmaktadır.  
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Şekil 4.42. Yabanıl tip E2F1 ve E2F1 proteininin  muhtemel PKA fosforilasyon bölgesi 

mutantlarını eksprese eden h crelerinde  p-CREB/CREB seviyelerinin grafi i  
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4.18. Yabanıl Tip E2F1 ve PKA Fosforilasyon Bölge Mutantlarının Kaspaz 3 

Aracılı Apoptozis  İnd ksiyonuna Olan Etkilerinin Belirlenmesi 

  F  proteininin   cre döng s  kadar apoptotik s reçte de önemli görevler aldı ını 

bilmekteyiz. Hem kaspazların,  em de Apaf  in transkripsiyon faktör  olan   F , 

apoptozom oluşumunu, dolayısıyla kaspaz 3-aracılı apoptozisi 

ind kleyebilmektedir (Furukawa ve ark. 2002, Korotayev ve Ginsberg 2008). E2F1 

proteini  zerinde bulunan mu temel PKA fosforilasyon bölgelerinin kaspaz 3 

aktivasyonu  zerindeki etkilerini araştırmak için yapılan western blot ile kaspaz 3 

işaretlemesi apoptotik s reçteki bu mutasyonların görevini tam olarak 

açıklayamamaktadır.  Bu nedenle biz de,   F  mutasyonlarının kaspaz 3 

aktivasyonu ile apoptozis ind ksiyonu kapasitelerini incelemek istedik. Bunun için 

de, yabanıl tip   F  ve   F  PKA fosforilasyon bölgesi mutantları ile transfekte 

  crelerden aldı ımız lizatlarda kaspaz 3 aktivasyon kiti kullanılarak kaspaz 

aktivitesini araştırdık. Bu yöntemde,   cre içi kaspaz 3, dışarıdan sa lanan pNA 

işaretli D VD peptidi ile uygun şartlarda ink be edilir. H cre içindeki aktif kaspaz, 

peptidi kıraca ı için ne kadar aktif kaspaz varsa o kadar y ksek sinyal alınır.   

 lde etti imiz sonuçlara göre,   F  aşırı ekspresyonu apoptoz ind ksiyonuna 

neden olmakta, Alanin mutantları ise yabanıl tip   F  ekspresyonu gösteren 

  crelere göre da a az kaspaz 3-aracılı apoptozis  ind ksiyona neden olmaktadır. 

Bunun aksine Glutamik Asit mutantları, kaspaz 3 aracılı apoptotik ind ksiyonunu 

arttırmaktadır (Şekil  . 3). 
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Şekil 4.43. Yabanıl tip E2F1 ve E2F1 proteininin  muhtemel PKA fosforilasyon bölgesi 

mutantlarını eksprese eden HEK293 h crelerinde  Kaspaz 3 aracılı apoptoz 

ind ksiyon seviyeleri. Kolorimetrik assay kiti ku llan ılarak yapılan deneyde, b t n 

de erler,   cresel lizat bulunmaksızın, sadece lizis tamponu kullanılarak yapılan negatif 

kontrol deneyine göre normalize edilmiştir. Analiz için Multiskan Ascent  oftware ve 

Grap Pad Prism yazılımlarından faydalanılmıştır.  

 

4.19. E2F1’in PKA Fosforilasyon Bölge Mutantlarının Glukoz 

Metabolizması Üzerine Olan Etkilerinin Belirlenmesi 

Bir besin sensör  olarak görev yapan Protein Kinaz A nın   F  in post-

translasyonel modifikasyonunda söz sa ibi olması besin, glikoz ve   F  arasında 

bir etkileşimin olup olmadı ının araştırılması gereklili ini göstermektedir. H cre 

içerisinde y ksek glikoz varlı ında, cAMP miktarı azalır. cAMP, PKA nın 

aktivasyonu için olmazsa olmaz molek l oldu undan, azalan cAMP miktarı, PKA 

aktivasyonunun da azalmasına neden olur. H crenin glukoz cAMP PKA aktivitesi 
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dengesinde   F  in ve bil assa PKA tarafından   F   zerinde gerçekleştirilen 

fosforilasyonların rol n  anlayabilmek için,   F  mutantlarının   cre içi glikoz 

alımını nasıl etkiledi ini araştırdık.  

 

4.19.1. E2F1’in Farklı Glukoz Konsantrasyonlarında H cre Proliferasyonu 

Üzerine Olan Etkilerinin Belirlenmesi 

 ktopik yabanıl tip   F  ekspresyonu gösteren ve transfekte edilmemiş H K 93 

  crelerinin farklı glukoz konsantrasyonlardaki b y me  ızlarını araştırdık. Bunun 

için 9 -kuyucuklu k lt r kaplarına ekilen   creler  g L,  g L, 8g L,   g L ve 

20g/L glikoz konsantrasyonunda besiyerleri ile muamele edildi. Yirmi dört saat 

sonra MTT analizleri gerçekleştirildi. Bu veriler do rultusunda yabanıl tip H K 

 93   crelerinin,  g L glikoz konsantrasyonunda en y ksek proliferasyon 

kapasitesine sa ip oldu u gör ld . H K  93   crelerinin  g L, 8g L,   g L ve 

  g L glikoz konsantrasyonunda da a az   cre proliferasyonu belirlendi, bil assa 

  g L glukoz konsantrasyonu,   cre proliferasyonu  zerinde negatif bir etkiye 

sa ipti (Şekil  .  ). Y ksek   F  ekspresyonu gösteren H K  93   crelerinde ise 

glikoz konsantrasyonu ve   cre proliferasyonları arasında anlamlı bir fark 

gör lmedi.  

Şekil 4.44. Yabanıl tip ve y ksek E2F1 ekspresyonu gösteren HEK293 h crelerinde farklı 

glikoz konsantrasyonlarındaki h cre proliferasyonlarının karşılaştırılması. 

Yabanıl tip ve Y ksek   F  ekspresyonu gösteren H K 93   creleri farklı glikoz 

konsantrasyonlarında ink basyona bırakıldı. Üç g n n sonunda MTT analizleri 

gerçekleştirildi. 
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4.19.2. Farklı Glikoz Konsantrasyonlarının E2F1 Protein Seviyesi Üzerine 

Olan Etkilerinin Belirlenmesi 

Bu çalışmada ektopik yabanıl tip   F  ekspresyon gösteren H K 93   crelerinde 

farklı glikoz konsantrasyonlarının   F  protein seviyesi  zerine olan etkilerini 

araştırdık.    saat farklı glikoz konsantrasyonlarındaki besiyerinde k lt re edilen 

bu    crelerden lizat elde ettik ve bunun     mikrogramını %   poliakrilamid jelde 

y r t p PVDF membrana transfer ettik ve membranı anti-E2F1 antikoru  ile 

işaretledik (Şekil  .  ). 

