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OZET

Adenoviral E1 ve E2 genlerinin, transkripsiyondan sorumlu oldugunun gosterilmesi
ile kesfedilen E2F1 geni, 20. kromozomun uzun kolunda yer almaktadir.
Translasyon {iriinii ise 437 aminoasitlik bir proteindir. Dimerizasyon partneri ile
dimer olusturduktan sonra E2F1 hiicre siklusunun Gl asamasinda aktif hale
ge¢cmekte ve hiicre boliinmesi ile ilgili DNA Polimeraz gibi bir¢ok sayida genin
transkripsiyonunu kontrol etmektedir. Transkripsiyonel olarak kontrol edilebilen
E2F1 aktivitesinin post-translasyonel modifikasyonlar ile de kontrol edildigi
goriilmektedir. Translasyon sonras1 E2F1, P/CAF araciligiyla asetilasyona, Set 9 ile
metilasyona ve CHK2 aracihgiyla da fosforilasyona ugrayabilmektedir. Set 9-
aracih metilasyonu E2F1’in par¢alanmasma yol agarken, CHK2 wve P/CAF
modifikasyonlar1 ise metilasyonu engelleyerek proteinin stabilizasyonunu
saglamaktadir. DNA Hasar, UV maruziyeti gibi patolojik kosullarda post-
translasyonel modifikasyonlara ugrayan E2F1’in, fizyolojik kosullarda da cesitli
molekiiller tarafindan post-translasyonel modifikasyonlara ugratilmasi miimkiind{ir.
Epinefrin, adrenalin, endotelin-1 ve ¢ok sayida kemokin hiicre fizyolojisinde hayati
fonksiyonlar goriirler ve etkinliklerini GPCR (G-protein coupled receptors) olarak
isimlendirilen reseptrlere baglanarak gosterirler. Bu reseptorlerin bahsedilen
ligantlar1 tarafindan aktive edilmeleri durumunda pek ¢ok yolak aktive edilir ve bu
yolaklardan biri de Adenilat Siklaz dir. Aktive edilen Adenilat siklaz ATP’den
cAMP olusturur. Bunun yam sira cAMP seviyesi hiicre i¢i glukoz miktarmm
azaldig1 durumlarda da yikselir. CAMP ik kesfedilen ikincil mesajc1 olup hiicrede
biyolojik etkinligini PKA enzimini aktive ederek gosterir. Aktive olan PKA
biyolojik aktivitesini hedef proteinlerinde RxxS/T konsensus dizisinde yer alan
Serin (S) veya Treonin (T) amino asitlerini fosforile ederek gosterir. Genel olarak
hiicre i¢i cAMP seviyesinin artmasma baghh PKA aktivasyonu hiicre
proliferasyonunu negatif olarak etkiler. Bu gercekler 1s1ginda, aktive edilen PKA
enziminin hiicre dongiisiiniin baglamasmi kontrol eden E2F1 aktivitesini negatif
etkileyecegini diigiindik. Bu bilgiler dogrultusunda, E2F1’in PKA substrati olup
olmayacagmi goérmek i¢in E2F1’in aminoasit dizisini inceledigimizde E2F1
proteininde ti¢ adet muhtemel PKA konsensus fosforilasyon bélgesi saptadik. Bu
fosforilasyon noktalary, 127-130, 232-235 ve 361-364 pozisyonlarinda lokalize
olan RYET, RLLS ve RMGS amino asit dizileridir. Bu bolgelerdeki Treonin ve
Serin amino asitlerinin PKA tarafindan fosforile edilebilecegini ve bu
fosforilasyonlarin E2F1 aktivitesini etkileyecegini diisiinerek ilgili amino asitlerin
kodonlarint yarattigimiz okaryotik E2F1 ekspresyon vektoriinde fosforile
edilemeyen Alanin ve fosforilasyonu taklit eden negatif yikli Glutamik Asit
kodonlarma ¢evirdik. Elde ettigimiz sonuglara gore, PKA-aracih E2F1
fosforilasyonunun hiicre proliferasyonu, apoptozis indiiksiyonu, glukoz alimi ve
Sisplatin-aracili hiicre 6liimiine etki ettigini gosterdik.

Anahtar Kelimeler: E2F1, PKA, Hiicre Dongiisii, Hiicre Metabolizmasi, Kanser



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 negatively
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. GIRIS

XX. Yiizyiln sonlarinda adenoviral E2 geninin tanimlanmas: ile E2F ailesini
tanimlama caliymalar1 baglamustir. E2F tranksripsiyon faktor ailesi hiicre dongiisii
ve apoptozda gorev alan bir protein ailesidir. Calismalarda klonlanan ilk E2F aile
tiyesi E2F1 adin1 almistir. Ardindan, bu gruba yedi liye daha eklenmis olup; 10 adet
isoform saptanmustir. Uzerinde en ¢ok calisma yapilan E2F1 proteininin
retinoblastoma tiimorlerinde pRB (Retinoblastoma proteini) ad1 verilen bir proteine
baglandig1 gosterilmistir. Daha sonraki caliymalarda, sadece kanser hiicrelerinde
degil her hiicre de E2F1’in pRB ile baglandigi gosterilmistir. Transkripsiyon
faktorii olarak gorev yapan E2F1, pRB ile heterodimer olusturdugunda, DNA’daki
hedef bolgesine baglanamaz ve hedef genlerin transkripsiyonu indiklenemez.
Hiicre dongiisiiniin baslangicinda pRB’nin fosforile edilmesiyle serbest kalan ve
DP (Dimerizasyon Partneri) ailesi proteinlerle heterodimer olusturan E2F1,
hiicrenin dongiiye girmesini saglayacak hedef genlerin promotor bdlgelerine
baglanarak hedef genlerin transkripsiyonunu indikler. Hiicre dongilisiinde DNA
Polimeraz | gibi onemli gorevleri olan bir¢ok proteinin transkripsiyonunu
indiikleyen E2F1, hiicre fizyolojisinde meydana gelen patolojik durumlarda Apafl
ve p53 indiikksiyonu da yaparak apoptozis siirecinin baslatilmasina da katki yapar.
Bir proteinin hiicre yasaminda bu kadar 6nemli rol almasi bu proteinin hiicre
fizyolojisinde meydan gelecek degisimler durumunda aktivitesinin de diizenlenmesi
geregini dislindiirmektedir. Nitekim DNA hasar1 gibi patolojik durumlarda E2F1’in
ondan fazla modifikasyona ugradigi gosterilmisti. DNA hasar1 gibi patolojik
durumlar haricinde E2F1 proteininin post-translasyonel modifikasyona ugradina
dair bir bilgi literatiirde bulunmamaktadw. Bu yiizden, insan E2F1 proteininin
aminoasit dizisini inceledigimizde besin sensOrii olarak gorev yapan ve CAMP
tarafindan aktive edilen Protein Kinaz A’ nin (PKA) substrati olabilecegini
saptadik. Bu baglamda, PKA’nin E2F1’i RYETi30, RLLSz35 ve RMGS3z64
dizilerinde T130, S235 ve S364 aminoasitlerinden fosforile ederek E2F1’in
aktivitesini negatif olarak etkiledigini bulduk. S6z konusu bolgelerin fosforilasyonu
daha Once gosterilmediginden calismamz ilk olma Ozelligi tasimaktadir. Bu
nedenle, PKA-aracih E2F1 fosforilasyonunun E2F1’in hiicre proliferasyonu ve
apoptozis siirecindeki farkli davranislarinin agiklanmasina katk1 yapacagini temenni

ediyoruz.



2. GENEL BiLGiLER

2.1. Hiicre Dongiisii (Hiicre Siklusu)

Hiicre dongiisti, cogalmak yani prolifere olmak iizere uyarilan bir hiicrede
gergeklesen, Dbir dizi biyokimyasal aktivitenin ve morfolojik degisikliklerin
goriildiigii bir siiregtir. Bu siire¢ koordine, ardisik ve senkronize olaylar serisinin
timiidiir. Bir dongliye giren hiicre, morfolojik ve genetik olarak birbirine tipatip

benzeyen iki hiicre olusumuyla dongiiyii tamamlar (Shankland ve Wolf 2000).

Hiicre dongiisii, G1-S-G; evrelerinden olusan interfaz yani boliinmeye hazirhk
stirecini, c¢ekirdek bolinmesini saglayan mitoz bolinmeyi ve sitoplazmanin
boliinmesi olarak bilinen sitokinezi igerir (Morgan DO. The cell cycle: principles of
control. USA , Shankland ve Wolf 2000) (Sekil 2.1). Gy fazi, dinlenme evresi
olarak da bilinen ve G; fazina girmeden hemen Once yer alan terminal olarak
farklilagsmaya ugramis ve/veya yeniden hiicre dongiisiine girme yetenegi ortadan
kalkan hiicrelerin bulundugu evredir. Hiicreler Go fazinda giinlerce, aylarca hatta
yillarca boliinmeden kalabilirler. Hiicre disindan uygun bir sinyal gelmedikce de

boliinme yeteneklerini geri kazanamazlar (Sherr 1996).

G, fazinda spesifik hiicre fonksiyonlar1 i¢in gereken proteinler ve ge¢ Gi fazinda
bol miktarda RNA sentezlenir. Bu proteinler arasinda hiicre dongiisiinii kontrol
eden proteinler ve mitozdan sonra yariya diisen hiicre hacmini normal biiytkligiine
ulastirmak i¢in gerekli proteinler de vardir. Ayrica, bu fazda DNA sentezi i¢gin
gerekli DNA polimeraz gibi birgok enzim de sentezlenir. Yaklagik olarak 12 saat
stirdiigli i¢in siklusun en uzun fazi olarak kabul edilir. G;’in sonuna dogru bir
kontrol noktas1 S fazina girisi kontrol eder. Bu kontrol noktasinda (G1 kontrol
noktas1) S fazinda cogaltilacak olan DN A sarmalinda bir hasarin olup olmadigi
kontrol edilir. Eger herhangi bir hasar saptanirsa, hiicreler ya hasari onarir ya da

apoptoza giderek oliirler (Yang ve Kornbluth 1999).

Sentez (S) fazinda yaklaskk olarak 7-8 saat siren DNA replikasyonu ile hiicre
icindeki DNA’nm miktar1 iki katina ¢ikarilir. Boylece mitoz fazina girmeden once,

ikiye boliinecek olan hiicrede iki kat DNA miktar1 elde edilmis olur (Yang ve



Kornbluth 1999, Shankland ve Wolf 2000). S fazinin bitisiyle DNA sentezi durur
ve Gy ewvresine gegilir. G, faz sirecinde, protein ve RNA sentezi devam eder.
Mitotk ig iplik¢iklerinin mikrotiibiiler Onciilleri ve mitoz boliinme sirasinda
kullanilacak diger proteinler sentezlenir. Bunlarla birlikte mitoz boliinme igin
gerekli olan enerji biriktirilir. Bu fazin sonunda yani mitoz fazmna girmeden hemen
once hatali sentezlenmis DNA sarmallarmm diizeltilmesini saglayan bir kontrol
noktas1 bulunur (G2 kontrol noktasi) (Morgan DO. The cell cycle: principles of
control. USA , Yang ve Kornbluth 1999).

Mitoz boliinme yaklasik 1-2 saat siirmekte olup hiicre dongiisiinilin en kisa fazidir.
Mitoz, S fazinda duplike olan kromozomlarin iki yavru hiicreye esit olarak
paylastirildigi kompleks bir olaydir. Profaz, Metafaz, Anafaz ve Telofaz
evrelerinden olugsmaktadir ve hiicre boliinmesi sitokinez ile sonlanmaktadir.
Sonrasinda dongi, tekrar G; fazi ile devam eder (Morgan DO. The cell cycle:
principles of control. USA).
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Sekil 2.1. Hiicre Dongiisiinde Gorev Alan Bilesenler. Hiicre dongiisii kontroliiniin saglanmasi
i¢in kontrol noktalarinda gorev alan komponentler ve ¢alig ma partnerleri



2.2.  Hiicre Dongiisii Kontroliinde Gorev Alan Bilesenler

2.2.1. Siklinler ve Siklin Bagimh Kinazlar

Hiicre dongiisiiniin ki 6nemli temel tas1 siklinler ve siklin bagimli kinazlardir.
Siklinler ve Siklin Bagiml1 Kinazlar hiicre dongiisii boyunca ¢esitli varyasyonlarda
kompleks olustururlar (Sekil 2.1). Siklin/Siklin Bagimli Kinaz (cdk) kompleksinin
cesitliligi, hiicre dongiisiindeki 6nemini gozler oniine sermektedir. Siklin/Siklin
Bagimli  Kinaz kompleksleri  hiicre = dongilistiniin ~ belirli  evrelerinde
gerceklesmektedir ve siire¢ boyunca Siklin/Siklin Bagmli Kinaz kompleksleri
farkli hedef proteinlerin fosforilasyonundan sorumludur (Giacinti ve Giordano
2006). Giinlimiize kadar onalti adet siklin tanimlanmistr. Buna ek olarak
tanimlanamayan ve baglanma partnerleri tanimlanmamis olan daha fazla siklin

oldugu disiiniilmektedir (Giacinti ve Giordano 2006).

Siklin/Siklin Bagimli Kinazlar hiicre dongiisiiniin belli fazlarmi ydnetmektedir.
Memeli hiicrelerinde Gy fazi siklinleri olan Siklin-D ve Siklin-E, G1/S faz1 gegisini
kontrol etmektedir. U¢ farkh tip Siklin-D bulunmaktadir. Bunlar Siklin-D1, D2 ve
D3’diir. Farkli hiicrelerde farkli Siklin-D alt tipi ekspresyon gosterir. Cogu hiicrede
ekspresyon gosteren alt tip ise Siklin-D3’diir (Giacinti ve Giordano 2006). Siklin-E
iki farkl alt tipe sahip olup bunlar Siklin-E1 ve Siklin- E2’dir. Bu iki alt tip insan
timor dokularinda ve fare dokularinda beraber ekspresyon gostermektedir (Geng ve

ark. 2001).

Mitotik siklinler olarak adlandirilan Siklin-A ve Siklin-B, hiicre dongiisiinde
SIG/M fazlarmm gegislerinden sorumludur. Siklin A’nm alt tipi olan Siklin Al
mayoz siirecinde ve erken embriyogenez siirecinde eksprese edilirken, diger bir alt
tipi olan Siklin-A2 somatik hiicrelerin proliferasyonu esnasinda eksprese
edilmektedir. Siklin-B2  mitoz bdliinme siirecinde  Golgi’nin  yeniden
sekillendirilmesinde gorev alirken; Siklin B1 ise hiicre dongiisiiniin G2/M gegisinde
aktif rol almaktadir (Jackman ve ark. 1995).

D-tipi siklinler kisa siireli sentezlenen proteinlerdir ve mitojenik sinyalin tiiriine

gore G; fazinda Cdk4 veya Cdk6 ile kompleks olustururlar (Hitomi ve Stacey



1999). Siklin D/Cdk aktivitesi mitojenik bolinmede ilk olarak goriilmektedir.
Siklin E protein seviyesi ise G1/S faz1 geciginde artis gostermektedir. Bu degisimi S
fazimda artig1 ile Siklin A izlemektedir. Bu fazda Cdkl sadece Siklin-A ile
kompleks olusturabilirken; Cdk2 hem Siklin-A hem de Siklin-E ile kompleks
olusturabilir (Hochegger ve ark. 2008, Lim ve Kaldis 2013). Gy’den M fazma
gegiste ise Siklin-B protein seviyesi de artar ve Cdkl Siklin-A’dan ayrilip Siklin-
B’ye baglanir. Siklin proteinlerinin ve siklin bagimli kinazlarin seviyelerindeki bu

dalgalanma hiicre dongiisiiniin devamlihgni saglamaktadir.

Erken-orta donem G; fazinda olusan Siklin-D1/cdk4 veya Siklin-D1/cdk6
kompleksinin ve G; fazinin ge¢ doneminde olusan Siklin-E/cdk2 kompleksleri
tarafindan hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinin en dnemli mekanizmalarindan biri

Retinoblastoma proteininin fosforilasyonudur (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. RB/E2F yolagi. Hiicre dongiisiinde gorev alan Cdk4-pRb-E2F yolagmm sematik
gosterilmesi



2.2.2. Retinoblastoma Protein Ailesi

Retinoblastoma Protein (pRb) ailesi Rb/p105, Rb2/p130 ve p107 olmak lizere ¢
proteinden olusmaktadir. Rb/p105 insan kromozomunda 13ql14 lokalizasyonunda
bulunurken, Rb2/p130 alt tipi 16pl2.2 ve pl07 alt tipi ise 20qll.2
lokalizasyonunda bulunmaktadir (Baldi ve ark. 1996). Insan neoplazmlarinda,
Rb/p105, RDb2/p130 mutasyonlarma sikhkla rastlanmakla beraber p107
mutasyonlarma ¢ok nadir olarak rastlanir (Ichimura ve ark. 2000). Retinoblastoma
aile liyeleri biiyiik oranda homoloji gosteren bolgelere sahiptir. Rb2/p130 ve p107
alt tipleri %50 benzerlik gosterirken; Rb/pl105 ile %30-35 oraninda benzerlik

gosterirler.