 

Şekil  .   de de gösterildi i gibi ortamdaki glukoz konsantrasyonu, E2F1 protein 

seviyesini etkilemektedir. Buna göre en y ksek   F  ekspresyonu 8g L glikoz 

konsantrasyonunda gözlenirken; en d ş k   F  protein seviyesi  g L glikoz 

konsantrasyonunda saptanmaktadır.  

 

 

Şekil 4.45. E2F1 transfekte HEK293 h crelerinde farklı glikoz konsantrasyonlarındaki E2F1 

protein seviyelerinin western blot tekni i ile gösterilmesi. Farklı g likoz 

konsantrasyonlarına  tabi tutulan   crelerden toplanan lizat larda   F  işaretlemesi ve 

aynı blotlarda GAPDH işaretlemesi yapılıp,   F  sinyal intensiteleri GAPDH 

sinyallerine oranlanarak normalizasyon sa lanmıştır.   
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4.19.3. Yabanıl Tip E2F1 ve PKA Fosforilasyon Bölge Fosforilasyon 

Mutantlarının Glukoz Alınımı Üzerine Olan Etkilerinin Belirlenmesi 

PKA tarafından fosforile edilen   F  in   crenin glukoz alımı  zerine etkilerini 

belirlemek için mutant vektörleri ektopik olarak eksprese eden   creleri FB  li 

ortamda eşit sayıda ektik (n:3)  rtesi g n,   creler glukoz bulunmayan besiyeri 

ortamıyla yıkandı. Bir grup sadece floresan işaretli glukoz analogu içeren 

glukozsuz besiyeri ile di er grup ise glukoz analogu ve     ng mL ins lin içeren 

glukozsuz besiyeri ile 3  dakika ink be edildi.  

 

Şekil  .   da gör ld    gibi yabanıl tip   F  ektopik ekpresyonunun   cre içine 

glikoz alınımını, yabanıl tip H K 93   crelerine göre azalttı ı gör l rken, 

mu temel PKA fosforilasyon bölgelerinin Alanin mutantları, glukoz alınımını 

anlamlı bir şekilde arttırmıştır. PKA fosforilasyon bölgelerinin Glutamik asit 

mutantlarının glukoz alımı  zerine olan etkisi ise da a sınırlı olmuştur.  
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Şekil 4.46. Yabanıl tip E2F1 ve E2F1 proteininin A ve E mutantlarını eksprese eden HEK293 

h crelerinin normal koşullarda glukoz alım miktarlarının belirlenmesi. H crelerin  

       cre kuyu     μl besiyeri o lacak şekilde 3 tekrar ve   sıra  alinde 9  kuyulu  

k lt r kab ına ekimi gerçekleştirildi ve %   FB  içeren DM M besi ortamı içerisinde 

gece boyu ink be edildi. H creler, glukoz bulunmayan besiyerinde sulandırılmış  

floresan işaretli g lukoz analogu olan  -NGBD (2-deoksi-2-((7-nitro -2,1,3-

benzoksadiazol-4-yl)-D-glukoz) karışımı ile  muamele edildi ve   crelerin CTCF 

de erleri  esaplandı. 

  F  in glukoz alımı  zerine olan etkisinin   cre tipine ba lı olup olmadı ını 

göstermek için aynı deneyi LNCaP   cre  attında tekrarladık. H K 93   cre 

 attının aksine, yabanıl tip   F  transfekte LNCaP   crelerinde boş vektörle 

transfekte   crelere göre glukoz alımı artmıştı. Bu   crelerde, b t n   F  

plazmidleri glukoz alımını arttırırken, H K 93 e benzer şekilde, glukoz alımının 

en bariz arttı ı   creler   F  Alanin mutantları ile transfekte edilmiş   creler 

olmuştur. (Şekil  . 7). 
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Şekil 4.47.  Yabanıl tip E2F1 ve E2F1 proteininin A ve E mutantlarını eksprese eden LNCaP 

h crelerinin normal koşullarda glukoz alım miktarlarının belirlenmesi. H creler 

       cre kuyu     μl besiyeri o lacak şekilde 3 tekrar ve   sıra  alinde 9  kuyulu  

k lt r kab ına ekimi gerçekleştirildi ve %   FB  içeren DM M besi ortamı içerisinde 

gece boyu ink be edildi. H creler, glukoz bulunmayan besiyerinde sulandırılmış  

floresan işaretli g lukoz analogu olan  -NGBD (2-deoksi-2-((7-nitro -2,1,3-

benzoksadiazol-4-yl)-D-glukoz) karışımı ile  muamele edildi ve   crelerin CTCF 

de erleri  esaplandı. 

Ektopik E2F1 ekspresyonunun bazal seviye glukoz alımına olumlu etki yaptı ını 

gösterdikten sonra,    F  ekspresyonunun ins lin-aracılı glukoz alımını nasıl 

etkileyece ini sorguladık. Şekil  . 8 de gör ld    gibi en fazla glukoz alımı, 

ins lin varlı ında  3  A ve T 3 A  3  A mutantlarında gözlenmiştir (Şekil  . 8). 

Bunun yanı sıra, ins lin duyarlılı ı   F  T 3  , T 3     3   ve 

T 3     3    3    mutantları ile transfekte edilmiş   crelerde en fazla artmıştır 

(Şekil  . 9).  
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Şekil 4.48. Yabanıl tip E2F1 ve E2F1 proteininin A ve E mutantlarını eksprese eden LNCaP  

h crelerinin normal koşullarda ins lin muamelesinde glukoz alım miktarlarının 

belirlenmesi. H creler        cre kuyu     μl besiyeri olacak şekilde 3 tekrar ve   

sıra  alinde 9  kuyulu k lt r kabına ekimi gerçekleştirildi ve %   FB  içeren DM M 

besi ortamı içerisinde gece boyu ink be edildi. H creler, glukoz bulunmayan 

besiyerinde sulandırılmış floresan işaretli glukoz analogu olan  -NGBD (2-deoksi-2-

((7-nit ro-2,1,3-benzoksadiazol-4-yl)-D-glukoz) karışımı ve     ng μl ins lin ile  

muamele ed ild i.  
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Şekil 4.49. Yabanıl tip E2F1 ve E2F1 proteininin A ve E mutantlarını eksprese eden LNCaP 

h crelerinin ins lin aracılı glukoz alımının de erlendirilmesi.   F  mutantları ile  

transfekte edilmiş LNCaP   crelerin in ins lin  varlı ında   cre içine aldı ı glukoz 

miktarı ins linsiz ortamda   cre içine aldı ı glukoz miktarına böl nerek glukoz 

alımın ın ins lin duyarlılı ı (fo ld induction) de erlendirildi.   

4.20. Yabanıl Tip E2F1 ve PKA Fosforilasyon Bölge Mutantlarının 

Kemoterapi Duyarlılı ı Üzerine Olan Etkilerinin Belirlenmesi 

              F  in PKA tarafından fosforilasyonunun   cre proliferasyonu ve glukoz alınımı 

 zerine etki etti ini belirlememiz, bu modifikasyonun kanser   crelerinin 

kemoterapötiklere verdi i cevabı da etkileyebilece ini d ş nmemize neden oldu.  

PKA tarafından fosforile edilen   F  in kemoterapi etkinli i  zerindeki etkilerini 

belirlemek amacıyla prostat kanseri   cre  attı (PC3), prostat kanseri lenf nodu 

metastaz   cre  attı (LNCaP), B y k H creli Akci er Kanseri   cre  attı (H  99) 

ve transforme insan embriyonik böbrek   cre  attı ( 93T)   creleri yabanıl tip ve 

mutant vektörler ile transfekte edildikten    saat sonra   g/ml dozda Sisplatin 

muamelesi yapılmış ve   creler Cisplatin ile 7  saat ink be edildikten sonra   cre 

canlılı ı MTT yöntemi ile belirlenmiştir.  
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4.20.1. Yabanıl Tip E2F1 ve PKA Fosforilasyon Bölge Mutantlarının Sisplatin 

Duyarlılı ı Üzerine Olan Etkilerinin Belirlenmesi 

   F  mutantlarının sisplatin duyarlılı ına etkisinin incelendi i dört   cre  attında 

da transfeksiyonlar sisplatinli  , sisplatinsiz   tekrar olmasını sa layacak şekilde 

   ar tekrar  alinde gerçekleştirildi.   

 

Prostat Kanseri   cre  attı olarak bilinen PC3   cre  attında,  ektopik    F  

ekspresyonu, sisplatin duyarlılı ını yabanıl tip PC3   cre  attına göre yaklaşık iki 

kat arttırmışken,   3 A  aricindeki b t n A mutantlarında boş plazmidle transfekte 

edilmiş PC3   crelerine göre artmış sisplatin duyarlılı ı gözlenmiştir (Şekil  .  A). 

Beklenilenin aksine,   F  in b t n   mutantlarında da yine sisplatin duyarlılı ında 

artış gözlenmiştir (Şekil  .  B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



124 

 

 

 

Şekil 4.50. E2F1 mutantlarının PC3 h crelerinin sisplatin duyarlılı ına olan etkisinin 

belirlenmesi H creler        cre kuyu     μl besiyeri olacak şekilde   tekrar ve   sıra 

 alinde 9  kuyulu k lt r kabında   F  A mutantları (A) ve   mutantları (B) ile  

transfekte edildi. Transfeksiyon sonrası   .saatte, sisplatin uygulanacak kuyulara 

2g well olacak şekilde serum fizyolo jik içinde çöz len sisplatin verild i. Üç g n 

ink basyon sonunda MTT analizi gerçekleştirildi.  
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Yabanıl tip   F  ve   F  PKA bölge mutantlarının ektopik ekspresyonunun 

prostat kanserinin lenf nodu metastazı olan LnCAP   creleri  zerindeki etkisine 

baktı ımızda ise mutant ya da yabanıl tip   F  in sisplatin duyarlılı ı  zerindeki 

etkisi dikkate de er seviyede de ildir (Şekil  .  A ve Şekil  .  B).  

 

LNCaP ve PC3   crelerinin yanı sıra, prostattan farklı doku kökenli bir kanser 

  cre  attında   F  mutantlarının sisplatin duyarlılı ına olan etkisini tespit 

edebilmek amacıyla, aynı deneyi H  99   crelerinde tekrarladı ımızda, bu 

  crelerin normalde sisplatin aracılı öl me direnç gösterd i ini,   F  

transfeksiyonuyla sisplatine bir nebze de olsa duyarlılık gösterdi ini belirledik. 

  F  in T 3 A ve   3 A mutantları ise, yabanıl tip   F  in aksine sisplatin 

duyarlılı ını pozitif de il negatif etkilemiştir. Bil assa   cre proliferasyonu arttıran 

  F  mutantları ise sisplatin duyarlılı ına pozitif katkıda bulunmuştur (Şekil  .  A 

ve Şekil  .  B) 
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Şekil 4.51. E2F1 mutantlarının LNCaP h crelerinin sisplatin duyarlılı ına olan etkisinin 

belirlenmesi H creler        cre kuyu     μl besiyeri olacak şekilde   tekrar ve   sıra 

 alinde 9  kuyulu k lt r kabında   F  A mutantları (A) ve   mutantları (B) ile  

transfekte edildi. Transfeksiyon sonrası   .saatte, sisplatin uygulanacak kuyulara 

2g well olacak şekilde serum fizyolo jik içinde çöz len sisplatin verild i. Üç g n 

ink basyon sonunda MTT analizi gerçekleştirildi.  
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Şekil 4.52. E2F1 mutantlarının H1299 h crelerinin sisplatin duyarlılı ına olan etkisinin 

belirlenmesi H creler        cre kuyu     μl besiyeri olacak şekilde   tekrar ve   sıra 

 alinde 9  kuyulu k lt r kabında   F  A mutantları (A) ve   mutantları (B) ile  

transfekte edildi. Transfeksiyon sonrası   .saatte, sisplatin uygulanacak kuyulara 

2g well olacak şekilde serum fizyolo jik içinde çöz len sisplatin verild i. Üç g n 

ink basyon sonunda MTT analizi gerçekleştirildi.  
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Kanser   crelerinde   F  in PKA fosforilasyon mutantlarının sisplatin 

duyarlılı ına karşı belirgin bir etkisi olmadı ını belirledi imiz için, aynı durumun 

E1A ve SV40-T antijeni ile transforme edilmiş  93T   crelerinde de geçerli olup 

olmadı ını inceledik. Şekil  . 3A ve şekil  . 3B de gör ld    gibi,  93T   creleri 

normalde sisplatin dirençli   crelerken,   F  ektopik ekspresyonuyla sisplatin 

duyarlı  ale gelmektedir. Her ne kadar   F  A mutantları   F  ile transfekte 

edilmemiş  93T   crelerine göre sisplatine da a duyarlı olsa da (Şekil  . 3A), 

  F    mutantlarıyla edinilen sisplatin duyarlılı ı çok da a fazladır (Şekil  . 3B).  
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Şekil 4.53. E2F1 mutantlarının 293T h crelerinin sisplatin duyarlılı ına olan etkisinin 

belirlenmesi H creler         cre kuyu     μl besiyeri o lacak şekilde   tekrar ve   

sıra  alinde 9  kuyulu k lt r kabında   F  A mutantları (A) ve   mutantları (B) ile  

transfekte edildi. Transfeksiyon sonrası   .saatte, sisplatin uygulanacak kuyulara 

2g well olacak şekilde serum fizyolo jik içinde çöz len sisplatin verild i. Üç g n 

ink basyon sonunda MTT analizi gerçekleştirildi.  
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5. TARTIŞMA 

  F transkripsiyon faktör ailesi, 8  ye ve    farklı izoformdan oluşup,   cre 

döng s n n, replikasyonun (Johnson ve ark. 1993), mitozun (Sotillo ve ark. 2007), 

DNA hasar tamirinin (Polager ve ark. 2002, Biswas ve Johnson 2012), apoptozis 

(Field ve ark. 1996) ve farklılaşmanın (Persengiev ve ark. 1999, Amanullah ve ark. 