Retinoblastoma aile iiyeleri hiicre dongiisii boyunca protein-protein etkilesimleri
sonucu “pocket domain” isimli bolgesinden spesifik konformasyonel degisimlere
ugramaktadr (Paggi ve ark. 1996). ‘“Pocket domain” bolgesi yapisal olarak
fonksiyonel iki bolgeden ve bu iki bolge arasindaki bir ayirict bodlgeden
olugsmaktadir. Fonksiyonel olan bu iki bdlge, “X” herhangi bir aminoasit olmak
lizere, yapisinda LXCXE aminoasit motifi igeren proteinlere baglanmaktadir.
LXCXE motifi igeren proteinlerin basinda D-tipi siklinler, histon deasetilazlar
(HDAC) ve bazi DNA tiimor virislerinin sentezledigi onkoproteinler
bulunmaktadr (Weinberg 1995, Lee ve ark. 1998).

Retinoblastoma aile tiyeleri i¢cinde hiicre dongiisiiniin kontroliinde en 6nemli rolii
pRB (p105) oynar. pRB hiicre dongiisiiniin G1 fazindan baglayarak kademeli olarak
fosforilasyona ugrar ve bu fosforilasyonlar déngii boyunca devam eder. Bu
fosforilasyonlar, pRB’nin fonksiyonel olarak inaktivasyonuna neden olur. Hiicre
dongiisii sirasinda gdzlenen pRB fosforilasyonlarindan primer olarak siklinler
tarafindan aktive edilen “siklin-bagimli kinazlar” sorumludur. G; fazmm erken
déneminde D-tipi siklinler, pRB’nin iki aktif bolgesine LXCXE motifleri araciligi
ile baglanirlar ve bu sayede kendilerine bagh cdk4 veya cdk6’y1 da pRB proteinine
tasirlar ve boylece cdk4 ve cdk6é Rb/pl05 ve Rb2/p130 fosforilasyonu yapar
(Dowdy ve ark. 1993). Siklin-D/cdk4/6 kompleksi ile karboksil terminal ucundan

fosforilasyona ugrayan pRb, konformasyonel degisime ugramakta ve bunun sonucu



olarak da LXCXE motifi ile kendine baglanan HDAC enzimleri pRB’den
ayrilmaktadir. G; fazinin orta- ge¢ doneminde ise Siklin-E ve Siklin-A, cdk2 ile
kompleks olustururlar (De Luca ve ark. 1997). HDAC enzimlerinin pRB’den
ayrilmas1 pRb’deki fonksiyonel iki bolgesinin Siklin-E/cdk2 veya Siklin-A/cdk2
aracihgiyla fosforilasyonunun oniinii agmaktadir. Siklin-E/cdk2 ve Siklin- A/cdk2-

aracili fosforilasyonun ardindan E2F iiyeleri pRB proteininden ayrilir.

2.2.3. E2F Protein Ailesi

E2F tranksripsiyon faktor ailesi hiicre dongiisii ve apoptozisde gorev alan bir
protein ailesidir. 1980°li yillarin basinda adenoviral E2 geni promotorunun
tanimlanmasi ile E2F ailesi {izerindeki tanimlama ¢alismalar1 baslamistir (Kovesdi
ve ark. 1986). Bu tanimlanan faktér daha sonra klonlanp E2F1 admi almistir
(Hazar-Rethinam ve ark. 2011). Ardindan, E2F grubuna iiye olan ve iizerinde en
cok ¢alisilan E2F1’in kanser hiicrelerinde pRB ile etkilesimde oldugu gosterilmistir
(Bandara ve La Thangue 1991, Kaelin ve ark. 1992). Sonraki yillarda E2F1’in
niikleotit dizisinin prob olarak kullanimi ile bu aileye ait yedi iiye daha klonlanmis
ve tiim E2F {iyelerinden tiiretilen 10 adet protein isoformu saptanmustir (Polager ve
Ginsberg 2008). Bu aile tiyeleri igerdikleri yapisal farkliliklar nedeniyle tipik/atipik
olarak ayrilsa da; E2F aile iiyelerinin en mantikli gruplandiriimasi transkripsiyon
stirecinde gosterdikleri aktiviteye gore yapilmistir. Buna gore, E2F ailesi ilic ana
grupta incelenmektedir: Aktivator E2F aile iiyeleri (E2F1, E2F2, E2F3a), Repressor
E2F aile iiyeleri (E2F3b, E2F4, E2F5) ve Inhibitér E2F aile iiyeleri (E2F6, E2F7a,
E2F7b, E2F8, (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. E2F protein aile iiyeleri. Aile {iyeleri transkripsiyonel etkilerine gore
gruplandmlmaktadrlar. Aktivatér E2F tyeleri, E2F hedef genlerin aktivasyonunu
arttirrken; Represdr E2F iiyeleri hedef genlerin ekspresyonunu baskilamaktadirlar.
Inhibitér 6 zellikteki E2F iiyeleri ise aktivator ve represor E2F iiyeleri ile yarisarak DNA
baglanirlar ve diger liyelerin gbrev yapmalarmi engellemektedirler (Ertosun ve ark.
2016).

E2F aile tiyeleri arasinda hem yapisal hem de fonksiyonel agidan farkhiliklar vardir.
E2F1, E2F2 ve E2F3a transkripsiyonel aktivator olarak gorev yapip pRB/pl05
tarafindan inhibe edilirken, E2F3b, E2F4 ve E2F5 transkripsiyonel repressor gorevi
goriip Rb2/p130 ve pl07 tarafindan inhibe edilirler (Gaubatz ve ark. 2000). E2F6,
Polycomb proteinleri ile etkilesime girip baglandiklart promotorlarda DNA
metilasyonuna sebep olarak transkripsiyonu baskilarlar (Morkel ve ark. 1997, Di
Stefano ve ark. 2003). E2F7 ve E2F8 ise spesifik olarak bazi promotor bolgelere
baglanarak transkripsiyonu baskilamaktadir (Di Stefano ve ark. 2003).

E2F1, E2F2, E2F3a transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu hiicre dongiisiiniin
G1/S geg fazinda maksimum seviyeye ulasir ve hiicrenin siiklusa girmesini ve DNA

sentezi i¢in gerekli olan genlerin transkripsiyonunu indiikleyerek hiicrenin siklusa

REPRESOR AKTIVATOR

INHIBITOR



girmesini saglar (Cam ve Dynlacht 2003, DeGregori ve Johnson 2006). E2F3b,
E2F4 ve E2F5 hiicre dongiisiiniin her evresinde bazal diizeyde sentezlenirler.
Bunlar, hiicre dongiistiniin Gy ve erken G; fazinda p107, Rb2/p130 ve HDAC
enzimleri ile nukleusta kompleks olusturup hiicre dongiisiiniin S fazinda gerekli
olan genlerin transkripsiyonlarini baskilarlar. (Takahashi ve ark. 2000, Attwooll ve
ark. 2004, Dimova ve Dyson 2005). E2F6, E2F7a, E2F7b, E2F8 transkripsiyon
faktorleri ise rekabetci bir sekilde diger E2F fyeleri ile yarisarak onlarm
hedeflerine baglanmalarin1 engellerler. Boylece, hem aktivator hem de represor

E2F’lerin islevlerini durdururlar (laquinta ve Lees 2007).

E2F iyeleri transkripsiyonunu indikledikleri hedef genlerin promotoruna
baglanabilmek icin Dimerizasyon Partneri (DP) isimli proteinler ile kompleks
olusturmak zorundadir.(Helin ve ark. 1993). E2F7 hari¢ bu aile iiyeleri genel olarak
DP1 veya DP2 ile dimer olustururlar. E2F7a ve E2F7b alt tipleri ise DP-bagimsiz
olarak da hedef DNA’ya baglanabilmektedir (Ormondroyd ve ark. 1995).

2.2.3.1.E2F1 Proteini

E2F1 proteini 437 amino asitten meydana gelir. 20. kromozomun uzun kolunun
11.2 bolgesinde yer alan yedi ekzona sahip E2F1 geni tarafindan kodlanan E2F1
proteini omurgali canlilar arasinda ortalama %90 oraninda homoloji géstermektedir
(Sekil 2.4.). Diger E2F ailesi tiyeleri gibi maksimum protein seviyesine G1/S ge¢
fazinda erisen E2F1, hiicrenin DNA sentezleyebilmesi i¢in gerekli genlerin
transkripsiyonunu saglamaktadir. (Chen ve ark. 2009). Bu nedenle hiicre
dongiisiiniin sentez fazma girmesindeki en 6nemli proteinlerden biri olarak kabul

edilir.

E2F1’in fonksiyonu Retinoblastoma proteini ile iligkilidir (Dyson 1998). E2F1,
pRB ile heterodimer olusturdugunda hedef genlerinin  promotoruna
baglanamayacagindan s6z konusu genlerin transkripsiyonunu indikkleyemez (Helin
ve ark. 1993). Hiicre dongistiinin Gl fazinda E2F1, Siklin-bagimh kinazlar
tarafindan pRB’nin fosforillenmesi sonucu serbest kalir ve ardindan DP1/2 ile

heterodimer olusturup hedef genlerin promotor bolgelerine baglanp bu genlerin



transkripsiyonunu  indiikler (La Thangue 1994). E2F1 hedefi olan genlerin
promotorunda bulunan ve E2F1’in baglandigi konsensus dizi TTTSSCGCS dir. “S”
harfi burada sitozin veya guanin niikleotidinden herhangi birisini temsil eder (van
der Watt ve ark. 2011). E2F1-aracili transkripsiyonel indiiksiyona ugrayan genlerin
en bilinenleri, hiicre dongiisiinde gorev alan CDC2, CDC25A, Siklin D1 ve Siklin
E ile DNA replikasyonu ve/veya DNA tamirinde gorevleri olan Dihidrofolat
Rediktaz (DHFR), DNA polimeraz alfa, Replikasyon Faktér 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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Sekil 2.4. Canlilar arasinda E2F1 protein dizisinin karsilastinnlmasi
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Hiicre dongiisiinde Gi/S fazinda gorevli oldugu gibi E2F1, hiicre dongiisiiniin

duraksamasinda da 6nemli bir role sahiptir. Bliylime faktorlerinin olmadig1 ve E2F1

ekspresyonunun yiiksek oldugu durumlarda E2F1, dongiiniin durmasma sebep
olabilmektedir (Qin ve ark. 1994, Shan ve Lee 1994). Buna ek olarak, biiytime

faktorlerinin ortamdan uzaklagsmas1 durumunda Ras yolagi da aktive olabilmekte

ve aktiflesen Ras da bilinmeyen bir mekanizma ile E2F1 aktivasyonu yaparak hiicre

dongiisii duraksamasma yol agmaktadr (Muller ve ark. 2001). Bunun yani sira

E2F1 apoptozis siirecinde de onemli gorevler Ustlenir (Sekil 2.5). E2F1-aracihi
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apoptozis indiksiyonu E2F1’in p53 miktarmi arttirmasi ile agiklanmistir (Wu ve
Levine 1994). Bunun en biiyik ispati ise p53 yoklugunda veya hiicreye mutant p53
verildiginde E2F1- aracili gelisen apoptozisin kisitlanmis olmasidir (Qin ve ark.
1994, Shan ve Lee 1994). Bugiin kabul géren teoriye gore E2F1, ARF proteininin
ekspresyonunu indikkleyereck MDM-2 baskilanmasma neden olur (Sherr 1998).
ARF ile baglanan MDM-2, p53 ile baglanamadigindan p53’iin ibikiitinasyon
sonucu par¢alanmasi engellenir. E2F1, ARF’in olmadig1 durumlarda bagka bir yol
tizerinden de p53 aktivasyonuna neden olmaktadir (Lindstrom ve Wiman 2003).
ARF-bagiml veya bagimsiz aktive olan p53, pro-apoptotik proteinler olan Bax,
Puma ve Noxa indikksiyonu yaparak apoptozisin gerceklesmesine neden olur
(Schuler ve Green 2001). Buna ek olarak E2F1, p53’iin fosforilasyonunu
gergeklestirip aktive olmasmi saglayan ATM (ataxia telangiectaisa mutated) ve
Chk2 (checkpoint kinase 2) genlerinin ekspresyonunu da indikler (Berkovich ve
Ginshberg 2003, Rogoff ve ark. 2004) E2F1, p53 stabilizasyonuna ek olarak p53’iin
pro-apoptotik kofaktorleri olan ASPP1/2 (Apoptosis Stimulating Protein of p53)
genlerinin  de ekspresyonunu indikleyerek p53-bagimli apoptozis’e sebep
olabilmektedir (Chen ve ark. 2005, Fogal ve ark. 2005).

E2F1’in p53 ilizerine olan etkisinin yaninda p53 de E2F1’in fonksiyonunu kontrol
eder. Bu kontrol; p21-Cdk4-Rb yolagi tizerinden E2F1 proteininin DP-1 proteiniyle
olusturdugu heterodimer yapilarinin engellenmesi sonucu gerceklesmektedir. Bu
geri besleme, p53 seviyesinin kontrolii i¢in kullanilan yolaklardan biridir
(Wikonkal ve ark. 2003). E2F1, p53°den bagimsiz olarak da apoptozise neden
olabilmektedir. Bu yolaklardan biri E2F1-aracili gergeklesen pro-apoptotik p73 ve
Apaf-1 genlerinin ekspresyonunun indiiklenmesidir (Irwin ve ark. 2000, Moroni ve
ark. 2001). Ayrica, E2F1, anti-apoptotik Mcl-1’in transkripsiyon faktorii olan NF-
kB’nin ekspresyonunu baskilayarak apoptozis indiiksiyonuna katki yapmaktadir
(Ma ve ark. 2002, Stanelle ve Putzer 2006). Tiim bunlarin yaninda E2F1 pro-
apoptotik Sitokrom-c  ve  Apoptosis-Inducing Factor (AIF) ekspresyonunu
baskilaylp Bcl-2 ekspresyonunu indiikleyerek hiicrede apoptososin inhibe
edilmesine de sebep olabilmektedir. (Susin ve ark. 1999, Ma ve ark. 2002, Carthy
ve ark. 2003).
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Sekil 2.5. E2F1 proteininin apoptotik ve proliferatif siirecteki hedef molekiiller. E2F1
transkripsiyon faktoriiniin hiicre dongiisiindeki, proliferasyondaki ve apoptotik siiregteki
hedef proteinlerin sematik gosterimi (Ertosun ve ark. 2016).

2.3.  pRb/E2F1 yolaginin biyolojik ve patolojik fonksiyonlan

2.3.1. Embriyolojik Gelisim Siirecindeki Etkileri

Cok hiicreli bir organizmanin embriyo déneminden yetiskin doneme kadar basarili
bir sekilde gelisimi i¢in hiicre proliferasyonunun, doniigiimiiniin ve apoptozisin
belirli bir diizende ilerlemesi gerekmektedir. E2F1, hem hiicre dongiisiiniin
baslamasinda hem de gerektiginde apoptozisin indikklenmesinde gorev yaptigi igin
embriyonik gelisim siirecinde de gdzlenen bu iki farkli siirecin kontrol edilmesinde
onemli rol oynar (Tsai ve ark. 2008). E2F1, embriyonik gelisim siirecinde de

dongiiniin S fazinin gerceklesmesi i¢in sart oldugundan E2F1 geninde meydan
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gelen ve E2F1’in fonksiyonunu engelleyen mutasyonlar embriyonun midblastula
evresine gecisinde duraksamaya neden olmakta ve embriyonik gelisim bozukluklar
meydana gelmektedir (Duronio ve ark. 1995, Tsai ve ark. 1998). (Tanaka ve ark.
2003, Sun ve ark. 2006). Daha da onemlisi, E2F1 fonksiyonunun bozulmasi
embriyo asimetrisine de neden olmaktadr (Page ve ark. 2001). Yani, E2F1 erken
embriyonik siiregte ventral ve posterior hiicrelerin kaderini belirleyerek embriyonik

stirecin simetrik ilerlemesi konusunda da etki yapmaktadir (Suzuki ve Hemmati-
Brivanlou 2000).