2000, Fajas ve ark. 2002, Wong ve ark. 2003, Deschenes ve ark. 2004) 

d zenlenmesi gibi birçok farklı ve önemli s reçte rol alır. Bu ailenin tanımlanmış 

ilk  yesi olan   F , transkripsiyonel kontrol altında olup, maksimum ekspresyonu 

  cre döng s n n G    geçişinde gözlenir (Cam ve Dynlacht 2003, DeGregori ve 

Johnson 2006).   F  in, transkripsiyonel kontrol n n yanı sıra , Rb ba lanması ile 

(Bandara ve La Thangue 1991, Kaelin ve ark. 1992) ve çeşitli post-translasyonel 

modifikasyonlarla (Bagchi ve ark. 1989) da   cre içi seviyesi ve transkripsiyonel 

etkinli i kontrol edilmektedir.  

 

  F  in geçirdi i post-translasyonel modifikasyonlar, DNA ba lanma etkinli ini 

ve stabilitesini kontrol edebilmektedir. Örne in; asetilasyon   F  transkripsiyon 

faktör n n DNA ba lanma etkinli ini ve stabilizasyonunu sa larken (Marzio ve 

ark. 2000), metilasyon ve N DDilasyon DNA ba lanma etkinli ini d ş r p, 

ubikutinleşmesine yol açarak degradasyonu için sinyal teşkil eder (Kontaki ve 

Talianidis 2010, Xie ve ark. 2011, Loftus ve ark. 2012). E2F1 fosforilasyonu ise, 

E2F1 stabilitesi ya da DNA ba lanma etkinli i  zerinde farklı etkilere yol 

açabilmektedir. Örne in; ATM ve C k  tarafından gerçekleştirilen fosforilasyonlar, 

  F  stabilizasyonunu sa larken (Berkovich ve Ginsberg 2003, Rogoff ve ark. 

2004), p3 cdc  tarafından gerçekleştirilen fosforilasyon   F  in Rb ile etkileşimini 

engelleyerek aktivitesinin artmasına neden olur (Fagan ve ark. 1994).  tres ind kl  

kinaz JNK  tarafından   F  in fosforile edilmesi ise,   F  stabilitesinde azalmaya 

ve DNA ba lanma etkinli inde d şmeye yol açmaktadır (Wang ve ark. 1999). 1989 

yılında,   F  in post-translasyonel modifikasyonlara u radı ının ilk kez 

gösterildi i yayında, fosfatazlarla muamele edilen   F  in DNA ba lanma yetisini 

kaybetti i, fosfataz ile muamele edildikten sonra  cAMP ba ımlı protein kinaz 

tarafından in vitro fosforilasyona u ratıldı ında ise   F  in  DNA ya ba lanma 

aktivitesini tekrar kazandı ı rapor edilmiştir  (Bagchi ve ark. 1989). Çeyrek asırdan 
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da a fazla bir s re önce yayınlanan bu bulguya ra men, cAMP ba ımlı protein 

kinazın   F  i   cre içerisinde de fosforile edip edemedi ine, e er fosforile 

ediyorsa bu fosforilasyonun  angi koşullarda  angi aminoasitlerde gerçekleşti ine 

ve fosforilasyonun gerçekleşmesi ya ut engellenmesi durumunda ne gibi sonuçlar 

do du una dair  er angi bir çalışma yapılmamıştır.  

 

cAMP ba ımlı protein kinaz, ya da da a sonra verilen adıyla protein kinaz A 

(PKA), birçok   cresel faaliyet için, özellikle de   cre metabolizmas ıyla ilgili 

s reçlerde önemli roller oynamaktadır. PKA, cAMP tarafından aktive edilmesi 

nedeniyle bir t r glukoz sensör  gibi davranması ve birçok farklı yolla   cre içi 

glukoz alımını ve glukoz metabolizmasını d zenlemesinin yanı sıra (Chernogubova 

ve ark. 2004, Jensen 2007, Subramanian ve ark. 2009, Kim ve ark. 2012, Kaihara 

ve ark. 2015),   cre döng s n n kontrol nde de rol oynar. Xenopus yumurtalarında 

yapılan bir çalışmada, PKA nın   fazına geçiş açısından olmazsa olmaz bir protein 

oldu u saptanmış (Costanzo ve ark. 1999). PKA aktivitesinin inhibe edilmesiyle 

Cdc  nın kromatinden ayrılışının engellenmesi, bu durumun altında yatan 

nedenlerden biri olarak belirtilmiştir. Çok da a yakın bir zamanda, Saccharomyces 

cerevisiae de yapılan çalışmada ise, PKA nın G    geçişini kontrol etmesinde rol 

oynayan bir di er protein olarak  wi  gösterilmiştir (Amigoni ve ark. 2015). S 

fazına geçişin kontrol n n yanı sıra, mitoz esnasında (Searle ve ark. 2004) ya da 

mitozdan çıkışta (Anghileri ve ark. 1999) da PKA nın rol oynadı ı bilinmektedir. 

Hem PKA,  em de   F    cre döng s  açısından bu kadar önemliyken,   F  ve 

PKA arasındaki ba lantı ve birbirleri  zerindeki kontrol mekanizmaları da önemli 

hale gelmektedir.  

 

Yukarıda ba sedilen nedenlerden dolayı,   F  in PKA tarafından fosforile edilip 

edilmedi ini; e er   F , PKA tarafından fosforile ediliyorsa, bu fosforilasyonun 

  F  in   cre proliferasyonu, apoptozis,  edef gen ekspresyonu, glukoz alımı ve 

kemoterapötiklere verilen cevap gibi s reçlerdeki rol n  nasıl etkiledi ini 

belirlemeyi amaçladık. Kendi yaptı ımız   F  ekspresyon vektör n  kalsiyum 

fosfat transfeksiyon yöntemi ile H K 93   crelerine transfekte ettik ve Geneticin 
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ile vektörlerimizi kararlı şekilde bulunduran   cre klonlarını (stable transformants) 

seçtik ve sonraki çalışmalar için bu klonları kullandık.  

 

Hipotezimiz,   cre içi cAMP miktarını artıran ve Adenilat  iklaz aktivatör  olan 

Forskolin ile H K 93   crelerini muamele etti imizde PKA aktivasyonunun   F  

protein seviyesine olumlu veya olumsuz etki edece i şeklindeydi. Şekil  .   de de 

gör ld    gibi Forskolin muamelesinin   . saatinde   F  ekspresyon seviyesinin 

dikkate de er seviyede d şt    ve ardından tekrar y kselişe geçti i gör lmektedir. 