E2F1 proteini, embriyonik gelisim siirecinin erken donemlerinde etkin oldugu gibi
organogenez siirecinde dzellikle noral dnciil hiicrelerin proliferasyonunda, bunlarin
olgun néron hiicrelerine farklilasmasinda (Campbell ve ark. 2011, Mohan ve ark.
2012, Rovani ve ark. 2012, Kusek ve ark. 2001), néron hiicrelerinin migrasyonunda
ve neokorteks’in gelisiminde de 6nemli rol oynar (Li ve DiCicco-Bloom 2004,
Verheyde ve ark. 2006, Andrusiak ve ark. 2011, Minamide ve ark. 2014). Sinir
hiicrelerinin gelisimi ve migrasyonunun yani sira E2F1 sinir sistemi ile dogrudan
iliskisi bulunan duyu sistemlerinin gelisiminde de 6nemli gérevler tistlenmektedir;
¢linkti, E2F1 fonksiyonundaki bozukluk g6ziin retina bolgesinde patolojilere neden
olmaktadr (Mongan ve ark. 2011). Buna ek olarak, E2F1 sinir uglar1 igeren
kulagin i¢ kismindaki siliyer (tiiysii) yapilarm gelisiminde, (Rocha-Sanchez ve
Beisel 2007), dermisde epidermal yapilarm formasyonu Ve tabakalagsmasinda
(Chang ve ark. 2004, Ivanova ve ark. 2005), damagmn simetrik gelisiminde
(Amasaki ve ark. 2003), dis ve dis epitelinin farklilasmasinda 6nemli gorevler
tstlenerek duyu ve sindirim sistemi organogenezisinde  gbérev almaktadir
(Andreeva ve ark. 2012, Zhang ve ark. 2012). E2F1, diger sistemlerde oldugu gibi
gerek intra-uterin doneminde gereckse ondan sonraki siiregte Organizma
biitlinliigiinii olusturarak koruyan kas ve iskelet sisteminin embriyolojik gelisiminde
de onemli gorevlere sahipti. FGF mutasyonlar1 sonucu E2F1 ekspresyonunun
degismesi  ile kikirdak ve kemik yapisinda patolojik degisimler meydana
gelmektedir (Dailey ve ark. 2003). E2F1, aynm1 zamanda kemik ve kikirdak
yapilarinin biitiinliigiinii saglayan kas dokusunun myogenez siirecinde pRB ve p21

ile birlikte etkilidir (Jiang ve ark. 2000).
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2.3.2. Enerji Metabolizmas1 Uzerindeki Etkile ri

Embriyonik siiregten itibaren hiicreler i¢in gerekli olan enerjinin saglanmasi
amaciyla devamlilik gdsteren hiicre i¢i enerji metabolizmasinda pRb/E2F1 yolag:
aktif rol oynamaktadir. Hiicre i¢i enerji kaynagi olarak kullanilan lipidlerin
metabolizmasinda E2F1 diizenleyici bir rol istlenmektedir (Fajas ve ark. 2002,
Dali-Youcefve ark. 2007). E2F1, kendisi de bir transkripsiyon faktorii olan PPARy

aracihgiyla adipogenezi diizenlemektedir (Sekil 2.6). E2F1-aracili PPARy
indiksiyonu, klonal adiposit olusum siiresi boyunca ger¢eklesmektedir (Fajas ve
ark. 2002). Diger yandan, E2F1 yag dokusunda bulunan mitokondriyel aktiviteyi,
dolaysiyla enerji iiretimini de artirmaktadir (Dali- Youcef ve ark. 2007). Bunlara
ek olarak E2F1, lipid metabolizmasinin bas aktorii olan SREBP (Sterol Regulatory
Element-Binding Protein) geninin indiksiyonunu da saglamaktadir (Takahashi ve
ark. 2012).

E2F1 geninin ekspresyonunun engellenmesiyle, diyet araciligiyla gelisen obezite
onlenmekte; bununla birlikte pankreas [-hiicrelerinin fonksiyonunun bozulmasi
sonucu yetersiz insiilin salmim meydana gelmektedir (Fajas ve ark. 2004). Insiilin
salmminda 6nemli gorevi olan Kir6.2 geninin ekspresyonunun E2F1 bagmmli
olmas1 pankreas P-hiicrelerinde insiilin sentezi ve salimmi sirecinde E2F1’in
gerekli oldugunu gostermektedir (Blanchet ve ark. 2009). Buna ek olarak E2F1, F-
tipi PFK2 indikksiyonunu saglayarak glikoliz siirecinde de rol almaktadr (Darville
ve ark. 1995). Glukoz metabolizmasmm E2F1 tarafindan diizenlenmesinin
yollarindan biri de, ayn1 zamanda besin sensorii olarak gorevli dehidrojenazkinaz 4
(PDK4) proteininin aktivasyonu ile glukoz metabolizmasini baskilanmasidir (Hsieh

ve ark. 2008).

E2F1 proteini AtpSgl, Cox5a, Nudflc gibi mitokondriyal solunum zincirinde gorev
alan proteinlerin ekspresyonunu baskilayarak bazal sartlarda mitokondriyal
oksidatif fonksiyonu baskilamaktadir (Blanchet ve ark. 2011). Biitiin bu bilgiler
1s1ginda E2F1, lipid metabolizmasini, oksidatif fosforilasyonu ve glikolitik yolagi
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diizenleyerek enerji metabolizmasmin diizenlenmesinde 6nemli gérevler almaktadir

(Sekil 2.6).

Glikolitik Metabolizma: Niikleotid Sentezi:
E2F1 -> PDK —1 PDH E2F1 -> DHFR
o E2F1 -> PFK2 E2F1->TS
E2F1 -> TK
Lipid Sentezi:
E2F1 -> SREBP
\ E2F1 -> PPAR2y
v Lipid Sentezi
Glukoz Aspartat
Asetil Coa
OAA I
Glukoz-6-P ——— Niikleotid Sentezi
Sitrat
Fruktoz-6-P

|

e e Piruvat al
Piruvat X e
Asetil CoA / b

Sitrat

Oksidatif Metabolizma:
E2F1 —1 Atp5gl, Cox5a
E2F1 —1 Ucpl, Ucp2
E2F1 -1 PGC-1
E2F1 —1 Pdk4

Sekil 2.6. E2FL1 proteininin enerji metabolizmasi iizerindeki etkileri. Enerji eldesi siirecinde
kullanilan yolaklarda bulunan E2F 1 transkripsiyon faktoriiniin hedef molekiilleri. (PDK:
Piruvat Dehidrogenaz Kinaz; PFK2: Fosfofruktokinaz 2; DHFR: Dihidrofo lat Rediiktaz;
TS: Timdilat Sentetaz; TK: Timidilat Kinaz; SREBP: Sterol Regiilatuar Element-
Baglayic1 Protein; PPAR: Peroksizom Proliferator-Aktive Reseptdr; Cox5a: Sitokrom C
Oksidaz 5a Altiinitesi; Ucp: Mitokondriyal Uncoupling Protein; PGC-1: Peroksizom
Gamma Ko-aktivitdr; Pdk4: Piruvat Dehidrogenaz Kinaz Isozim 4)

2.3.3. Anjiogenez Siirecindeki Etkileri
Anjiogenez, yeni kan damarlarinin olusmasi anlamma gelir. Embriyonik siiregte
fizyolojik olarak goriilen anjiogenez, kanser ve kanser metastazi gibi patolojik

durumlarda da karsimiza ¢ikmaktadir.

E2F1, anjiogenez siirecinde olduk¢a 6nemli gorevlere sahiptir. E2F1 aktivitesinin
baskilandigr durumlarda endotel hiicre proliferasyonu dolayisiyla anjiogenez
artmaktadir (Qin ve ark. 2006). E2F1, Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
(VEGF) salimmini hipoksik sartlarda baskilar ve bunu p53 araciligiyla yapar.
E2F1/p53 ortakhigit VEGF protein seviyesinde azalmaya neden olsa da diger
anjiogenik faktorlerin baskilanmasma ve de protein seviyelerinde herhangi bir
degisime neden olmamaktadr (Teodoro ve ark. 2007, Berger ve ark. 2010). Bunun
yani sira E2F1, p53’den bagimsiz olarak da VEGF sentezini baskilayabilmektedir.
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Bunu yaparken, E2F1 bir splicing proteini (Serin/Arjinin-zengin splicing proteini-
SR protein) kodlayan SC35 transkripsiyonunu indik lemektedir. SC35, pro-VEGF
proteininden anti-anjiogenikk o6zellik gosteren VEGF165b formunun olusumunu
arttirken anjiogenik VEGF165a formunun miktarmi azaltmaktadir (Merdzhanova
ve ark. 2010). VEGF’in yani sira, VEGF reseptorleri olan FLT1 (VEGFR1) ve
KDR (VEGFR2) da E2F1 hedefi  genlerdir ve E2F1 her iki genin de
transkripsiyonunu indikler (Pillai ve ark. 2010). Sonu¢ olarak E2F1, anjiogenik
VEGF165a olusumunu baskilarken bu ligantin reseptorlerinin ekspresyonunu

indiikleyerek anjiogenez siirecini dogrudan etkilemektedir.

2.3.4. Kanser ve Metastaz Siirecindeki Etkileri

Kanser ve kanser siirecinde karsilastigimiz metastazlar insanligin son yillarda basa
cikmaya ¢alistig1 en dnemli saglk sorunlarmdan biridir. Bu nedenle, kanserlesme
siirecinde rol alan hedef genlerin belirlenmesine yonelik pek ¢ok caligma
yapimistr. Bu caligmalar sonucunda, E2F1’in kanser gelisiminde rol oynadigma
yonelik bir izlenim olusmustur (Sekil 2.7). Ornegin kadmlarda en sik goriilen
kanser tiirii olan meme kanserinde E2F1 transkripsiyon faktoriiniin ekspresyon
artis1 meydana gelmektedir ve bu artis meme kanserinin metastaz stirecinde de rol
oynamaktadir (Thomassen ve ark. 2008). Meme kanserinin yani sira, kolorektal
kanserler ve melanoma metastazlarinda da, E2F1 genini de barmdiran 20qll
bolgesinin amplifikasyonu gézlenmektedir (Iwamoto ve ark. 2004, Nelson ve ark.
2006).
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Sekil 2.7. E2F1 proteininin doku ve Kkanser tiirlerindeki ekspresyon oranlari. E2F1
transkripsiyon faktoriiniin degisik dokularda ve bu dokulardan koken alan kanserlerdeki
protein ekspresyon diizeyi (http://www.proteinatlas.org/ENSG00000101412 -
E2F1/cancer).

E2F1’in metastaz siirecinde rol oynadigina dair gostergelerden bir digeri ise,
kolorektal kanserlerde metastatik dokuda primer tiimor bolgesine oranla daha
yikksek E2F1 ekspresyonu oldugunun belirlenmesi olmustur (Banerjee ve ark. 2000,
Enders 2004, Blanchet ve ark. 2009). Metastatik odaklarda artis gosteren E2F1
ekspresyonu, metastatik bolgede Timidilat Sentaz ekspresyonundaki artis1 da
beraberinde getirmektedir (Banerjee ve ark. 1998, Banerjee ve ark. 2000) (Sekil
2.8). Timidilat Sentaz niikleotid sentezinde gorev alan enzimdir. Bu enzimin artisi,
nikkleotid sentezini arttirmak suretiyle hiicrenin proliferasyon kapasitesini
arttirmaktadir. Proliferasyon kapasitesi artan tiimor dokusu, daha agresif bir sekilde
bliyiir. Bu bilgileri dogrular bi¢imde; metastazin olusumuna neden oldugu bilinen
E2F1 ve hedef geni olan Skp2, karsinomalarda ve gastrik yerlesimli tiimorlerde
nodiil metastaz1 gostergesi olarak da karsimiza ¢ikmaktadir ve klinik olarak ileri

evre gostergesidir (Yasui ve ark. 1999, Salon ve ark. 2007).
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E2F1, invazyona ve metastatik kapasite artigmna olan katkisini transkripsiyonunu
kontrol ettigi matriks metalloproteazlar araciligiyla da saglamaktadir (Zhang ve ark.
2000, Starelle ve ark. 2002). Ozellikle MMP9, MMP14 ve MMP15 ekspresyon
artisma neden oldugu bilinmekle beraber, ayrica 23 adet matriks metalloproteazin
promoter bolgesinde E2F1 baglanma bolgesi gosterilmistir (Johnson ve ark. 2012)
(Sekil 2.8).

EMT Biyobelirtegleri:
E2F1 -> Fibronektin, Vimentin

' Hiicre ve Matriks Adhezyonu:
E2F1 -> Beta 4 integrin
Matriks Yapisinin Bozulmasi:
° E2F1 -> MMP9, MMP14, MMP15

Anjiogenez: °

E2F1 -1 VEGFA
P53mut + E2F1 —i Id4 -> IL8 & Gro-a

E2F1 -> VEGFC/VEGFR3 ‘
E2F1-> FGFR1, FGFR2, PDGFR, VEGFR1&2 ° '

E2F1 -> MT1G

Sekil 2.8. E2F1 proteininin hiicre invazyonu ve metastatik siire¢ iizerine etkileri. E2F1
transkripsiyon faktoriiniin hiicre invazyonu ve kanser metastazi siirecinde etkiledigi
hedef molekiiller. (MMP: Matriks MetalloProteinaz; VEGF: Vaskiiler Endothelyal
Biiyiime Faktorii; FGFR: Fibroblast Biiyiime Faktor Reseptorii; PDGFR: Platelet iligkili
Biiylime Faktor Reseptorii; MT1G: Metallothionein-1G)

Kanserin olusumu ve metastatik siiregte gorev alan E2F1 ayni zamanda kanser
tedavisinde kullanilan anti-kanser ilaglarm klinik etkisinde de rol oynamaktadir.
Cdk2/E2F1 yolagi in vitro ve in vivo kosullarda Sisplatin sitotoksisitesini
etkilemektedir (Yu ve ark. 2007). Mide kanserlerinde ve glioma gibi sinir sistemi
solid timdrlerinde E2F1 proteininin ekspresyon artisi sisplatin tedavisine direng
olusturmaktadr (Chenve ark. 2014, Yanve ark. 2014).
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Bu bilgiler pRB/E2F1 yolagmin kanser olusumunda ve metastatik siiregte oldukca
onemli bir rolii oldugunu gostermektedir (Chen ve ark. 2009).

2.4.  E2F1 Transkripsiyon Faktoriiniin Post-Translasyonel Modifikasyonlan
E2F1 proteininin post-translasyonel modifikasyonlara ugrayabilecegi, 1989 yilinda
E2F1 fosforilasyonunun gosterilmesi ile fark edilmistir (Bagchi ve ark. 1989). Bu
calismada gosterilen fosforilasyon E2F1 transkripsiyon faktoriiniin DNA baglanma
aktivitesini dogrudan etkiledigi i¢cin, E2F1’in aktivitesinin kontroliiniin sadece Rb
sistemi tarafindan degil post-translasyonel modifikasyonlarla da kontrol
edilebilecegini diisiindiirmiis ve bu konuda birgok ¢alisma yapilmistir. E2F1 post-
translasyonel =~ modifikasyonlari,  fosforilasyon, asetilasyon,  metilasyon,

NEDDilasyon ve Poli(ADP-Ribozil)asyonu olarak gruplandirilabilir (Sekil 2.9).

...................................

" Leucine Zipper Marked Box :
- Dimerizasyor| Bolgesi i o) !

K125 .

Sekil 2.9. E2F1 proteininin post-translasyonel modifikasyonlari. E2F1 transkripsiyon faktori
bulundurdugu motifler araciligiyla fosforillenebilmekte, asetillenebilmekte ve
metilasyona ugrayabilmektedir.(NLS: Niikleer Lokalizasyon Sinyali, CyA: Siklin A
Baglama Bolgesi, Rb: pRb Baglama Bolgesi) (Ertosun ve ark. 2016)

2.4.1. E2F1 Transkripsiyon Faktoriiniin Fosforilasyonu

E2F1’in post-translasyonel modifikasyonlarindan biri siklin-A/cdk2 kompleksi
tarafindan fosforile edilmesidir. Bu fosforilasyon, E2F1’in DNA’ya baglanma
kapasitesini azaltmaktadir (Krek ve ark. 1995), zira cdk2 kinazin yoklugunda veya
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aktivitesinin engellenmesi durumunda, E2F1 fosforilasyonunun azalmasinin
sonucu, E2F1’in DNA baglanma aktivitesinde artis meydana gelmektedir (Li ve
ark. 1997). Bu meydana gelen degisiklik nedeniyle hiicre dongisiiniin normal

isleyis diizeni bozuldugundan hiicre dongiisii duraksama asamasina ge¢mektedir.

DNA hasari sirasinda aktive edilen ATM ve CHK?2, sras1ile, E2F1’1 31. ve 364.
pozisyonundaki Serin amino asitlerinden fosforile ederler. Her iki fosforilasyona
ugrayan E2F1, 14-3-3t ile baglanarak ubikutinizasyon-bagimli pargalanmadan
kurtulur ve boylece E2F1 proteininin stabilizasyonu saglanmis olur (Lin ve ark.
2001, Stevens ve ark. 2003, Wang ve ark. 2004). Stabilizasyonu saglanmis olan
E2F1, pro-apoptotik genlerin ekspresyon artisina neden olmak suretiyle hiicreyi
apoptozise yonlendirir (Stevens ve ark. 2003). Bu bilgilere ek olarak ATM ve
Chk2 transkripsiyonel olarak E2F1 tarafindan indiklenirler, dolayisyle sistem
pozitif kontrol mekanizmasi ile kontrol edilmektedir (Berkovich ve Ginsberg 2003,
Powers ve ark. 2004).

E2F1’in  CHK2 tarafindan fosforile edilen Ser364 rezidiisii aynt zamanda
MAPKAP-kinase2 (MK2) tarafindan da fosforile edilir (de Olano ve ark. 2012). Bu
fosforilasyon, epirubicine gibi kemoterapotik ajanlarm kullanildigi durumlarda
gozlenmektedir. MK2’nin kendisi p38 tarafindan fosforile edilerek aktive
edildiginden p38-MK2-E2F1 yolagi baz1 kemoterapiklere kars1 direng

gelistirilmesinde 6nemli bir role sahiptir.

Post-translasyonel modifikasyonlar E2F1’in sadece stabilizasyonunu saglamakla
kalmaz, aynt zamanda diger proteinlerle olan etkilesimini de kontrol eder.
Adenoviral enfeksiyon durumunda aktive olan p34cdc2 enziminin E2F1’1 S332 ve
S337 pozisyonlarindan fosforile ettigi gosterilmistir. Bu fosforilasyonlar E2F1’in
PRB ile baglanmasini engellerken adenoviral E4 proteini ile baglanmasini
indiiklemektedir. E4 ile baglanan E2F1 de adenoviriis replikasyonu i¢in gerekli
olan E2 A transkripsiyonunu indiikklemektedir (Fagan ve ark. 1994).
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E2F1I’in  baz1 bdlgeleri spesifik kinazlar tarafindan fosforile edilse de, bazi
aminoasidler birden fazla kinaz tarafindan fosforile edilebilir. Ornegin, Hela
hiicrelerinde E2F1’in Ser403 ve Thr433 rezidiilerinde in vitro ortamda hiicre
dongiistiniin S fazinda RN A polimeraz II transkripsiyon faktorii TFIIH tarafindan
fosforile edildigi gosterilmistir (Vandel ve Kouzarides 1999). Ayni fosforilasyon
bolgelerinin HEK293T hiicrelerinde in vitro ortamda Glikojen Sentaz Kinaz-3f
(GSK3pB) tarafindan da fosforile edildigi gosterilmistir (Garcia-Alvarez ve ark.
2007). Bahsedilen in vitro fosforilasyona neden olan iki kinaza ek olarak, in vivo
sartlarda da ayni1 amino asitlerin p38 tarafindan da fosforile edildigi gosterilmistir
(Ivanova ve ark. 2009). Bu fosforilasyon, E2F1’in nikleer transportunu ve
degredasyonunu etkilemektedir. Buna ek olarak p38-aracili fosforilasyonun
keratinosit donlisiimiine de neden oldugu bilinmektedir. E2F1, p38 gibi, stres
sartlarinda aktive edilen JNK1 tarafindan da fosforile edilebilmektedir (Wang ve
ark. 1999). Bu fosforilasyon, E2F1 DNA baglanma etkinligini diisiiriirken, aslinda
JNK  aktivitesinin kontroliinii de saglar (Bashari ve ark. 2011). Benzer durum
Ser375 rezidisii i¢in de gegerlidir. In vitro ortamda E2F1 Siklin-A ile kompleks
halindeyken, CDK 1 tarafindan Ser375 rezidiisiinden fosforile edilir (Peeper ve ark.
1995). Sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda ayni bolgenin baska bir Siklin-bagimli
kinaz olan CDKS tarafindan da fosforile edildigi belirtilmistir (Zhao ve ark. 2013).
CDK8 tarafindan gerceklestirilen bu fosforilasyon E2F1’in transkripsiyonel

aktivitesini etkilemektedir.

2.4.2. E2F1 Transkripsiyon Faktoriiniin Asetilasyonu ve Metilasyonu

E2F1 proteini translasyon sonrast fosforilasyona wugradigi gibi baska
modifikasyonlara da ugramaktadwr. Bu modifikasyonlardan biri de asetilasyondur.
E2F1 proteini Lys117, Lys120 ve Lys125 rezidiilerinden asetilasyona ugramaktadir
(Marzio ve ark. 2000). Bu asetilasyon p300/CREB-baglayan Protein (CBP) veya
p300/CBP-iliskili Faktor (P/CAF) tarafindan gergeklestirilmektedir (Martinez-
Balbas ve ark. 2000, Marzio ve ark. 2000). P/CAF igeriginde bulunan Adenozin
Deaminaz 2 (ADA2) baglama domaini aracihgiyla E2F1 proteinine baglanir
(Martinez-Balbas ve ark. 2000). E2F1’in in vitro veya in vivo asetilasyona

ugramasi; konsensus E2F DNA baglama bolgesine olan baglanma affinitesini
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arttirir (Marzio ve ark. 2000). Buna ek olarak E2F1’in asetilasyonu, Activating
Signal Cointegrator-2 (ASC-2) ile direkt etkilesime girmesini saglamaktadir. Bir
mitojenik transkripsiyon faktdr ko-aktivatorii olan ASC-2 ile E2F1’in
interaksiyonu, hiicrenin proliferasyonuna ve hiicre siklusunun ilerlemesine neden

olmaktadr (Kong ve ark. 2003).

Bir asetiltransferaz olan tat-interacting protein 60 (Tip60) ise Sisplatin’e maruz
kalmis hiicrelerde E2F1°ni Lys120 ve Lys125 rezidiilerinden asetilasyona ugratarak
proteinin stabilizasyonunu saglamaktadir (Van Den Broeck ve ark. 2012). Ayrica
Tip60/E2F1 kompleksi ERCC1°in (Enzyme Excision Repair Cross-Complementing
Group 1) birikimini kontrol ederek Sisplatin muamelesi sonrasi DNA tamirini
kontrol altina almaktadir. Bilindigi tizere ERCC1 Sisplatin maruziyeti sonras1 hasar
gormiis DNA’nin tamiri ile dogrudan iliskili bir molekiil olup platinum tedavisine
direnglilik saglamaktadir (Miyamoto ve ark. 2008, Steffensen ve ark. 2009).

E2F1, kendi deasetilasyonunu destekleyerek asetillenmesini kontrol altina
alabilmektedir. Bunun i¢in bir deasetilaz olan Sirtuin 1 (SIRT1) ekspresyonunu
arttirarak asetilasyon lizerinde negatif geri besleme olusturmaktadir (Pediconi ve
ark. 2009). Bu negatif besleme mekanizmasi1 SIRT1 {izerinden engellendiginde
p53-negatif kanser hiicrelerinin DNA hasarma bagl hiicre ¢liimiinde artis oldugu
goriilmektedir. Bu bilgileri dogrulayici bigimde bircok ilag direncliligi bulunan
kanser tiplerinde SIRT1 ekspresyonunda artis oldugu bilinmektedir (Olmos ve ark.
2011). Goriildiigii tizere kanserde ilag direngliliginin 6niine gegilmesinde; E2F1’in
asetilasyonu ve SIRT1-aracih deasetilasyonu muhtemel hedeflerin basinda
gelmektedir.

Diger bir post-translasyonel modifikasyon olan metilasyonun da E2F1’in
fonksiyonunda 6nemli gorevleri bulunmaktadwr. Bir histon H3 metiltransferaz olan
Set9 tarafindan Lys185 rezidiisii metillenmektedir (Kontaki ve Talianidis 2010).
Metillenmis E2F1, DNA baglanma affinitesinde degisim gostermez iken;
ubikiitinlenme dolayisiyla degredasyona yatkmlik gosterir. Beklenebilecegi lizere,
E2F1’in Lizin-Spesifik Demetilaz 1 (LSD1) tarafindan demetillenmesi de E2F1’in
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stabilizasyonunu saglamaktadir (Kontaki ve Talianidis 2010, Xie ve ark. 2011).
Set9’un yani swra bir diger metil transferaz olan Protein Arjinin Metiltransferaz 5
(PRMTS), E2F1 proteinini Arglll ve Arg 113 rezidiilerinden tip 2 metilasyona
ugratmaktadir. Bu metilasyon diger metilasyonlar gibi E2F1’in ubikuitinlesmesini
arttirarak E2F1’in degredasyonuna neden olmaktadw. PRMTS inhibisyonu E2F1
proteinin hiicre icerisinde birikmesine yol a¢maktadwr. Bu birkim E2FI
transkripsiyon faktoriiniin hedefi olan pro-apoptotik genlerin ekspresyonel artisina
ve p53-bagimsiz apoptozisin indiklenmesine neden olmaktadir. PRMTS geni
bulunmayan hiicreler ilag-bagimli apoptoza yatkinhk gosterir. Ayni sekilde,
PRMT5 metilasyon bolgeleri mutant olan E2F1’in pro-apoptotoik genlerin
ekspresyonunu daha fazla artirdigi g6 zlenmistir (Cho ve ark. 2012).

2.4.3. E2F1 Transkripsiyon Faktoriiniin NEDDilasyonu

NEDDilasyon; ubikutin-benzer bir protein olan NEDD8 (Neural Precursor Cell-
Expressed Developmentally Downregulated 8) baglanmasi ile gergeklesen bir
modifikasyondur. E2F1 proteini NEDD8 araciligiyla Lys185’den NEDDilasyona
ugramaktadr. E2F1 NEDDilasyonu; ayni aminoasitte ger¢eklesen metilasyona
benzer bir bigimde; protein stabilizasyonunda ve transkripsiyonel aktivitede
azalmaya yol agmaktadir (Loftus ve ark. 2012). DNA hasar1 olmadigi durumlarda
E2F1’in pro-apoptotik aktivitesini engelleyen NEDDilasyonun bu etkisi DNA
hasar1 sonras1t NEDDS’in SENP8 (Sentrin-cysteine protease 8) aracilifiyla
E2F1°’den ayrilmas1 ile son bulur. SENP8 tarafindan gergeklestirilen
DeNEDDilasyon, E2F1’in p73 gibi hedef genlerinin ekspresyonunu arttirabilmesini
saglar (Aoki ve ark. 2013).

2.4.4. E2F1 Transkripsiyon Faktoriiniin PolilADP-Ribozil)asyonu

Poli(ADP-riboz) Polimeraz 1 (PARP1), genomik stabilite ve kromatin yeniden
diizenlenmesi (remodelling) i¢in 6nemli bir niikleer enzimdir. PARP1 enzimi, E2F1
ile etkilesime girdiginde, ortamda biiylime faktdriiniin varligmma ve yokluguna bagh
olarak E2F1’in fonksiyonunda farkli etkiler gostermektedir. Ortamda biiylime
faktorii oldugunda E2F1’in aktivitesi indiiklenerek G2/M hiicre siklusunda

duraksamaya neden olurken; serumsuz ortamda E2F1-aracii apoptozisi
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arttirmaktadir (Kumari ve ark. 2015). Poli(ADP-ribozil)asyon’a ugrayan E2F1,
niikleusta bir tiimor baskilayic1 protein olup, pRb-bagimsiz E2F1 korepressorii gibi
davranabilen BIN1 ile etkilesime geger. BIN1’in E2F1’in ekspresyonuna neden
oldugu genler arasinda olmasi, bu modifikasyonun bir geri besleme mekanizmasi

ile kontrol edildigini gostermektedir.

2.45. E2F1’in Post-translasyonel Modifikasyonlarimn Birbiri ile olan
Etkilesimle ri

Bu kadar farkli post-translansyonel modifikasyonun birbirinden bagimsiz hareket
etmesi diisiiniilemez. Nitekim, E2F1’in post-translasyonel modifikasyonlarinin
birbirleriyle etkilesim halinde oldugu gosterilmistir. 2010 yilinda E2F1’in Lys185
pozisyonundan metillenmesinin gosterilmesiyle post-translasyonel
modifikasyonlarin birbiriyle olan iliskisi de ortaya ¢ikmistr (Kontaki ve Talianidis
2010). E2F1 proteini, Lys185’den Set9 tarafindan metillenmesi sonucu N-terminal
bolgesinden ubikuitinlenir ve degredasyona ugrar. Ayrica, metillenmis E2F1,
P/CAF ve CHK2 i¢in daha zayif bir substrat haline gelir. Bu nedenle asetilasyon ve
fosforilasyon engellenir. Bunun tersi olarak, Ser364’den fosforillenmesi Set9-
aracih asetilasyonlar i¢cin daha zayif bir substrata donmesine sebep olur ve
metilasyonu ger¢eklesemeyen E2F1 proteini degredasyondan korunur (Kontaki ve
Talianidis 2010).

DNA hasar1 meydana geldiginde hiicre havuzunda bulunan metillenmis E2FI,
LSD1 demetilaz enzimi ile metillerinden kurtulur ve fosforillenmesi/asetillenmesi
icin CHK2 ve P/CAF substrati haline gelir. Fosforillenmis/asetillenmis E2F1
degredasyondan kurtuldugu i¢in bu sartlarda dongiiniin durmasina veya apoptozis

indiiksiyonuna sebep olur.

2.4.6. E2F1 Transkripsiyon Faktoriiniin Ubikuitinasyonu

Genel olarak, E2F1 degredasyondan pRB proteinine baglanarak korunur ve yikimi
ubikuitin-proteazom sisteminde meydana gelir (Hateboer ve ark. 1996, Hofmann ve
ark. 1996, Campanero Ve Flemington 1997). Memeli hiicrelerinde hiicre

dongiistiniin S/G2 fazinda SCFSKP2-bagimh iibikiitinasyona bagh olarak seviyesi
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distrilir (Marti ve ark. 1999, del Pozo ve ark. 2002). In vitro ortamda ise ROC-
cullin ligaz, E2F1’in Skp2-bagimsiz ubikuitinlenmesinden sorumludur. E2F1’in
Siklin-A / Cdkl tarafindan fosforilasyona ugramas: E2F1 proteininin
ubikutinlenmesi tizerine herhangi bir etkiye sahip degildir (Ohta ve Xiong 2001).
Diger bir E3 ubikuitin ligaz kompleksi olan APC/C (The Anaphase-Promoting
Complex or Cyclosome) de E2F1 seviyesinin diizenlenmesinde etkilidir. APC/C,
E2F1’in hiicre dongiistiniin ge¢ S fazi boyunca stabilizasyonunu diizenlemektedir
(Peart ve ark. 2010). Hiicre dongiisii i¢cin bu kadar 6nemli olan ayrica bir ¢ok post-
translasyonel modifikasyona ugrayan bir proteinin birden fazla E3 ligaz ile
etkilesime girerek hiicre i¢i seviyesinin siki kontrol altinda tutulmasi, beklenilen bir

durumdur.

2.5.  ¢AMP Aracih Sinyal letimi

Hiicre i¢i ikincil mesajc1 olarak tanimlanan ilk biyomolekiil adenozin 3°5’-siklik
monofosfat (siklik AMP)’dir (Rall ve Sutherland 1958). CAMP, her canli hiicrede
bulunan ve Adenilat Siklaz tarafindan ATP siibstrat almarak olusturulan bir
molekiildiir. cAMP dogrudan hiicre fonksiyonlarini kontrol edebilecegi gibi hiicre
metabolizmasmdan hiicrede bulunan iyon kanallarmin kontroliine kadar birden
fazla farkl etkiye sahiptir (Chin ve ark. 2002). cAMP yolag; Jak/STAT yolagindan
ve Ca*? aracili sinyallerden sitokin cevabma kadar ¢ok sayida hiicre i¢i sinyal
iletimlerini kontrol etmektedir (David ve ark. 1996, Rogue ve ark. 1998). Aym
zamanda ERK aktivitesini olumsuz etkileyerek hiicre proliferasyonuna negatif etki
yapar (Cook ve McCormick 1993). Buna ek olarak olfaktor reseptorlerinde cAMP
direkt olarak iyon kanallarmi etkilemektedir (Biel 2009). CAMP nin baglanarak
aktive ettigi iki hiicresel hedefi vardw. Bunlardan biri  Guanin Niikleotidi
Degistirme Faktorii olan EPAC digeri ise Protein Kinaz A (PKA)’dur.

2.5.1. Protein Kinaz A

Protein Kinaz-A (PKA), intraselliiler cAMP *nin efektor molekiilii olarak gérev alip
cok sayida yolaga etki eden bir enzimdir. PKA, hiicre ici cAMP seviyesinin ¢ok
diisiik oldugu sartlarda tetramerik bir yap1 icindedir. Bu tetramerik yap1 iki katalitik
ve iki regiilator alt iiniteden olusur. Hiicre i¢i cAMP miktar1 yiikseldiginde CAMP
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regiilator alt linitelere baglanarak katalitik alt iinitelerin serbest kalmasini saglar.
Serbest kalan katalitik alt {inite PDKI1 tarafindan S176 iizerinden fosforile
edildikten sonra aktivite kazanir ve yapisinda RXXT veya RRXS konsensus dizisi
bulunduran proteinleri Serin veya Treonin amino asitinden fosforile eder
(Songyang ve ark. 1994, Ubersax ve Ferrell 2007).

Regiilator alt iiniteler kendi icinde dort farkl alt gruba ayrilmaktadir. Bunlar Rla,
RIB, Rlla, RIB dr. Bu alt tipler farkli hiicre tiirlerinde farkli seviyelerde
sentezlenmektedir (Cadd ve McKnight 1989). Kendi aralarinda ufak farkliliklar
bulunsa da genel olarak biitiin regiilator altgrup elemanlar1 ayni fonksiyona sahiptir
(Taylor ve ark. 2008). Regiilator alt iinitesinde oldugu gibi katalitik alt iinite de
kendi i¢inde alt gruplara ayrilmaktadir. Bu katalitik iinitenin alt gruplar1 Co., Cp ve
Cy drr. Bahsedilen katalitik alt grup elemanlar1 fonksiyonel farklilik gostermektedir.
Ayni hiicrede degisik uyaranlar ile meydana gelen CAMP ve sonrasindaki PKA
aktivasyonu degisik fizyolojik cevaplar dogurmaktadir (Steinberg ve Brunton
2001). Bu fizyolojik cevaplarin cesitliligi PKA’nin sahip oldugu degisik alt
gruplardan kaynaklanacagi gibi genel sinyalin aktarilmasinda PKA’ya yardimci
olan AKAP (PKA Anchoring Proteins) gibi proteinlerin cesitliliginden de
kaynaklanabilmektedir (Smithve ark. 2006, Beene ve Scott 2007).