  F  seviyesindeki bu de işimin, cAMP miktarına ba lı olarak PKA aktivitesinden 

mi, yoksa cAMP tarafından aktive edilen di er yolaklar aracılı ı ile mi 

gerçekleşti ini anlayabilmek için, aynı deneyi PKA in ibitör  varlı ında 

tekrarladı ımızda,   F  seviyesindeki de işimin ortadan kalktı ını saptadık (Şekil 

 .  ). Dolayısıyla, forskolin muamelesi ile   F  seviyesindeki de işimin do rudan 

cAMP y kselmesinden ziyade, cAMP aracılı ıyla gerçekleşen PKA 

aktivasyonundan kaynaklandı ı sonucuna vardık.  

 

PKA aktivasyonu sa landı ında   cre içi   F  miktarındaki dalgalanma,   F  in 

PKA aktivasyonu durumunda zamana ba lı olarak degredasyona u rayıp, da a 

sonra geri besleme mekanizması sayesinde   cre içi seviyesinin normale 

dönmesine işaret edebilir. Bunun yanı sıra,   F  in PKA tarafından 

fosforilasyonunun antikor tanıma bölgesi (epitop)  zerinde gerçekleşmesi, bunun 

da    F  in bu antikor tarafından tanınmasını engellemesi i timali de söz 

konusudur. Nitekim  3   noktası, antikor epitopu içerisindedir. H cre içi 

fosfatazlar, forskolin muamelesinden önce verdi imiz fosfataz in ibitör n n   . 

 aat itibariyle etkisinin azalması sayesinde   F  in PKA tarafından u radı ı 

fosforilasyonu ortadan kaldırıp,   F  i tekrar antikor tarafından tanınabilir  ale 

getirmiş olabilir.  

 

PKA aktivasyonu sonucunda   F , PKA tarafından fosforile edilerek proteozomal 

degredasyon açısından  edef  aline geliyor olabilir. Bu olasılı ı sorgulamak için, 

proteazom in ibitör  laktasistin varlı ında forskolinin   F  seviyesini nasıl 

de iştirdi ini araştırdık. Her ne kadar PKA aktivasyonunun   F  miktarında yol 
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açtı ı d ş ş proteazomların in ibisyonu ile ortadan kalkıyor olsa da, laktasistin 

forskolin olmaksızın tek başına verildi inde E2F1 seviyesinde forskolinden daha 

y ksek bir d ş şe yol açmaktadır. Bunun nedeni, proteozomal degredasyonla 

kontrol edilen bir proteinin   F  seviyesini kontrol etmesi, veya   F  in 

proteazom sisteminin yoklu unda ubikutinlenmesinin bu proteinin antikor 

tarafından tanınmasını bloke etmesi olabilir.   er ikinci olasılık geçerliyse, PKA 

tarafından meydana getirilen bir fosforilasyon,   F  ubikutinasyonu için 

engelleyici rol oynuyor olmalıdır. Birinci olasılı ın geçerli olması durumundaysa, 

  F  in degredasyonunda proteozom sistemi de il, başka bir sistem rol oynuyor 

olmalıdır. Bu sistem,   F  in  edefi de olan ve   F   zerinde potansiyel kesim 

noktası bulunan kaspaz-3 enzimi olabilir. Bu nedenle, bir sonraki aşamada kaspaz-3 

in ibitör  ve laktasistin ile beraber forskolinin etkisini sorguladık. Laktasistinin 

  F  seviyesinde meydana getirdi i d ş ş, kaspaz-3  n in ibisyonu ile ortadan 

kalkmaktadır. Kaspaz-3 in ibisyonu, aynı zamanda forskolinin   F  seviyesinde 

meydana getirdi i d ş ş  de ortadan kaldırmakta, fakat tek başına uygulandı ında 

yine   F  seviyesinde d ş şe yol açmaktadır. Bu durumda, e er   F   em 

proteozom hem de kaspaz-3 tarafından parçalanıyorsa kaspaz-3 in ibitör  

varlı ında   F   seviyesindeki azalma proteozom komponentlerinden bazılarının 

kaspaz-3  edefi oldu unu d ş nd rmektedir.  

 

Beklendi i gibi   F  in PKA tarafından   cre içi koşullarda fosforile edilebilmesi 

için, öncelikle bu iki protein arasında fiziksel bir ba lanmanın olması gerekir.  Bu 

nedenle, E2F1 ve PKA proteinlerinin her ikisini de forskolin muamele edilmiş ve 

edilmemiş   crelerden immunopresipitasyon yoluyla çökt r p  er iki kompleks 

içerisinde karşılıklı (resiprokal) ba lanmayı göstermek istedik. Şekil  . 7 de 

gör ld    gibi in vivo şartlarda  PKA ve   F  birbirine ba lanmakta ve ba lanma 

forskolin aracılı PKA aktivasyonu durumunda da a da kuvvetlenmektedir. İki 

protein arasındaki ba lanmanın gösterilmesinden sonra   crelerden 

imm nopresipitasyon ile çökt r len    F  in, saf PKA katalitik alt  nitesi ile in 

vitro kinaz reaksiyonu kurulup reaksiyon  r nleri PKA s bstrat antikoru ile 

işaretlendi inde, PKA nın   F  i fosforile de edebildi ini de  belirledik (Şekil 

4.18).  
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  F  in PKA tarafından fosforilasyonunun   F  fonksiyonunu nasıl etkiledi ini 

araştırabilmek için,   F   zerindeki potansiyel PKA fosforilasyon bölgelerini 

Alanin (A) ve glutamik asit ( ) aminoasitlerine dön şt rd k.  lde etti imiz 

mutantların transfeksiyonu ile ektopik   F  ekspresyonu sa layabildi imizi 

belirledikten sonra (Şekil  . 7, Şekil  . 8) bu mutantların   F  fonksiyonuna nasıl 

etki edece ini belirlemeye çalıştık.  

 

  F ,   cre döng s n n kontrol ndeki ana tar transkripsiyon faktörlerinden biri 

oldu u için,   cre proliferasyonu  zerine de do rudan bir etkisi söz konusudur. 

H cre proliferasyonunu sorgularken,  em   cre döng s n n aktif fazlarında 

bulunan   cre miktarı,  em de  ali azırda metabolik aktivite gösteren, yani 

yaşayan   cre sayısının önem arz edece ini d ş nd k.  

 

H cre döng s n n aktif fazında bulunan   cre miktarını belirlemek için, Ki 7 

işaretlemesinden faydalandık. Ki 7, mitoz esnasında kromozomların y zeyinde, 

G , G  ve   fazlarında ise n kleusta bulunan bir proteindir. G  evresindeki 

  crelerde ise ekspresyonu bulunmamaktadır (Scholzen ve Gerdes 2000). 