2.5.1.1.Protein Kinaz A’nin Hiicre Siklusundaki Etkileri

Hiicre proliferasyonunda, birgok farkli hiicre i¢i sinyal yolagi goérev almaktadir.
CAMP ve PKA bu siiregte degisik gorevler tstlenmistir (Stork ve Schmitt 2002).
Mitoz boyunca cAMP’nin hiicre i¢cindeki seviyesi minimal diizeyde olup; hiicre
siklusunun Gy ve erken S fazinda miktar1 artmaktadir. Sentez fazinda hiicre i¢i
miktar1 artan ¢cAMP mitoz bolinmenin Metafaz-Anafaz evreleri arasinda bazi
makromolekiil komplekslerinin fosforilasyonuyla mitotik siklinlerin yikilmasma ve

kardes kromatidlerin ayrilmasina katk1 saglamaktadr (Ferrari 2006).
Protein Kinaz A farkhh hiicrelerde hiicre siklusu agisindan farkhi fizyolojik cevap

olusturmaktadr. cAMP, PKA araciligiyla PC12 ve Sertoli hiicrelerinde hiicre
biiyiimesini saglarken (Vossler ve ark. 1997, Boulogne ve ark. 2003), NIH3T3
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hiicreleri ve adipositlerde hiicre biiylimesini inhibe etmektedir (Sevetson ve ark.
1993, Chen wve lyengar 1994). Buna ¢k olarak; cAMP analoglarinin hicre
biliylimesini engelledigi ve glioma ve néroblastoma hiicrelerine déniisiimii arttirdigi
da gosterilmistir (Sato ve ark. 1975, Prasad ve ark. 2003, Moreno ve ark. 2006). Bu
birbirinden farkli sonuglar, hiicrelerdeki bazal CAMP seviyelerinin farklh
olmasindan ve cAMP/PKA yolagmm hedef intraselliiler makromolekiillerinin

cesitliliginden kaynaklanmaktadr.

2.6. Hipotez

Hiicrelerde besin sensorii olarak gorev alan cAMP/PKA yolagmm hiicre
dongiisliniin kontrolii {lizerine etkisinin olacagmi diisiinlirek dongiide gorev alan
E2F1’in PKA substrati olabilecegini disiindik. Bunun i¢in, E2F1’de PKA
fosforilasyon motifinin olup olmadigina baktk ve ii¢ adet muhtemel PKA
fosforilasyon motifinin (RXXT veya RRXS) oldugunu saptadik. Bu motifler
insanda RYET130, RLLS235 ve RMGS364 amino asit dizilimine sahiptirler. Bu
baglamda, cAMP aracihigiyla aktive olan PKA’nin E2F1°1 yukarida belirtilen amino
asitlerden fosforile etmesi durumunda, PK A aracili fosforilasyonun E2F1 fonksiyon
ve stabilitesine nasil etki yapacagmi sorguladik. Bunun i¢in, klonladigimiz
Okaryotik E2F1 ekspresyon vektdrinii kullanarak PKA tarafindan fosforile
edilebilecek Ti30, S35 Ve Ssgs amino asitlerinin  kodonlarmi fosforilasyonu
mimikleyen eksi yiikli glutamik asit (E) ve fosforile edilemeyen Alanin (A)
kodonlarma g¢evirdik. Ardindan, bu vektorleri insan embriyonik bobrek hiicre hatt
olan HEK293 hiicrelerinde stabil ekspresyonlarmni gergeklestirip bu vektorlerin
hiicrelerin  proliferasyonuna, apoptozis indiksiyonuna, glukoz alminina ve

Sisplatin duyarliliklarina nasil etki ettigini gostermeye ¢aligtik.

29



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiri

Calismamizda transforme insan embriyonik bobrek hiicreleri (HEK293) kullanildi.

Hiicrelerin tamamui L-glutamin, esansiyel olmayan amino asitler, sodyum piriivat,

%10 Fetal

Dana Serumu (FBS-Bicochrom cat. N0:S0115),

Penisilin/Streptomisin/Amfotersin B (BI-03 033 113) ve gentamisin eklenmis
DMEM (Dulbecco’s Modifeid Eagle Medium — Biochrom FG0415) icinde
monolayer kiilterler %5 CO3’lik atmosfer, %95 nem ve 37°C’lik inkiibatorde

cogaltild1

3.2.  Hiicrelerden TRIZOL ile RNA izolasyonu

1.
2.

Hiicre kiiltiirii kabmdan besiyeri uzaklastirild.

Hiicreler iizerine 100mm’lik petriye (Corning-430167) 6 ml
olacak sekilde direkt olarak TRIZOL (Sigma-T9424) eklendi.

Oda sicakhiginda 5 dk inkiibasyondan sonra siispansiyon birer
mililitrelik hacimlerde 1,5 ml’lik ependorf tiiplere (Axygen MCT-
150-C) boliindii.

Uzerine 100 ul 1-Bromo-3-chloropropane (BCP — Sigma B9673)
eklendi ve vorteks yardimiyla karistirildi.

Oda sicaklhiginda 10 dakika inkiibasyondan sonra 12.000g’de 15
dk 4°C’de santrifiij (Ependorf — Minispin) edildi.

Olusan iki fazdan ustteki renksiz kisim yeni bir ependorfa
aktarild1

Uzerine 500 pl izopropanol (Merck 995.1000) eklendi ve altiist
edilerek karistirildi

Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyondan sonra 12.000 g’de 8
dakika 4°C’de santrifiij edildi.

Stipernatant atilarak RNA pelleti lizerine 1 mL %75°lik etanol
(Merck 100967) ilave edilerek yikandi

10. 7.500 g’de 5 dakika 4°C’de santrifiij edildi.
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11. Siipernatant atilarak RNA pelleti 3-5 dk kurumaya birakild1.
12. Peletin yogunluguna gore RNaz igcermeyen H,O eklendi.

3.3.  RNA Orneklerinin Spektrofotometrik Ol¢iimii

Izole edilen RNA &rneklerinin saflik ve miktarlar1 spektrofotometre (Thermo
Multiskan GO) ile 6lgiildii ve asagida belirtilen formiile gére hesaplandi. ¢cDNA
sentezi i¢in 1.5 ng RNA kullanildi.

RNA (ng/mL) = 40 x A260 X DF (Diliisyon Faktsrii)

3.4. lzole Edilen RNA’nin cDNA’ya Déniistiiriilmesi Reaksiyonu

Bureaksiyon igin Roche Kiti (05 081 955 001) kullanildi. Spektrofotometre 6 l¢iimii
ile miktar1 belirlenen RNA’dan 1,5 pg, Random Hekzamer’den 2 pl ve steril
H,0’dan 7,9 plahnarak 0,2 mL’lik ependorf tiipiine konuldu ve 65°C’de 10 dakika
denatiire edildi. Bu karigimin iizerine 4ul 5X Reaksiyon Tamponu, 0,5 ul Rnaz
inhibitérti, 2 pul ANTP karisimi, 1 pl DTT (Dithiothretiol D0632) ve Revers
Transkriptaz enzimi ilave edilerek final hacmi 20 pl olan bir reaksiyon karigmm
hazirlandi. Reaksiyon 55°C’de 30 dakika ve 85°C’de 5 dakika olacak sekilde

thermal cycler cithazinda gergeklestirildi.

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Yontemi
PZR reaksiyonu Bio-Rad (MyCycler) ve PZR System (Gene Amp ®) marka
thermal cyclerlarda gerceklestirildi.

3.5.1. PZR Reaksiyonu, icerigi ve Kosullar

Insan E2F1 klonlama primerleri ile yaptigimiz PZR kosullar1 sdyledir; 1X Tampon,
2mM MgCh, 1pmol dNTP, birer pmol ileri ve geri primerler, %5 DMSO (Sigma
Cat. No:D5879), 2 iinite Taq Polimeraz ve 100 ng cDNA (Kit: Thermo Scientific —
Fermentas — EP0401). Thermal Cycler cihazinda 94°C’de 5 dakika ©n
denatiirasyon, 35 dongii olmak iizere; 94°C’de 1 dk, 65°C’de 1 dk, 72°C’de 4 dk ve
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son uzatma 72°C’de 7 dk olacak seklide amplifikasyon gergeklestirildi. Reaksiyon

agaroz jel elektroforezinde kontrol edildi.

3.5.2. insan E2F1 ¢cDNA’simn Amplifiye Edilmesi icin Kullamlan Klonlama

Primerleri

Ileri primer : 5°-CCG GAA TTC GCC GCC ATG GCC TTG GCC GGG GCC
CCT GCG GG-3°

Geri primer : 5’- CCG GAA TTC GAA ATC CAG GGG GGT GAG GTC CCC
AAAGTC -3’

EcoRI kesim bdlgesi alt1 ¢izgili olarak gosterilmistir.

3.6. Amplifiye Edilen insan E2F1 ¢cDNA’simin pcDNA 3.1 (B) Ekspresyon
Vektoriine Klonlanmasi

Klonlama islemi i¢in, insert olarak adlandrilan insan E2F1 cDNA’s1 ve vektor

EcoRI enzimi ile kesildi ve fenol ile temizlendi. Vektoriin 5°-terminali defosforile

edildikten sonra insert ile ligasyon islemine tabi tutuldu. Ligasyon sonrasinda

vektordeki insert yonii Xhol enzim kesimi ile belirlendi.

3.6.1. insan E2F1 c¢DNA’simn ve pcDNA3.1 (B) Vektoriiniin EcoRI
Restriksiyon Enzimi ile Kesilmesi

EcoRI enzim kesimi i¢in Fermentas (ER0271) kiti kullanildi. Reaksiyon kosullart:

1X Reaksiyon Tamponu, 10 iinite EcoRI enzimi, 1 pg pcDNA3.1(B) veya E2F1

cDNA ve streil H,O’dur. Reaksiyon 50 pl’de gergeklestirildi ve gece boyu 37°C’de

inkiibasyona birakildi

3.6.2. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiile me Sistemi

3.6.2.1 %1,5 Agaroz Jelin Hazirlanmasi

1,5 gram toz agaroz (Sigma Cat. A5093) tartilarak 100 ml 1X TBE’de (Tris-
Sigma/Borat- Merck 1.00165.1000 / EDTA — Sigma E5134) ¢ozildii. 50°C’ye

32



gelene kadar sogutuldu. 0,5 pug/ml etidyum bromiir (Sigma E87519) ilave edildi.
Elektroforez kiivetine taraklar yerlestirilerek sicak agaroz jel elektroforez kiivetine
dokiildii. Oda sicakhigmmda 15-20 dk polimerize olmasi i¢in beklendi. Jel polimerize
olduktan sonra taraklar jelden c¢ikarildi ve agaroz jel elektroforez tankina

(BIORAD) yerlestirildi.

Islemler
%1,5’lik agaroz jel, icerisinde 1X TBE bulunan elektroforez tankna yerlestirildi.
PZR friinii ve 100 bg’lik marker yiikleme tamponu kullanilarak kuyucuklara
mikropipet yardimiyla yiklendi Elektroforez tankma bagh giic kaynag: ile 100
voltta 40 dk yiritiildi. Stire sonundan 6rnekler UV 151k veren transilluminator
yardimiyla incelendi. Syngene (ingenius) transilluminatdr aletine bagh olan

monitdr sistem kullanilarak fotografalind1.

3.6.3. pcDNA3.1(B) Vektoriiniin ve E2F1 c¢cDNA’simin Fenolle Coktiirme

Yontemiyle Temizlenmesi

Uygulama:

1. Enzim kesimi yapilmig O6rnek (50 pl) iizerine 250 pl 1X TE (Tris-
EDTA) eklendi.

2. Uzerine 300 pl Fenol (AppliChem A1624.0500)/Kloroform (Merck
1.02445.2500) / izoamil alkol (Merck 977.1000) (25:24:1) eklendi.

3. 30 saniye vorteks (Biosan V1 plus) yardimiyla karistirildiktan sonra 15
dakika buzda bekletildi.

4. 10.000 rpm’de santrifiij edildi.

5. Ayn bir tiipe Gst fazin 250 pl’si alinarak 25 pl 3M Sodyum Asetat
(pH:5.4)(Sigma S2889) ile karistirild1.

6. Bu karigim iizerine 2 hacim kadariyla (550 pl) soguk absolii etanol
eklenerek bir saat -20°C’de bekletildi.

7. Siire sonunda 14.000 rpm’de, +4°C’de, 30 dakika santrifiij edildi.

8. Etanol uzaklastirilarak kurutuldu ve steril HyO’da ¢6ziildii.
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3.6.4. pcDNA3.1(B) Vektoriiniin Dana Intestin Alkalen Fosfataz (CIAP) ile
Muamelesi
Enzim kesimi yapilmis vektoriin klonlamada kullanilabilmesi i¢in 5’-terminal
kisimlarindaki fosfat gruplarmnm defosforile olmas1 gerekmektedir. Klonlama islemi
icin hazirlanan vektoriin CIAP reaksiyonu Invitrogen kiti (18009-027) kullanilarak
gerceklestirildi. Kit kosullar1 soyledir; 1X Buffer, 0,01 {nite CIAP enzim, 1pg
vektor ve steril HyO. Reaksiyon 40ul’de hazirlanmis ve 37°C’de 30 dakika
inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda vektdr fenolle temizleme islemine tabii

tutuldu ve %1’lik agaroz jelde kontrol edildi.

3.6.5. insan E2F1 ¢cDNA’simin pcDNA3.1(B) Vektoriine T4 DNA Ligaz Enzim
Reaksiyonuyla Klonlanmasi

EcoRI ile kesilmis ve fenolle ¢oktirme yontemi ile temizlenmis olan vektor
icerisine insert T4 DNA ligaz (Invitrogen 15224-017) yardimyla klonlandi.
Reaksiyon kosullar1 séyledir : 1X Reaksiyon Tamponu, 3 voliim (600 pg) insert
(E2F1 ¢cDNA’s1), 1 voliim (200 p) vektor (pcDNA3.1(B)), 1 tinite T4 DNA Ligaz
ve steril HyO. Reaksiyon karigimi 12-16°C’de geceboyu inkiibasyona birakildi.
Klonlamanm gergeklesip gerceklesmedigi %1 agaroz jelde kontrol edildi.

3.6.6. Inframe Klonlama Isleminin Oryantasyon Yoniiniin Belirlenmesi icin
Xhol Enzim Kesiminin Gerceklestirilmesi

TADNA Ligaz reaksiyonu sonrasinda insert igeren vektorler %1 agaroz jelde

belirlendi. Insertin vektdrde yoniiniin (oryantasyonunun) saptanmasi igin ilgili

vektoriin  Xhol enzimi (Thermo Fisher ER0691) ile kesimi gerceklestirildi.

Reaksiyon kosullar1 soyledir: 1X Reaksiyon Tamponu, 1X H,O. Reaksiyon

karisimi 30°C’°de geceboyu inkiibasyona birakildi ve %3’likk agaroz jelde kontrol

edilerek vektoriin anlamh veya anlamsiz yonii belirlendi.

3.7.  Dogru Oryantasyon Klonlama Yoniine Sahip pcDNA3.1(B) Vektoriin
Cogaltilmas1 Amaciyla E.Coli DHSa Susuna Transformasyonu
Vektoriin cogaltilmasi i¢in E.coli DHS5a susu kullanildi. Transformasyon igleminin

gerceklestirilebilmesi amaciyla dncelikle DH5a susu, plazmid vektorii alabilecek
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kompetan hale getirildi ve ardindan transformasyon islemine gegildi

3.7.1. CaCl, Yontemiyle Kompetan DH50 Hazirlanmasi
Kullanilan Soliisyonlar
1. LB (Luria-Bertani) Siv1 Besiyeri: %2’ lik olacak sekilde 4 g LB (Merck
1.10285.0500) toz 200 ml distile su igerisinde ¢oziilerek otoklav edildi.
2. 50 mM CaCl, (Sigma C1016) /10 mM Tris (pH:7.4)
3. %100 gliserol (Sigma G2025)

Uygulama

1. Bir koloni ya da dondurulmus DHS5a E.coli susundan 20 pl alind1 ve 10
ml LB s1vibesiyerine konuldu.

2. 37°C galkalamali etiivde gece boyu inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonucunda 1-2 ml almarak 200 ml LB besiyerine kondu ve
4 saat inkiibe edildi.

4. Bakteri yogunlugu O.Dgoo =0,2-0,5 araliginda olmalidir.

5. 200 ml besiyeri 10 dk buzda bek etild..

6. 50 ml'lik falkonlara bdliindii ve 2000 rpm’de 4°C’ te 5 dk santrifiij
edildi.

7. Siipernatan atildi. Pelet {izerine dnceden sogutulmus 50 mM CaCl2 /10
mM Tris (pH: 7.4)’ den 100 ml ilave edildi.

8. 15 dk buzda bekletildi. 2000 rpm’de 4 °C’ de 5 dk santrifiij edildi.

9. Sipernatant atildi. Pelet tizerine 9 ml 50 mM CaCl2 /10 mM Tris (pH:
7.4) ve 1 ml %100 gliserol karisimmdan konarak homojenizasyon
sagland

10. 250 ul miktarlarinda 1,5 ml’lik ependorf tiiplere bolindii ve —80 °C’
de sakland1.

3.7.2. Agar Hazirlanmasi

2 gr LB Broth ve 1 gr Bakteriyolojik agar (Oxoid L11) tizerine 100 ml distile su
ilave edilerek otoklavlandi. Agar donmadan hemen dnce (yaklasik 40 °C’ de) 100ml
agara 100ul ampisilin (50mg/ml) eklendi ve petri kaplarina dagitilarak sogumasi
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beklendi.

3.7.3. E. Coli DHSa Susuna Plazmid Transformasyonu

1. DH5a kompetan E. colilerden 75 pl ve plazmidden 7 pl alinarak
ependorfa kondu.

2. 30 dk buzda bekletildi.

3. 1dk 42 °C’ de subanyosunda bekletilerek tekrar buza alind1.

4. Tipe 1 ml LB besiyeri kondu ve 1 saat 37°C’ de 150 rpm’de
calkalayicida (Sartorius) inkiibasyona birakildi.

5. Petriye ekim yapilacaksa 4 °C’ de 5000 rpm’ de 10 dk ya da 2500 rpm’
de 15 dk santriflij edildi. Stipernatanin 900 pl’si atildi. Geri kalan 100l
ile pelet siispanse edildi.