Dolayısıyla bu proteinin işaretlenmesiyle,   cre döng s n n aktif fazlarındaki 

  creler saptanabilir.   F  mutantları ile stabil transfeksiyona u ratılmış 

  crelerde,   F  in PKA fosforilasyonunu taklit eden mutantların   cre döng s ne 

girişi yavaşlattı ını, PKA fosforilasyonunun engellendi i mutantlarında ise   cre 

döng s n n aktif fazında bulunan   cre miktarını arttırdı ını, dolayısıyla siklusa 

girişi kolaylaştırdı ını saptadık.  

 

H cre döng s n n aktif fazında ya da dinlenme fazında oldu u fark etmeksizin, 

metabolik aktivite gösteren, yani yaşayan   cre miktarının belirlenmesinde, MTT 

analizinden faydalandık. MTT, yani 3-(4,5-dimetillthiazol-2-yl)-2,5-

difeniltetrazolyum bromid,   cresel NAD(P)H-ba ımlı oksidored ktazlar 

tarafından formazan a indirgenir. Formazan ın renginin yo unlu una yönelik 

kolorimetrik analizlerle, o anda analiz edilen örneklerdeki metabolik aktivite 

gösteren   cre miktarı göreceli  olarak  esaplanabilir (Mosmann 1983). MTT 
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analizi de, Ki 7 deneyiyle tutarlı olarak, proliferasyonun   F  in A mutantları 

tarafından arttırıldı ını,   mutantları tarafından ise yabanıl tip   F  e göre anlamlı 

bir şekilde baskılandı ını gösterdi. Dolayısıyla,   F  in PKA tarafından 

fosforilasyonunun,   F  in proliferatif özelli ini baskılamak yön nde bir etki 

gösterdi i iddia edilebilir.  

 

  F ,   cre döng s n n d zenlenmesinin yanı sıra, apoptozisin d zenlenmesinde de 

önemli bir rol oynar  (Qin ve ark. 1994, Shan ve Lee 1994). Bu nedenle, E2F1 

mutantlarının proliferasyona olan etkisi  akkında da a net bir kanıya varabilmemiz 

için,   F  aracılı apoptozisin   F  fosforilasyon mutantları tarafından nasıl 

d zenlendi ini de belirlememiz gerekti ini d ş nd k. Kaspaz-3 aktivasyon 

miktarının belirlendi i analizde, yabanıl tip   F  in, kaspaz-3 aktivasyonunu boş 

plazmidle transfekte edilmiş   crelere göre yaklaşık %   oranında arttırdı ını 

belirledik.   mutantlarındaki kaspaz aktivasyonu yabanıl tip   F  e göre çok da a 

y ksekken, A mutantlarında kaspaz 3 aktivasyonunun azaldı ını saptadık. Özellikle 

T 3 A  3  A mutantı, kaspaz 3 aktivasyonunu boş plazmidle transfekte edilmiş 

  creden bile da a d ş k bir seviyeye çekmiştir (Şekil  . 3). Bu sonuçlara göre, 

  cre içi cAMP miktarının artmasına  paralel olarak aktive olan PKA bizim 

belirledi imiz  ç amino asit  zerinden   F  i fosforile e tti inde   F  in  edef gen 

terci ini de iştirmekte ve   F  in apoptozis ind ksiyonuna sebep olan kaspaz-3 gibi 

genlerin promotoruna yönlendirmektedir.   

 

E2F1, hem kaspaz-3    em de Apaf  gibi apoptotik genlerin ekspresyonunu 

ind kleyebilmektedir (Matsumura ve ark. 2003). Bu nedenle, kaspaz-3 

ekspresyonunun   F  fosforilasyon mutantlarından nasıl etkilendi ini de araştırdık. 

Gerçek zamanlı PCR ile kaspaz 3 transkripsiyon seviyesini inceledi imizde, 

bekledi imizin aksine yabanıl tip   F  ile transfekte edilmiş   crelerin kaspaz-3 

transkripsiyon seviyesinin boş plazmidle transfekte edilmiş H K 93   crelerine 

göre da a d ş k oldu unu saptadık.   F  in tekli   mutantları, kaspaz-3 

ekspresyonunu baskılamaya yönelik etki gösterirken, tekli A mutantları kaspaz-3 

transkripsiyonunu yabanıl tip   F  e göre arttırmaktaydı. Her ne kadar bu tablo 

kaspaz 3 aktivasyon sonuçlarıyla tam olarak tutarlı gör nmese de, en d ş k kaspaz-3 
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aktivasyonu gösteren mutant T 3 A  3  A nın kaspaz 3 mRNA seviyesinin yabanıl 

tipe göre da a d ş k olması, en y ksek kaspaz-3 aktivasyonuna yol açan mutant 

T 3     3    3    nin aynı zamanda en y ksek kaspaz 3 mRNA seviyesine sa ip 

olması tutarlı bir sonuç olarak gör nmektedir. Kaspaz-3 mRNA seviyesinin yanı sıra, 

  F  mutantlarının kaspaz-3 protein seviyesine olan etkisini araştırdı ımızda, 

T 3 A  3  A mutantı ile transfekte edilmiş   crelerin yabanıl tip   F  ile 

transfekte edilmiş   crelere göre da a y ksek kaspaz-3 proteinine sa ip oldu unu, 

T130E/S235E/S364E mutantıyla transfekte edilmiş   crelerinse yabanıl tip   F  ile 

transfekte edilmiş   crelerle aynı seviyede kaspaz 3 proteini barındırdı ını saptadık. 

Dolayısıyla, kaspaz-3 mRNA ve protein seviyeleri göz ön ne alındı ında;   F  in 

özellikle   mutantlarının kaspaz-3 aktivasyonuna olan etkisinin kaspaz-3 

ind ksiyonundan ziyade, di er apoptotik proteinlerin ekspresyon aktivasyonu ile 

oluştu unu iddia edebiliriz.  

 

  F  in apoptozis ve proliferasyon dengesinin ayarlanmasında önemli olan bir di er 

 edefi p 3 e baktı ımızda,   F  in   3 A, T 3 A  3  A ve   3 A  3  A 

mutantlarını eksprese eden   crelerde p 3 seviyesinin arttı ını; ancak, E 

mutantlarında  p 3 seviyesini anlamlı bir şekilde etkilenmedi ini saptadık (Şekil 

4.33). p53 protein seviyesinde herhangi bir de işimin gözlenmemesi  zerine p 3 

mRNA ifadeleri arasındaki farkın incelenmesine gerek duyulmadı.  