6. “L” seklindeki pastor pipeti ile 50 pug/ml ampisilinli (Sigma A9393) LB
agara yayarak ekildi ve gece boyu 37 °C’ de inkiibe edildi.

7. Ertesi giin olusan koloni almarak 200 ml ampisilinli stvi LB igerisine
almarak gece boyu37°C’ de 150 rppm’ de inkiibasyon yapild1.

8. 2500 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatan atildi ve pelet -20°C’ de
sakland1.

9. Daha sonra peletten plazmid izolasyonu gerceklestirildi.

3.8. Bakteriden Plazmid izolasyonu:
Kullanilan Soliisyonlar
50 mM D-Glukoz (Sigma 16301) (MA: 180) Hazirlanisi: 0,9 gr glukoz 100 ml
distile suda ¢ozildi.
10N NaOH (Sigma 06203) (MA: 40) Hazirlanisi: 40 gr NaOH 80 ml distile suda

¢Oziildiikten sonra hacim 100 ml’ ye tamamland1.

Soliisyon I Hazirlanisi:

1. 50 mM D-Glukoz : 0,9 gr D-Glukoz
2. 25mM TrisHCI (pH:8.0) : 2,5 ml (1M tris stoktan)
3. 10 mM EDTA : 10 ml (100mM EDTA stoktan)

Karigim 100 ml’ye tamamlandi.
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Soliisyon II Hazirlanmisi: (Kullanimdan hemen 6nce hazirlanir)

1.
2.

0,2 N NaOH X 2 ml (10 N NaOH stoktan)
%1 SDS : 10 ml (%10’ luk SDS stoktan) (SDS-Merck
8.22050.1000)

Karigim 100 ml” ye tamamland.

Soliisyon III Hazirlamsi:

1.

5M potasyum asetat (Codex 358907): 49,075g 100 ml’ de ¢oziilerek 60
ml’ si kullanild1.

11,5 ml glasial asetik asit (Sigma 27222)

28,5 ml steril H,0.

Uygulama

1.

10.

100 pg/ml Ampisilin iceren 100 ml besiyerinde gece boyu iiretilen
transforme bakteriler cogaldiktan sonra 50 ml’ lik falkonlara b6 lindi.
5000 rpm’ de 5 dk santriftij edildi.

Stipernatan atild1 ve pelet kaldirild1. Pelet tizerine 5 ml Soliisyon I’ den
ilave edilerek vortekslendi ve 5 dk buzda bekletildi.

Uzerine 10 ml Soliisyon II’den ilave edildi. Tiip alt {ist edilerek buzda 5
dk bekletildi.

Buzda bekletilen tiiplere 7,5 ml Soliisyon [I’den ilave edildi ve
karstirilarak 10 dk buzda bekletildi.

Tiipler, 5000-8000 rpm’ de 10 dk santrifiij edildi.

Ust faz yeni tiipe almir, final konsantrasyonu 0,5 ug/ml olacak sekilde
RNaz ilave edildi. 37°C’ de 30 dk subanyosunda inkiibasyona birakilda.
Siire sonunda esit hacimde {izerine fenol/kloroform/izoamilalkol
(25:24:1) ilave edildi ve 8000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

Siipernatant yeni tiiplere aktarildi. Uzerine 2 hacim saf etanol eklendi. -
80°C’de 1 saat ya da gece boyu bekletildi.

Tiipler 8000 rpm’ de 1 saat santriflij edildikten sonra siipernatant atildi,
pelet kurutuldu ve 1 ml TE’ de ¢6ziildii.
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3.9. HEK293 Hiicrelerine Kalsiyum Fosfat Yontemiyle Plazmid
Transfeksiyonu
Kullanilan Soliisyonlar
1. 2XHEPES - pH: 7,05
500 ml hazirlamak igin;

280mM NaCl (Merck 1.06404.1000) 89 (susuz)
10mM KCI (Sigma H3375) 0,379

1,5 mM NayHPO, .H,O (Merck 1.06345.1000) 0,39

12 mM D-Glukoz (Sigma 16301) 19

50 mM Hepes (Sigma H3375) 5¢

2. 2M Ca2Cl (Sigma C1016): 5,88 gr 20 ml distile suda ¢oziiliir. Deney

asamasinda 0,25 M oraninda kullanilir.

3. 0,AXTEpHSB.0

4. %10 gliserol igceren DMEM

5. Phosphate Buffer Saline (PBS) Soliisyonu: 8 g NaCl (Sigma), 0,2 g KCI
(Sigma), 1,44 g NaH2PO4 (Sigma), ve 0,24 g KH2PO4 (Sigma)
tartilarak, 800 ml distile su i¢inde ¢oziildii. NaOH ile pH 7.4” ¢ ayarland1
ve toplam hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi. Soliisyon steril

kabinde 0,22 pm vakumlu filtreden gecirildi.

Uygulama

293T hiicreleri transfeksiyondan bir giin 6nce 100 mm’lik petrilere pasajlandi ve
ertesi giin yaklask %70-80 konfluent olan hiicrelere transfeksiyon yapildi.
Transfeksiyonda 30 pg vektdr DNA’s1 Sodyum asetat/Etanol ¢oktiirme yontemi ile
sterilize edildi ve c¢oken pelet 1 ml 2xHEPES pH:7.05 i¢inde ¢oziildii. Bunun
tizerine 0.25 Molar 1 mL CaCl, soliisyonu damlalar halinde ilave edildi ve iyice
karistirilan 6rnek laminar kabin i¢cinde 30 dk bekletildi. Bu siire sonunda olusan ve
net olarak goriilen kalsiyum fosfat-DNA kompleksi pipetaj ile daha kii¢iik pargalara
boliindii ve 6rnek 10 ml besiyerinde bulunan hiicrelerin iizerine 20 cm mesafeden
damlalar halinde birakildi. Gece boyu inkibbasyondan sonra besiyeri uzaklastirild1
ve hiicreler %10 gliserol iceren DMEM ile 1 dk soklandi. Soklamanm ardindan
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soklama soliisyonu ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler 1XPBS ile iki kere yikand1 ve

normal biiylime ortami (%10 serum igeren DMEM) hiicrelere verildi.

3.10. Transfekte Olan HEK Hiicrelerinin Secilmesi ve Tek Koloni Se¢imi
Hiicre kiiltliriinde sadece transfekte edilen hiicrelerin yasiyor olmasmi ve yasayan
hiicrelerin ayni1 seviyede ekspresyon gostermesini saglamak i¢in hiicre se¢imi ve tek

koloni se¢imi gerceklestirildi.

3.10.1. Transfekte Olan HEK Hiicrelerinin Secilmesi

pcDNA3 vektoriiniin segilim belirteci olarak yapisinda neomisin/G418 direng geni
mevcuttur. Bu nedenle vektor ile transfekte olan HEK293 hiicrelerinin se¢ilimi i¢in
neomisin/G418 (Calbiochem 345810) (0,4g/mL) igeren DMEM besiyeri kullanild.
Transfeksiyon isleminden 1ki giin sonra HEK293 transfekte hiicreleri
neomisin/G418 iceren besiyeri ile muamele edildi ve bundan sonraki asamalarda bu

hazirlanan secicibesiyeri kullanild1.

3.10.2. Tek koloni Se¢imi

Secici besiyeri ile kiiltiire edilen transfekte HEK293 hiicreleri tripsinize edilerek
kaldrild1 ve 96 kuyucuklu neomisinli DMEM igeren kiiltiir kaplarma kuyu basina
bir hiicre diisecek sekilde ekildi. Yaklagik 1 ay siiresince yapilan segilimde

neomisinli ortamda ¢ogalabilen koloniler se¢ildi.

3.10.3. Secilen Kolonilerdeki E2F1 Ekspresyonunun Gosterilmesi

Tek koloni olarak segilen ve devaminda gogaltilan hiicreler tripsinize ederek 96-
well plateden siras1 ile 24-well plate’e, 6-well plate’e oradan da petrilere aktarildi.
Petrilerdeki hiicrelerin lizatlar1 alimarak Western Blot yontemi ile ekspresyonu en

uygun koloni sonraki deneyler igin segildi.

3.11. Hiicrelere Forskolin, Laktasistein ve Kaspaz-3 inhbitorii Muamelesi
1. Hicreler kiiltir kabin1 %70-80 kaplayana kadar %10 FBS iceren
DMEM besi ortamu igerisinde %5 CO2’ li etiivde kiiltiire edildi.
2. Hiicrelerin bulundugu besi ortami uzaklagtirild1.

3. Ikidefa 1xPBS ile yikand.
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4. Hiicrelere serum icermeyen besiyeri verildi.

5. Hiicreler gece boyu veya 16 saat siiresince serumsuz ortamda bekletildi.

6. Siire sonunda ilgili gruplara 10uM final konsantrasyonu olacak sekilde
Forskolin, Laktasistein ve/veya Kaspaz 3 Inhibitrii verildi ve deney
basamaklarmma gore degisen siireler boyunca beklendi.

7. Muamele sonunda hiicreler tekrar 1xPBS ile ikidefa yikand:.

8. Hiicre kaziyicis1 (Greiner cell scraper 541 080) yardimiyla hiicreler

Liziz tamponu igerisinde kaldirild1 ve vortekslenerek lizatlar1 hazirlandi

3.12. Hiicre Lizati Hazzirlanmasi

Kullanilan Solusyonlar:

Triton-X Lizis Tamponu

100mM Sodyum Floriir (NaF-Sigma S7920), SOmM HEPES (Sigma H3375),
150mM Sodyum Klorir (NaCl Merck1.06404.1000), %10 Gliserol (Sigma
G2025), %1,2 Triton-X100 (Merck 1.08603.1000), ImM Magnezyum Kloriir
(MgCI2-Sigma M8266), 1mM EGTA (Amresco 0732), 1mM Sodyum-o-vanadate
(Sigma S6508) ve 1x proteaz inhibitér kokteyli (Roche-cat. no: 11 836 145 001).
Solusyon pH: 7,4 (pH metre: Hanna Instruments pH 211)’ e ayarland1.

Uygulama

Besi ortami uzaklastirilarak, hiicreler 10 mL soguk 1xPBS ile yikandiktan sonra 1
mL Triton-X Lizis tamponu hiicrelerin iizerine konarak hiicreler kazind1 ve steril
1,5 mLl’lik ependorf tiipiline alindilar. Buz i¢inde 10 dk tutulan 6rnekler 1 dk.
vortekslendikten sonra 10.000 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatant lizat olarak
steril bir ependorf tiipe transfer edildi. Omekler kullanilana kadar -80°C’de
(Thermo scientific 994) sakland1.

3.13. Protein Miktar Tayini

Toplanan hiicre lizatlarinin protein miktar1 Bradford (BioRad 500-0006) reaktifi
kullanilarak BSA standartma karsi gergeklestirildi. Kisaca tarif etmek gerekirse,
stok BSA (10mg/mL) soliisyonundan 1pg/ul olacak sekilde soliisyon hazirlandi.

Standart egrinin ¢izilmesi i¢in bu soliisyondan t¢lii tekrarlar olacak sekilde 96
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kuyucuklu kaplara 1, 3, 5, 7 ve 9 pg olacak sekilde ayr1 ayr1 konuldu. Yine -
80°C’deki hiicre lizatlar1 buzda eritilerek ayni 96 kuyucuklu kaba {iger tekrar olacak
sekilde 1°er pl ilave edildi. BSA standardi ile 6rnekler spektrofotometrede 595 nm
dalga boyunda okundu. Uclii tekrarlarm ortalama verisi almarak olusturulan

standart egrinin formiiliine gore drneklerin protein konsantrasyonlari belirlendi.

3.14. Immiinopresipitasyon Yonte mi

E2F1 ve PKA’nin fiziki olarak birbirine baglandigin1 gdstermek icin her iki protein
hem ekspresyon yapilmamis hem de 48 saat boyunca ekspresyonu yapilmig 293 T
hiicrelerinden hazirlanan 2 mg hiicre lizat1 kullanilarak immunopresipitasyona tabii

tutuldu.

Uygulama

1. 2mg protein lizatlar1 tistiine 950 pl’ ye tamamlayacak sekilde Triton X
liziz tamponu eklendi.

2. Karigimin istiine 50 pul Agaroz G/A bead (sc-2003) eklendi ve 1 ml’ ye
tamamlandi. Bu asamada beadlerin homojenizasyonu olduk¢a 6nemlidir.
Bu nedenle pipetaj yapilmalidir.

3. Karigim nutatér yardimiyla 4°C’de 30 dk galkaland1.

4. Siire sonunda tiip 10.000 rpm’de 4°C’de 1 dk santrifiij edildi.

5. Siipernatant yeni ependorflara dokiilerek aktarildi, bead iceren pellet
atildi. 20 ul Anti- E2F1 (Santa Cruz KH95) eklendi.

6. Nutatorde, 4°C’de 4 saat inkiibasyona birakild:.

7. Inkilbasyon sonunda iizerine 100ul agaroz A/G bead eklendi ve gece
boyu 4 °C calkaland1.

8. Ertesi giin 6rnekler 10000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Stipernatan atild1
ve pelet lizerine 1 ml Triton-X Liziz Tamponu eklenerek alt iist edildi.
Bu yikkama islemi iki kez daha tekrarlandi.

9. A/Gbeadler tlizerinde tampon kalmayacak sekilde stipernatant atildi.

10. Pelet {izerine 100 pl B-merkaptoetanol iceren SDS yiikleme tampon
konuldu ve tiipler kaynar suda 5 dk. bekletilerek vortekslendi.

11. Son olarak, 6rnekler 10000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.
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12. A/G beadlerden kurtulan ve siipernatantta mevcut olan proteinlerin 50

ul’si western blot yontemiyle analiz edildi.

3.15. Western Blot Yontemi

Kullanilan Soliisyonlar:

Resolving (Ayristirma) Tamponu: 1,5M TrisBase pH: 8.8. 1 It.” si i¢cin 181,64 gr
TrisBase tartild1 ve distile H20O’da ¢ozildii.

Stacking (Yiikleme) Tamponu: 0,5M TrisBase pH:6,8. 1 It si igin 60,5 gr
TrisBase tartild1 ve distile H20’da ¢oziildii.

Akrilamid/Bisakrilamid (29/0.8): 29g Akrilamid (Merck 8.00830.1000) ve 0,8¢g
Bisakrilamid (Merck 2610) 100 ml bidistile H20’da ¢oziilerek 0,22 um’ lik
filtre kullanilarak filtre edildi.

Running Buffer (10X): 15 gr. TrisBase, 94 gr. Glisin (Vivantis PR0608), 50 ml
%10 SDS karisim 11t ye distile H20 ile tamamlandi. Soliisyon pH ayar1
gerektirmemektedir.

1X PBS-T: 1 1t 1xPBS soliisyonuna 1ml Tween20 (Merck 8.22184.1000) ilave
edildi.

SDS Yiikle me Tamponu: 1ml gliserol, 3ml %10 SDS (Merck 8.22050.1000), 1,25
ml (IM) Tris-HCI pH®,7, 1-2 pg bromofenol mavisi eklendi Filtreden
gegirilerek kullanildi. Kullanmadan dnce 1ml’ye 50 pl B-merkaptoetanol
(Sigma M3148) ilave edildi.

%10 Amonyum persiilfat (APS): 0,1 gr APS (Sigma A3678) 1 ml distile suda
¢oziildii. Taze hazirland1 ve 4°C’de saklandi.

Transfer Tamponu: 3,75g Glisin ve 7,25g TrisBase 1 1t distile suda ¢oziilerek

karisima 250 ml metanol eklendi.
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3.15.1 Western Blot Yonteminde Kullamlan Jelin Hazirlanmasi

Resolving %7 %10 %412 %15 | Stacking Sml’ lik | 10ml’
lik

Su 15ml 11,55ml | 10.5ml | 7.05ml | Su 3ml 6ml

Resolving 7.5ml 7,5ml 7.5ml 7.5ml | Stacking 1.25ml | 2,5ml

Buffer Buffer

Acr(29:08) 7,05ml 10.5ml 12ml 15ml | Acr(29:08) 0,625ml | 1.25ml

%105D5 0.3ml 0.3ml 0.3ml 03ml | %10SDS 50ul 100p1

%10 APS 0.3ml 0.3ml 03ml 03ml | %10 APS 50ul 100pl

Temed 30l 30ud 30u1 30p1 | Temed 5ul 10p1

Toplam 30ml 30ml 30ml 30ml 5 ml 10 ml

3.15.2 Omeklerin Jelde Yiiriitiilmesi

Bradford yontemiyle protein miktaribelirlenen 6rneklerden 150 pgalinarak iizerine
yar1 hacminde [-merkaptoetanol iceren SDS yikleme tamponu konuldu ve
kaynayan suda 5 dk bekletildi. Uygun pipet u¢lariyla hazrlanan poliakrilamid jele
yiklendi Jele yiiklenen Ornekler stacking jeli gegene kadar 120 voltta, resolving
jelde ise 150 voltta yiiriitiildii (Cihaz: Amersham 80-6171-96). Yiirtime sonunda

PVDF membrana transfer agamasina gecildi.