 

  F  in transkripsiyonel olarak kontrol etti i ve   cre döng s nde görev alan di er 

bir proetein olan CR B in (Chae ve ark. 2015) protein seviyelerinin de işimine 

baktı ımızda   F  in özellikle   3 A  3  A mutantları başta olmak  zere   F  in 

PKA tarafından fosforilasyonunun engellendi i mutantlarda CR B in protein 

seviyesinin arttı ını,   mutantlarının ise CR B seviyesini anlamlı bir şekilde 

etkilemedi ini saptadık (Şekil  .3 ). Bunun  zerine,   F  mutantlarının CR B 

mRNA seviyesine etki edip etmedi ini inceledi imizde  em Alanin  em de 

Glutamik Asit mutantlarının mRNA seviyesini artırdı ını saptadık. Bir genin protein 

seviyesi ile mRNAsı arasındaki tutarsızlık, ilgili proteinin translasyon sonrası 

modifikasyona u rama i timalini akıllara getirmektedir (Saeki ve ark. 1999). Bu 

ifade farkları sonrası p-CR B seviyeleri incelendi inde p-CREB seviyelerinde bir 
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de işim oldu u gör lmektedir. Bu de işimlerin anlamlı olarak de erlendirilmesi 

bakımından mutantların p-CR B CR B oranı  esaplandı (Şekil  .  ).  onuçlar 

incelendi inde   F  in ektopik ekspresyonunun CR B fosforilasyon oranının 

azalmasına neden oldu unu saptadık. CR B proteinin fosforilasyon oranını en aşa ı 

seviyeye çeken   3 A mutantı   iken; T 3 A,  3  A ve T 3 A   3 A  3  A 

mutantları yabanıl tip   F  ile aynı seviyede CR B fosforilasyonuna neden 

olmuştur. Öte yandan, T 3 A  3  A ve özellikle   3 A  3  A mutantları CR B 

fosforilasyon oranını ciddi seviyede artırmakta,   3    3    mutantı ise CR B in 

fosforilasyonunu adeta yok etmektedir. Özellikle,   3 A  3  A ve 

  3    3    nin CR B fosforilasyonu  zerine olan etkilerinin zıt olması ya PKA 

tarafından fosforile edilen   F  in CR B defosforilasyonunu ind kledi ini ya da 

PKA yı kendinde tutuklayarak (sequester) CR B fosforilasyonunu engelledi ini 

d ş nd rmektedir.  

 

H cre proliferasyonu enerji  retimine ba lı bir s reçtir ve   F  in bu s reçte görev 

almış olabilece ine yönelik ilk bulgular fonksiyonel olarak aktif olmayan pRB 

varlı ında oksidatif metabolizmanın artması ile gösterilmiştir (Hansen ve ark. 2004). 

pRB nin bu özelli i deney  ayvanları ile yapılan deneyler ile de do rulanmıştır. 

Farelerde pRB nın adipoz doku spesifik knock-out edilmesi adipoz dokuda 

mitokondri sayısının artmasına ve bazı mitokondriyal genlerin ekspresyonlarının 

ind klenmesine sebep olmuştur. (Dali-Youcef ve ark. 2007). Benzer şekilde   F  in 

  cre içinde susturulması durumunda da mitokondriyel biyogenezin arttı ı 

gösterilmiştir (Goto ve ark. 2006). Bu bulgular, pRB   F  yola ının   crenin enerji 

metabolizması  zerinde etkin rol oynadı ını d ş nd rmekted ir. Ektopik E2F1 

ekspresyonunun oldu u   crelerde y ksek proliferasyon seviyesiyle birlikte aerobik 

glikolizin de arttı ı gösterilmesine ra men   F  in kaybı da farelerin kas 

dokusundaki glikoz oksidasyonunu arttırmaktadır.   F , glikoz oksidasyonu 

 zerindeki etkisini besin sensör  olarak görev yapan ve glukoz oksidasyon in ibitör  

olan PDK-  (Piruvat De idrogenaz Kinaz  ) enziminin transkripsiyonunu artırarak 

gösterir (Sugden ve Holness 2006), yani E2F1-aracılı PDK-  ind ksiyonu  glikoz 

oksidasyonunu baskılar (Hsieh ve ark. 2008), bu durum muhtemelen negatif geri 

besleme mekanizması olarak kullanılmaktadır.  
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Bu bilgiler do rultusunda, PKA-aracılı   F  fosforilasyonunun glukoz 

metabolizması  zerinde etkisi olup olmadı ını belirlemek için  ilk olarak   F  ve 

ortamdaki glukoz konsantrasyonu arasında ilişki olup olmadı ı incelendi. Şekil 

 .   de gör ld    gibi  glukoz konsantrasyonun artmasına parallel olarak   cresel 

  F  seviyesinin de arttı ı ve 8g L glukoz konsantrasyonunda en y ksek seviyeye 

çıktı ı gör lmektedir,  er ne kadar   g L glukoz konsantrasyonunda   F  seviyesi 

biraz azalsa da yinede bu noktadaki e2F1 seviyesi 1g/L glukoz konsantrasyonuna 

göre da a y ksektir. Bu sonuçlara göre, artan glukoz konsantrasyonu,   F  

stabilizasyonuna katkı sa layarak   F  seviyesinin y kselmesine sebep olmaktadır. 

   g L glikoz varlı ında  em   cre proliferasyonunun hem E2F1 seviyesinin  

azalması literat rde de belirtilen glikoz toksisitesi ile uyumludur (Lorenzi ve ark. 

1985). Her ne kadar ektopik   F  ekspresyonu göstermeyen   crelerde  g L glukoz 

varlı ında   cre proliferasyonu da a fazla gözlense de ektopik  E2F1 ekspresyonu 

gösteren H K 93   crelerinde artan glukoz ve artan   F  miktarları ile orantılı bir 

proliferasyon söz konusu de ildir,  atta glukoz toksisitesinin ortadan kalktı ı 

söylenebilir (şekil  .  ). Bu durum E2F1-PDK-4 ekpsresyonun ind ksiyonuna ba lı 

olarak glikoliz ve devamında oksidatif fosforilasyonun dengelenmesi olarak 

açıklanabilir, yani   crelerde sınırsız böl nme ve enerji  retimine m sade 

edilmemektedir.   