3.15.3 Jelde Yiiriimiis olan Proteinlerin PVDF Membrana Transferi

Ornekler vyiiriitiildikkten sonra transfer icin kullanilacak siingerler transfer
tamponunda 1slatildi. Transfer aparatinin siyah veya negatif yikli olacak kismimna
siingerlerden biri yerlestirildi. Uzerine transfer tamponunda islatilmis whatman
kagid1 yerlestirildi. Bunun iizerine oOrneklerin yiritiildiigii jel cam plakalar
arasindan dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak kondu. Jel iizerine saf metanolde 1slatilmis
PVDF membran (Biorad Cat. No: 1620177) hava kabarcig1r kalmayacak sekilde
yerlestirildi. Uzerine transfer tamponuyla islatilnus whatman kagidi (Sigma
7691011) ve diger siinger konularak transfer aparati kapatildi. Bekletmeden
transfer tamponuyla doldurulan ve buz igerisine konulmus transfer cihazina

yerlestirildi. Ornekler gece boyu 70 voltta transfer edildi.
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3.15.4. PVDF Membranm isaretlenmesi

Transferin ardindan blot PBST-BSA (1X PBS, %0.1 Tween-20, %1 BSA)
soliisyonunda 2 saat bloklandi. Bunun ardindan, PBST-BSA i¢inde hazirlanan
primer antikorunun 1/1000 diliisyonu ile 1,5 saat isaretlendi, takiben, antikor
uzaklastirild1 ve blot PBST (1X PBS, %0.1 Tween-20) ile otuzar dakikadan 2 kez
oda sicakliginda yikandi. Ardindan, PBST-BSA icinde hazirlanmis uygun anti-
mouse veya anti-rabbit sekonder antikorunun 1/5000 diliisyonu ilave edildi ve
isaretleme 1 saat oda sicakliginda yapildi Sekonder antikorun uzaklastirilmasmin
ardindan blot PBST ile 30 dk yikandi. ECL reaktifi (Biorad Clarity ECL
Cat.1705061) ilave edildi ve 1 dk beklendikten sonra bu da uzaklastirildi ve
kemiliiminasana duyarli film karanlik odada blot’m f{izerine konarak 1 dakika
bekletildi. Goriintiileme i¢in film, film banyo cihazinda (Kodak 8116428) banyo
edildi.

Gorlintiilenerek fosforilasyon seviyesi belirlenen proteinlerin, bazal seviyelerinin
belirlemesi amaciyla isaretlemesi yapilacak spesifik antikor uygulamasindan 6nce

fosforile formun belirlendigi membrana “strip oft” islemi uyguland1.

3.15.5. Strip-Off islemi

Kullanilan Soliisyonlar:

Strip off Soliisyonu: 12.5 ml 0.5 M Tris PH.6.8, 20 mL %10’luk SDS, 67 ml steril
distile su ve hazrlandiktan sonra 704 ulp-merkaptoetanol eklenecektir.

1X PBS, %0.1 Tween-20: Boliim 3.15.” de agiklanildig1 gibi hazirlanmistur.

Uygulama:

Hazirlanmig olan strip off solisyonu 55°C’e sitildi (Mikrodalga Frm) ve
solusyona g¢eker ocak igerisinde 704 pl B-merkaptoetanol eklendi. Ayni zamanda
islemin gerceklestirilecegi ¢alkalamali inkiibator de ayni sicakhiga getirildi Agzi
kapali plastik kaba konan membranin iizerine 1stilmus strip off soliisyonu konuldu.
Membran ayni dereceye 1sitilmis ¢alkalamali inkiibatdrde 20 dk ¢alkalandi Bunun
ardindan soliisyon uzaklastirildi ve blot PBS-T (1X PBS, %0.1 Tween-20) ile 30’ ar
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dakikadan 2 kez oda sicakliginda yikand1. Bu asamadan sonra membran tekrar daha

once bahsedilen kosullarda isaretlendi.

3.16. Monoklonal Antikor Yapim
Kullanilacak E2F1 primer antikorun yapimi i¢in hayvan immiinizasyonu,

hibridomanin olusturulmasi ve olusturulan hibridomalarin denemeleri yapildi

3.16.1. Immiinizasyon

Immiinizasyon i¢in 6 haftalik Balb/C tiirii fareler kullanildi. Tasarlanan ve ticari
olarak alman E2F1 peptidi enjeksiyonluk su i¢inde final konsantrasyonu 1pg/ul
olacak sekilde ¢oziildi. 1.,15.,30. ve 59. giinler bu peptid intraperitonal olarak
uygulandi

3.16.1.1 immiinizasyonun Kontrolii

Immiinizasyona tabi tutulan farelerin kuyruk damarindan 30. ve 45. giinler kan
alindi. Alinan 250 plkanin santrifligasyon yontemi ile serumu ayrildi E2F1 peptidi
SDS-PAGE jelinde yiiriitiildii ve PVDF membrana aktarildi Fareden elde edilen

serum primer antikor olarak kullanildi ve PVDF membranin isaretlemesi yapildi

3.16.2. Hiicre Kiiltiirii ve Hibridoma Olusturma

Kullanilan Soliisyonlar:

Normal Besi Yeri: L-glutamin, esansiyel olmayan amino asitler, sodyum piriivat,
%10 Fetal Bovin Serum (FBS-Bicochrom cat. N0:S0115),
Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin B (BI-03 033 113) ve gentamisin eklenmis
DMEM (Dulbecco’s Modifeid Eagle Medium — Biochrom FG0415)

Secici Besi Yeri: Normal besiyerine litrede 20 ml olacak sekilde Hypoxanthine-
aminopterine-thymidine (50X)(GIBCO Cat.21-060-017) eklenerek hazirlandi.

PBS Soliisyonu: Phosphate Buffer Saline (PBS) Soliisyonu: 8 g NaCl (Sigma), 0,2
g KCI (Sigma), 1,44 g NaH2PO4 (Sigma), ve 0,24 g KH2PO4 (Sigma) tartilarak,
800 ml distile su i¢inde ¢oziildii. NaOH ile pH 7.4’ e ayarland1 ve toplam hacim
distile su ile 1 litreye tamamlandi. Soliisyon steril kabinde 0,22 um vakumlu

filtreden gecirildi.
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3.16.2.1 Myeloma Hiicrelerinin Hazilanmasi

Fiizyondan 10 giin dncesinde kiiltiirde normal besi yeri igerisinde gogaltilan FO
myeloma hiicreleri hiicre kiiltiir petrilerinde ¢ogaltildi Fiizyon giinii kiiltiir petri
icindeki besi yeri steril bir sekilde uzaklastirildi ve hiicreler pasajla 50 ml’lik
santrifiij tiiptl igerisine alind1 ve 900 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek 1X PBS ile
2 kez yikand1. Cdken hiicreler 10 ml PBS i¢erisine alinarak hiicre saymm yapild1.

3.16.2.2 Besleyici Hiicrelerin Hazrrlanmasi

Fiizyondan bir onceki giin gerceklestirildi. Bu basamakta immiinize olmamis
normal fare kullanildi. Farenin karin bolgesi yanlara dogru agild1 ve periton goriiniir
hale getirildi. Yagsiz bir bolgeden organlara degmeden periton igerisine 5 ml
DMEM (serumsuz) verildi, farenin karm1 DMEM ile kaplanmasindan sonra
enjektore geri ¢ekildi Enjektor igerisindeki hiicreler bir tiipe alind1 ve hiicre saymmi
yapildi. Calisilacak hiicre kiiltiir plagi sayisma gore her kuyuya ~6000 hiicre +
normal besiyeri karigimi 100 pl olacak sekilde dagitildi.

3.16.2.3. Dalak Hiicrelerinin Elde Edilmesi

Antijen ile immiinize olan fareler servikal dislokasyon yontemi ile d1diiriildii. Derisi
%70’lik alkol ile dezenfekte edildi. Dalak yag dokusundan armdirilmis bir sekilde
15 ml DMEM igerisine alindi ve bu sekilde laboratuvar ortamma tasindi Steril
kabin icinde dalak yabanci dokulardan temizlenerek 10 ml PBS tamponu igeren
baska bir petri kabma alindi Dalak kiiciik bir siizgecte cam baget ile ezilerek
hiicreler ac¢iga cikarildi ve pipet yardimi ile siispanse edildi Hiicreler, PBS
tamponunda 900 rpm'de 10 dakika santriflij edilerek 2 kez yikandi Cdoken hiicreler

10 ml PBS igerisine almarak hiicre saymmi yapildi.

3.16.2.4. Hibridoma Olusturma

Hiicre saymmi yapilan FO myeloma hiicreleri ve dalak hiicreleri 1/6 orani olacak
sekilde birlestirildi ve 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust kesim atilarak
¢oken hiicre karigimma 37°C’de sitilmis 1 ml Polietilen Glikol (PEG) 4000 1
dakika igerisinde olduk¢a yavas eklenir. 2 dakika hiicre karisimi1 37°C beklendi. 10
ml sadece DMEM (FCS +antibiyotik igermeyen) 5 dakika icerisinde yavas yavas
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ilave edildi. Daha sonra 20 ml %10 FBS DMEM cklendi. Karisim 1 saat 37°C
1sidaki CO; etiivde bekletildikten sonra, santrifiij edildi. Coken hiicrelere secici
kiiltiir ortanu ilave edilerek bir dnceki giin makrofaj ekilmis hiicre kiiltiir plaklarma
100 upl /kuyu olacak sekilde seklinde dagitildi 10 giin sonra hiicrelerin st
sivilarimndan 100 ul ¢ekildi ve tlizerine 100 pl segici HAT igeren besiyeri ilave

edildi. Hiicrelerin gelisme periyoduna bagli olarak normal besi yerine gegildi.

3.16.3. Hibridomalarin Antikor Uretiminin Kontrolii
Hibridomalarin antikor iretiminin kontrolii ELISA ve western blot yontemleri ile

gerceklestirildi.

3.16.3.1. ELISA Yontemi ile Antikor Uretiminin Kontrolii

Kullanilan Soliisyonlar:

1IX PBS, %0.1 Tween-20: Boliim 3.15.” de agiklanildig1 gibi hazirlanmgtr.

%1 BSA iceren 1X PBS-T: 100 ml 1X PBS-T iginde 1 gr BSA ¢0ziilerek

hazilanmustir.

Uygulama:

1. 96 kuyuluk ELISA 1upg/ul konsantrasyondaki antijen ¢ozeltisinden

100u1 ile kaplanda.

Gece boyu veya enaz 6 saat, +4 °C’de inkiibe edildi.

ELISA plate, 3 kez PBS-Tween 20 soliisyonu ile yikand1.

Her kuyuya 150 pl %1 BSA igeren 1 X PBS-T soliisyonu eklendi.

2 saat 37°C’de bekletildi.

Hibridoma {ist besiyerleri direk olarak plaklara eklendi ve 37°C’de 1,5

saat bekletildi.

7. ELISA plaklar13 kez PBS-Tween 20 soliisyonu ile yikandi.

8. Kuyular 1/1000 dilusyonunda anti mouse-IgG 37°C’de 1 saat inkiibe
edild.i.

9. Kuyular 5 kez yikandiktan sonra substrat tamponu ilave edilerek (100
ul), 45 dakika oda sicakliginda karanlkta inkiibe edildi ve antikor

o 0o~ N
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diizeyi renk degisiminden 405 nm’de ELISA okuyucusunda (Thermo
Labs. Multiskan Spectrum) belirlendi.

3.16.3.2.Western Blot Yontemi ile Antikor Uretiminin Kontrolii

ELISA yontemi ile diger kolonilerden goreceli yiiksek antikor sentezleyen hiicreler
secildi. Secilen kolonilerin hiicre kiiltiirtindeki besiyeri SDS-PAGE yOntemiyle
jelde yiriitiilmiis ve PVDF membrana transfer edilmis E2F1 peptidi ve HEK293
hiicre lizatinin isaretlemesinde primer antikor olarak kullanildi. Isaretlemeleri

pozitif olarak goriilen koloniler belirlendi.

3.17. In Vitro Kinaz Reaksiyonu

Hazrhk Asamasi

PKA enziminin E2F1’°1 fosforile ettiginin gdsterilmesi i¢cin HEK293 hiicrelerinde
72 saat boyunca ekspresyonu saglanan E2F1 proteini anti-E2F1 antikoru
kullanilarak immiinopresipitasyon yontemi ile saflastirimistir. Aymi sekilde PKA
enziminin E2F1 proteini ile etkilesimde oldugunu anlamak i¢in PKA proteini anti-

PKA antikoru kullanilarak immiinopresipitasyon yontemi ile saflagtirilmstir.

Kullanilan Soliisyonlar
1X NEBuffer for Protein Kinases (PK):
50 mM Tris-HCI
10 mM MqgCl,
0.1 mM EDTA
2mMDTT
0.01% Brij 35
pH 7.5 ve 25°C sicaklikta
CAMP-dependent Protein Kinase (PKA), catalytic subunit (NEB
P6000S)
200 uM ATP
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Uygulama

Yaptigimiz E2F1 ekspresyon vektorii transfekte edildikten sonra Yetmis iki saat
inkiibe edilen HEK293 hiicrelerinden hiicre lizat1 hazirlanip bunun iKi miligrami
srast E2F1°1 [P yontemi ile ¢oktirmede kullanildi. Coktiirme sonrasi A/G bagh
agaroz beads’leri reaksiyon tamponu ile yikandi Yikamadan sonra beadsler 50ul
1X Kinaz Tamponunda ¢6ziildii. Tiiplerin tizerine 10 uM ATP ilave edildikten sonra
ornekler 30°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda Protein A/G-Agaroz
Beadslere bagh proteinler santrifikasyon ile ¢oktliiriilerek lizis tamponu ile i¢ kez
yikandiktan sonra final peletin {izerine 50 pl B-Merkaptoetanol iceren 2X SDS-
yikleme tamponu konuldu ve kaynayan suda 5 dakida tutulduktan sonra 6rnek
vortekslendi. Santrifiij edildi ve stipernatantin 50 pul’si %10’luk SDS-PAGE jelde
elektroforeze tabi tutuldu. Proteinlerin gece boyu PVDF membrana transferinin
ardindan membran sadece PKA tarafindan fosforile edilen proteinleri taniyan “anti-
fosfo PKA substrat antikoru” (Cell Signalling #9624S) ile isaretlendi ve film

banyosunda goriintiisii alind1.

3.18. Site-Directed Mutagenesis Yontemi (Bolge-Spesifik Mutasyon Yonte mi)
Insan yabanil tip E2F1 ekspresyon vektdrii {izerinde olusturulmak istenilen Alanin
(T130A, S235A, S364A) ve Glutamik asit (TI30E, S235E, S364E) mutantlar1 i¢in
https://www.genomics.agilent.com internet sitesi araciligryla ilgili bolgelere 6 zgii
mutagenez primer ¢iftleri dizayn edildi. Bu mutagenez primerlerinin dizileri
asagidaki gibidir:

Alanin Mutanti Primerleri:

T130A ileri 5'-agaagtcacgctatgaggectcactgaatctgacc-3' (35 mer; Tm:65)
T130A Geri 5'-ggtcagattcagtgaggcctcatagegtgacttct-3' (35 mer; Tm:65)

S235A dleri  5'-ctgcgectgetcgecgaggacactg-3' (25 mer; Tm:69)
S235A Geri 5'-cagtgtcctcggcgagecaggegeag-3' (25 mer; Tm:69)
S364A ileri  5'-tcccggatgggegecctgegggetee-3' (26 mer; Tm:76)
S364A Geri 5'-ggagcccgcagggcegeccatccggga-3' (26 mer; Tm:76)
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Glutamik Asit Mutanti Primerleri:

T130F ileri

T130E Geri

S235E ileri

S235E Geri

S364E ileri

S364E Geri

Uygulama

5'-gggagaagtcacgctatgaggagtcactgaatctgaccaccaa-3'

(43 mer; Tm:68)
5'-ttggtggtcagattcagtgactcctcatagegtgacttctcee-3'

(43 mer; Tm:68)

5'-cagctgecgectgetcgaggaggacactgacage-3' (33 mer; Tm:71)
5'-gctgtcagtgtcctcctcgagecaggegeagetg-3' (33 mer; Tm:71)

5'-gtcccggatgggegagetgegggcteccg-3' (29 mer; Tm:75)
5'-cgggagcccgeagetcgeccatccgggac-3' (29 mer; Tm:75)

E2F1’in mutant formlarimi olusturmak amaciyla yukarida belirtilen primer ¢iftleri

ile HotStart DNA Polimeraz (Qiagen Cat.202602) enzimi kullanilarak PZR

reaksiyonu gergeklestirildi.

Reaksiyon kosullar::

1X Reaksiyon Tamponu,

0,5 uM final konsatrasyonunda ileri ve geriprimerler

1 pmol dNTP

2,5 tinite PFU DNA Polimeraz

50 ng kalip plazmid

Steril H,0.

Reaksiyon 50 plde kuruldu. Reaksiyon kosullari; én denatiirasyon 95°C’de 5
dakika, 30 dongii olmak iizere 95°C’de 1 dakika, 67°C’de 1 dk, 68°C’de 15 dk, son

uzama i¢in 72°C’de 15 dk ve daha sonrasinda 4°C’de o« olarak belirlendi.

Bu reaksiyon kosulu temel almarak E2F1’in yukarida belirtilen bolgelerine yonelik

olarak tekli ve kombinasyonel mutantlarmni iceren memeli ekspresyon vektorleri

olusturuldu.
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3.19. Plazmidlerin Dpn-I Enzimi ile Kesilmesi

Mutagenesis i¢in mutant primerler E2F1 ekspresyon vektori ile PZR
amplifikasyonuna tabi tutulmus ve reaksiyon iiriinleri mutant plazmitleri se¢mek
icin Dpn-l enzimi ile kesilmistir. Kullandigimiz vektor plazmit GATC dizilerinden
G metile vaziyettedir. Bu metillenmis dizilere spesifik kesim yapan Dpn-1 enzimi
(Roche 10 742 988 001) metillenmis yabanil tip vektorii parcalarken in vitro

cogaltilan mutant plazmitleri kesmez.