  

E2F1-aracılı PDK-  geninin ekspresyonunun ind klendi i şartlar oluşana kadar artan 

  F  ekspresyonunun aerobik glikolizi ve oksidatif fosforilasyonu artırdı ı 

bilinmektedir. Buna parallel olarak h cre proliferasyonuna enerji sa lamak için 

  F  in   cre içine glukoz alımına etki edebilece ini d ş nd   m zden yabanıl tip 

ve t m mutantları ektopik olarak eksprese eden   crelerde “Glikoz Uptake Assay” 

testinden faydalandık. Şekil  .   ve  7 de gör ld    gibi,  93T   crelerinde Alanin 

mutantlarının  epsi   cre içine glukoz alımını artırırken Glutamik asit mutantları 

bunu fazla etkilememiştir, oysa LnCAP   crelerinde de Alanin mutantları yabanıl tip 

ve glutamik asit mutantlarına göre da a fazla glukoz alımını ind klemiştir.  
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Pankreastaki Beta   crelerinde   F  in ins lin salınımı, kas ve ya  dokusunda ise 

ins lin duyarlılı ı  zerine etkisi oldu u bilinmektedir (Fajas ve ark. 2004, Annicotte 

ve ark. 2009, Blanchet ve ark. 2011). LNCaP   crelerinde yapılan deneyde  er 

mutantın ins line bir cevap oluşturdu u saptandı (Şekil  . 8). Normal LNCaP 

  crelerinde ins lin muamelesi ile glikoz   cre içi alınımı yaklaşık  ç katına 

çıkmıştır. Yabanıl tip ektopik   F  varlı ında ins line verilen cevap ins linsiz 

ortama göre iki kat da a artmıştır ki bu durum da   F  in y ksek ins linli 

ortamlarda da   cre içine glukoz alımını destekledi ini göstermektedir.   F  in 

PKA tarafından fosforillenmesi sonucu   cre içi glikoz alınım oranları ile 

proliferasyon özellikleri de erlendirildi inde aslında do ru orantılı bir ilişki oldu u 

aşikardır. Yani,   F  ektopik ekspresyonu proliferasyon s recinde enerji kayna ı 

olan glukozun   cre içine alımını artırarak da proliferasyona katkı yapmaktadır.  

 

pRB   F  yola ı glioblastoma, akci er, meme, mide, prostat ve kolon kanseri gibi 

de işik kanser t rlerinin oluşumunda önemli rol oynamaktadır (Chen ve ark. 2009). 

Bu yolak, kanser   crelerinde sadece   cre döng s n  de il, lipid biyosentezini, 

glikolizi ve oksidatif fosforilasyonu da d zenleyerek kanser   cresinin 

proliferasyonunu kontrol eder. Literat rde   F  ekspresyon seviyesini ve 

aktivasyonunu çeşitli anti-kanser tedavilerinin sonucunu da etkilemektedir  (Cao ve 

ark. 2014, Chen ve ark. 2014, Yan ve ark. 2014).   F  in post-translasyonel 

modifikasyonlarının kanser   crelerinin fizyolojisini etkiledi i literat rde 

belirtilmesine ra men post-translasyonel modifikasyonun kanser tedavisinde ilaç 

dirençlili i  zerine etki gösterip göstermedi i literat rde ba sedilmemiş bir konudur 

(Meng ve Ghosh 2014). Bizim sonuçlarımıza göre PKA-aracılı   F  fosforilasyonu 

  crelerin proliferasyonunu etkilemektedir, ancak bu fosforilasyonunun kanser 

  crelerinde kemoterapi ilaçlarına olan duyarlılık  zerine de etki edip etmedi i 

merak edilmiştir. Bu amaçla, PC3, LNCaP, H  99 ve  93T   cre  atlarında   F  in 

yabanıl tip ve mutantlarının ektopik ekspresyonları sa landıktan sonra bu   creler 2 

g/ml Sisplatin ile 7  saat ink be edilmiş ve ardından bu   crelerin canlılı ı MTT 

yöntemi ile belirlenmiştir.  limizdeki sonuçlara göre yabanıl tip ve mutant 

  F  lerin ektopik ekspresyonu farklı   crelerde farklı sonuçlar ortaya çıkarmıştır. 

Örne in, p53-negatif olan H  99 akci er kanser   crelerinde   F  in  em Alanin 
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hem de Glutamik asitin ikili ve  çl  mutantları bu   creleri  isp latine dirençli  ale 

çevirirken yine p53-negatif olan prostat kanser  attı PC3   crelerinde aynı mutantlar 

bu   crelerin Sisplatin duyarlılı ını ciddi seviyede arttırmıştır. Oysa, p 3-pozitif 

olan LNCaP ve  93T   crelerinde mutantların etkisi yabanıl tip   F  den farklı 

de ildir. Literat rde de belirtildi i gibi   F  y ksek ekspresyonu Sisplatin direncine 

sebep olmaktadır;ancak bizim sonuçlarımıza göre   F -aracılı cisplatin direnci 

p 3 den ba ımsız bir  mekanizma ile sa lanıyor  gör nmektedir.  

 



141 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



142 

 

6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

1. H cre içi fizyolojik koşullarda, PKA nın katalitik alt  nitesi ve   F  

birbirine  ba lanmaktadır ve bu ba lanma  PKA aktivasyonu ile artmaktadır.  

 

2.   F , PKA tarafından fosforile edilebilmektedir.  

 

3. Forskolin aracılı protein kinaz A aktivasyonu,   F  protein seviyesini negatif 

etkilemektedir. Forskolinin bu etkisi, PKA in ibitör  ve kaspaz 3 in ibitör  

ile ortadan kaldırılabilmektedir. Proteozom sisteminin in ibisyonu ise 

forskolinin   F  seviyesi  zerindeki negatif etkisini  afifletmektedir.   

 

4.   F   zerindeki  ç potansiyel PKA fosforilasyon bölgesinin fosforile 

edilemez Alanin (A) ve fosforilasyonu taklit eden Glutamik Asit (E) 

mutantları başarıyla elde edilmiştir.  

 

5.   F  in Alanin mutantlarının ektopik ekspresyonu   cre proliferasyonunu 

arttırmaktadır.  

 

6.   F  in Glutamik asit mutantları   cre proliferasyonunu baskılamakta, ve 

apoptoz ind ks yonuna neden olmaktadır.  

 

7.   F  in PKA fosforilasyon bölge mutantları, kaspaz 3, CR B ve p 3 

proteinlerinin ekspresyonlarını farklı olarak etkilemiştir.  

 

8. Farklı glukoz konsantrasyonları,   F  in ektopik ekspresyonunda   cre içi 

  F  protein seviyesinde dalgalanmalara yol açmaktadır.  

 

9.   F  in ektopik ekspresyonu,   cre proliferasyonunun glukoza ba lı 

d zenlenmesini ortadan kaldırmaktadır.  
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10.   F  in PKA tarafından fosforilasyonunun engellenmesi,   cre içi glukoz 

alımını arttırmaktadır ve bu   cre proliferasyonunun  ızlanmasına katkı 

yapmaktadır.  

 

11.   3  aminoasidinin fosforilasyonu   crelerin ins line verdi i glukoz alım 

tepkisini negatif etkilerken, T130 ve S364 aminoasitlerinin fosforilasyonu 

pozitif etkilemektedir.  

 

12.   F  in ektopik ekspresyonu, PC3 (p 3-/-), LNCaP (p53 wt),                        

H1299 (p53 -/-) ve  93T (p 3 wt)   crelerinde sisplatin duyarlılı ını 

arttırmıştır.  
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