Dpn-1 Enzim Kesimi Reaksiyon Kosullar::

1x Reaksiyon tamponu,

20 pul SDM firiinii plazmid

1 ul Dpn-1 enzimi

Steril H20

Reaksiyon 50 pl’de kurulmus ve 37 °C’de gece boyu inkiibasyona birakildi.

3.20. Dpn-I Kesimi Uriinlerinden Mutant Plazmidle rin Se¢imi

Dpn-1 enzim kesiminden kurtulan mutant vektérler DH5a’ya transforme edilerek
50 mg/ml konsantrasyondaki Amfisilinli agar petrilerine ekim yapildi Petriler
geceboyu 37°C’de inkibe edildi. Ertesi giin olusan koloniler sec¢ildi ve her biri
geceboyu amfisilinli LB sivi besiyeri ortammda 37°C’de ¢alkalamah etiivde

cogaltilarak plazmid izolasyonlar1 gergeklestirildi.

3.21. E2F1 Geninin Mutasyon Yaratilan Bolgelerine Yonelik PZR
Reaksiyonu
Beklenen mutasyonlar1 tanimlamak ve dogrulamak i¢in ilgili bdlgelerin dizi

analizini Sanger yontemi ile yapip mutant vektorlerimizi se¢tik.

3.22. PZR Uriinlerinin Temizlenmesi
PZR veya enzim kesimi sonras1 tiip icerisindeki iiriin dis1 reaksiyon bilesenlerinin
uzaklastirilmasimi saglayan piirifikasyon basamagi Invitrogen PZR Piirifikasyon

Kiti (250°1ik K3100-01) kullanilarak uygulandi.
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Uygulama

1. PZR iirtiniiniin iizerine 100 ul B3 tamponu eklendi.

2. Pipet ile biraz karistirildiktan sonra filtreli tiiplere aktarild.

3. 10.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi.

4. Filtreli tlpln alt1 bosaltilmadan iizerine 325 pl Yikama Tamponu
eklendi.

10.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi.

Filtreli tiipiin altinda biriken dokelti bosaltild1.

14.000 rpm’de 2 dk. kuru santrifiij yapildi.

Sonra filtreli tlip 1,5 ml’ lik ependorf tiiplerine alind:.

S 2

Uzerine 30 uleliisyon tamponu eklendi.

10. Oda sicakliginda 1 dk bekletildi.
11. 14.000 rpm’de 2 dk. santrifiij edildi ve filtreli tiip atild1.

3.23. DNADizi Analizi
Dizi analizi reaksiyonlar1 PZR System 9700 (Gene Amp ®) marka Thermal Cycler

kullanilarak asagidaki programa gore yapildi

3.23.1. Dizileme Reaksiyonu

5X Tampon, Big Dye Terminator v3.1 (Cycle Sequencing Kit-Applied
Biosystems), geriprimer (3,2 pmol), kalip DNA ve H,0 konularak final hacmi 10u1
olacak sekilde hazirlandi

3.23.2. Dizileme PZR Program

On denatiirasyon 96°C’de 1 dk; denatiirasyon, 96°C’de 10 saniye; birlesme,
50°C’de 5 saniye, uzama, 60°C’de 4 dakika ve 25 dongii olacak sekilde ayarland:.
Piirifikasyon islemine kadar tiipler +4°C’de bekletildi.
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3.24. Dizi Analizi Yapilacak Amplikonlarnin Temizlenmesi

Dizileme reaksiyonu sonrasi tiip icerisindeki iriin dis1 reaksiyon bilesenlerinin

uzaklagtirilmasmi saglayan pirifikasyon basamag Etanol- Sodyum Asetat

coktiirmesi yontemiyle gerceklestirildi.

Uygulama

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Hazirlanan yeni 1.5 ml’lik ependorf tiiplere 2ul 3.2M sodyum asetat
(pH4.6) konuldu.

Uzerine 30u1 %99 soguk etanol ilave edildi.

Bu karigimin {izerine amplifikasyon iriiniiniin tamami eklendi ve
vortekste karistirild

20 dakika buz lizerinde bekletildi.

Stire sonunda oda sicakliginda 14000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.
Pipetle dokelti alinarak atild1.

Cokelti lizerine 250ul %70 etanol ilave edildi.

Oda sicaklhiginda 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Tekrar dokelti
pipetle alinarak atild1.

Tiiplerin 10-15 dakika karanlikta kurumas1 beklendi.

Tiipler kuruduktan sonra iizerine 25ul formamid ilave edildi. Tipler
hafifce vurularak karistirild1

Formamid eklenmis olan dizileme reaksiyonu iiriinleri tiip (Applied
Biosystems) icerisine alind1.

Tiipiin agz1 septa (Applied Biosystems) ile kapatildiktan sonra 95 °C’de
5 dk. denatiire edildi.

Buzda 2 dk. bekletildikten sonra ABI Prism dizi analizi cihazina 6nekler
yiuklendi. Daha sonra kapiller (Applied Biosystems), POP-6 polimer
(Applied Biosystems), EDTA iceren Buffer (10x) (Applied Biosystems)
ile dizi analizi cihazinda (ABI 310 Prism) 36 dk. yiiritiildii.

Omekler yiritiildikkten sonra, ABI sequence analysis v3.1 yazihm
programinda degerlendirildi.

Sonuglar NCBI araciligiyla E2F1 ¢cDNA dizisi referans alinarak diziler

okundu ve mutasyonlar dogruland:.
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3.25. MTT Canlilik/Proliferasyon Testi

Kullanilan Soliisyonlar:

MTT (5 mg/ml): (Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide
(MTT, AppliChem, A2231), belirtilen konsantrasyonda taze olarak PBS icerisinde
cozdiiriildii ve steril kabinde 0,22 pum filtreden geg¢irilerek karanhkta muhafaza
edildi.

3.25.1 Hiicrelerin Ekimi ve FBS ile Muamelesi

Kontrol, yabanil tip ve mutant E2F1 eksprese eden hiicreler, hiicre sayimi i¢in
tripsinize edildi. Her hiicre grubu, Thoma laminda sayilarak 3000 hiicre/kuyu/100
ul besiyeri olacak sekilde 6 tekrar ve 2 sira halinde 96 kuyulu kiiltiir kabma ekimi
gerceklestirildi. Hiicreler %10 FBS iceren DMEM besi ortamu igerisinde 37°C
sicaklik ve %5 CO2’ li kiiltiir ortamina alind1 ve gece boyu inkiibe edildi. Ertesi
giin FBS iceren DMEM uzaklastirildi ve serum igermeyen besiyeri eklenerek 24
saat boyunca inkiibasyon gergeklestirildi. 24.cii saat sonunda serumsuz besiyeri
uzaklastirildi ve kuyulara %210 serumlu besiyeri eklendi. 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyondan sonra MTT protokolii uygulanarak spektrofotometrik dlgiimleri ve

istatistiksel analizleri gergeklestirildi.

3.25.2. Hiicrelerin MTT ile Muamelesi, Olciimii ve Istatistiksel Analiz

96 kuyulu kiltir kabindaki hiicrelere, 100 pl besiyeri varhigimda 25 pl MTT
soliisyonu (5 mg/ml) eklendi ve 3 saat 37°C’ de tutuldu. Siire sonunda besiyeri
uzaklastirildi ve 100 ul DMSO (Sigma) eklendi, 15 dakika ¢alkalandiktan sonra test
540 nm, referans 690 nm dalga boylarinda spektrofotometrik 6l¢tim yapildi. Elde
edilen verilerin analizleri Prism GraphPad programlar1 kullanilarak degerlendirildi.

Sonuglar normalize edilerek ve + standart hata degerleri belirlenerek gosterildi.

3.26. immiinfloresan Sitokimya Yontemi

Hiicre kiiltiirasyonu i¢in 6 kuyucuklu kiiltir kaplar1 kullanildi. 6 kuyucuklu
petrilere lamel yerlestirildi (Menzel-Glaser 20x20mm). Sterilligin saglanmasi1 i¢in
gece boyu UV 51k altinda bekletildi. Hiicre saymu i¢in hiicreler tripsinize edildi ve

Thoma lamu kullanilarak hiicre sayis1 belirlendi. Kuyu basma bir milyon hiicre
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ekildi. Kontrol, yabanil tip ve mutant E2F1 eksprese eden HEK293 hiicreleri, %10
FBS iceren DMEM besi ortamu igerisinde 37°C sicaklik ve %5 CO2’ li kiiltiir
ortamma almdi1 ve gece boyu inkiibe edildi. Ertesi giin FBS igeren DMEM
uzaklastirildi ve serum igermeyen besiyeri eklenerek hiicreler 24 saat boyunca
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler %10 FBS iceren DMEM besiyeri ile
muamele edildi 24. saat sonunda hiicrelerin immiinositokimya boyamasi

gerceklestirildi.

Kullanilan Soliisyonlar:

Bloklama Soliisyonu: Lab Vision ™ Ultra V Block (Cat. TA-125-UB)

Kapatma Soliisyonu: VectaShield® Mounting Medium For Fluorescence With
DAPI (Vector Cat. H-1200)

Metanol: Absolut Metanol (Merck)

Uygulama

1. 6 kuyulu ve tabaninda lamel bulunan hiicrelerin lizerindeki besiyeri
cekilerek uzaklastirildi

2. Uzerine 1,5 ml soguk metanol (Merck) eklenerek -20°C’ de 20 dakika
fiksasyon yapildi.

3. Siire sonunda metanol ¢ekilerek uzaklastirildi ve 3 kere 5’er dakika PBS
ile yikand1

4. Lameller, kuyulardan alinarak hiicreleri bulunduran yiizey tiste gelecek
sekilde lamlarin {izerine konuldu.

5. Lamellerin etrafi PAP-Pen (Sigma-Aldrich Z377821-1EA) ile ¢izildi.

6. Bloklama i¢in lamellerin iizerine 100 pl bloklama soliisyonu eklendi ve
oda sicakliginda 10 dakika tutuldu.

7. Sire sonunda bloklama soliisyonu uzaklastirildi ve 100 pl primer
antikor soliisyonu eklenerek iki saat inkiibe edildi. Primer antikor
soliisyonu, anti-Ki67 (BD, 556003), antikor sulandrma soliisyonu
(Abcam) igerisinde 1:100 oraninda sulandirilmasi ile hazirland1.

8. Inkilbasyondan sonra antikor soliisyonu uzaklastirildi ve 3 kere 5’er

dakika PBS ile yikama yapild1.
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9. Bu islemden sonra lameller karanlik bir ortama alindi ve islemler
karanlikta yapild1.

10. 100 pl sekonder antikor soliisyonu eklenerek oda sicakliginda 1 saat
tutuldu. Sekonder antikor soliisyonu, anti-mouse Alexa Fluor 594
(Jackson ImmunoResearch) antikorunun 1:200 oraninda PBS i¢inde
sulandirilmasi ile hazirland:.

11. Siire sonunda sekonder antikor soliisyonu uzaklastirildi ve hiicreler 3
kere 5° er dakika PBS ile yikand1

12. Lameller icerisinde DAPI bulunan kapatma soliisyonu ile lam iizerine
kapatildi.

13. Isaretlenmeler Olympus marka BX61 model floresan mikroskobi

aracihigtyla goriintiilendi.

3.27. Gercek Zamanh PZR Hazirlig1 ve PZR Yontemi
Hedef biyomolekiillerin sadece protein diizeyinde degil mRNA diizeyinde de
degisimlerini tanimlamak i¢in Gergek Zamanli (Real-Time) PZR gerceklestirildi.

3.27.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu i¢in High Pure RN A Isolation Kit (Qiagen cat. 11 828 665
001) kullanildi. Kiiltire edilen hiicrelerin besiyeri uzaklastirildi 1X PBS ile
yikandiktan sonra hiicreler 200 pl PBS icerisinde petriden kaldirildi. Bu islemden

sonra kitin 6nerdigi protokol uyguland:.

Uygulama:

1. PBS ile kaldirillan ve tipe alman hiicrelerin {izerine 400 pl
Lizis/Baglama Tamponu eklendi.

2. 15 saniye vortex yardimiyla karigtirildi.

3. Bu siispansiyon daha sonra filtreli kolona aktarild1 ve 8,000xg’ de 15
saniye santrifiikasyon gerceklestirildi

4. Santrifij basamagindan sonra her bir tiipiin lizerine 100 pl DNAse |

Inkiibasyon Tamponu igerisinde ¢ ziilen DNAsel eklendi.
5. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona birakild1.
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6. Inkiibasyondan sonra tiipiin iizerine 500 ul Yikama Tamponu eklendi.

7. 8,000xg’ de 15 saniye santrifiikasyon gergeklestirildi.

8. lkinci yikama islemi icin yine tiiplerin {izerine 500 plYikama Tamponu
eklendi.

9. 8,000xg’ de 15 saniye santrifiikasyon gergeklestirildi.

10. Kolonlarin tizerine 50 pl Elisyon Tamponu eklendi.

11. Oda sicakhiginda 2 dakika bekledikten sonra 8,000xg’ de 1 dakika
santrifiikasyon islemi gergeklestirildi.

12. Toplama tiipiinde biriken total RNA’lar ¢cDNA eldesi i¢in -80°C’de
sakland1.

3.27.2. cDNA Elde Edilmesi
Total RNA izolasyonundan sonra ¢DNA kiitiiphanesi olusturmak i¢in Transcriptor
High Fidelity cDN A Sentez Kiti (Roche Cat.05 081 955 001) kullanild.

Uygulama:

1. 5ul Total RNA, 2ul Random Hekzamer Primer ve 4,4ul H,O bir tiipe
konuldu.

2. 65°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

3. Tiipiin iizerine 4ul 5X Buffer, 0,5ul Protector Rnase Inhibitor, 2pul
Deoxynucleotide Mix, 1ul DTT ve 1.1ul Reverse Transcriptase eklendi.

4. 45°C’de 30 dakika inkiibasyona tabi tutuldu.

5. Ornekler -20°C’ye kaldirild1.

3.27.3. Gercek Zamanh PZR Yonte mi

Tez ¢aligymasinda incelenen genlerin ekspresyon diizeyi SYBR Green Kit (Qiagen
cat. No: 204143 ) ve LightCycler 480 (Roche) platformunda analiz edildi.
Cogaltilmak istenen hedef genlerin tespiti igin genlere 6zgii primerler kullanildi.
Reaksiyon swrasinda ¢ogalan gen firlinlerinin saptanabilmesi icin SYBR Green
floresan molekiil kullanildi.. Goreceli gen ifadesinin normalizasyonu GAPDH geni
kullanilarak gerceklestirildi. Genler icin tasarlanan spesifik primerler asagidaki

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)

Gergek zamanh PZR ydnteminde kullamilan kosullar: 95°C’de 10 dk pre-
inkibasyon, 45 dongii olacak sekilde 94°C’de 15 saniye denatiirasyon, 54°C’de

yapisma 30 saniye ve 72°C’de 30 saniye uzama.

Gen ifadelerinin hesaplanmas: ve degerlendirilmesinde 2744 metodundan
faydalanildi. PZR reaksiyonunun veriminin yiizde yiiz oldugunu varsayan bu

metoda gore ifade diizeyleri agagidaki formiille hesaplanmaktadir.

AACt= (Cthedef‘Ctref) émek — (Cthedef' Ctref) kontrol (Ct: CyC|e
treshold)

2-AAOt = [(Cthedef -Ctref) 6mek — (Cthedef -Ctref) kontrol]

{zcthedef-{ 2Etrla’r'}lﬁmlak

{zcthedeff; 2I:trla’r'}Ik.':ln1:r::|I

z-ﬂ.ﬂtt - -

Formiilden de anlasilabilecegi gibi hedef genin Ct’sinin referans genin Ct’sine

boliinmesi, ornekler arasindaki degisimlerin normalize edilmesini saglamaktadir.
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Boylece, gen ifade diizeyinden kaynaklanmayan olast Ct farkhiliklar1 elimine

edilmektedir.

PZR kosumunu takiben, hedeflenen genler disinda bir iiriiniin ¢ogalmadigindan ve
primer dimerlerinin olusmadigimdan emin olmak i¢cin ‘erime egrisi analizi’ (melting
curve analysis) gerceklestirildi. Bunun i¢in 6rnekler, 55°C’den 95 °C’ye kadar
saniyede 0,2 °C artan bir 1s1 yikkselmesine tabi tutulurlar. Bu siirecte, PZR
tirtiniiniin bilesenine bagh olarak, yaklagik 75-80 °C araliginda erime egrileri ortaya

¢ikmaktadir.

3.28. Sisplatin Sitotoksisite Testi

Sisplatin sitotoksisite testi i¢cin 293T, H1299, LNCaP ve PC3 hiicre hatlari
kullanildi.. Bu hiicre hatlar1 yabanil tip E2F1 ve E2F1 mutant plazmidler ile ters
transfeksiyon islemine tabi tutuldu. Transfeksiyon igleminden sonra hiicreler

sisplatin ile muamele edildi.

3.28.1. Ters Transfeksiyon Yontemi

Yabanil tip ve mutant E2F1 plazmidlerin konsantrasyonlar1 6l¢iildii. Final
konsantrasyonu 8 ng/ul olacak sekilde serumsuz besiyeri i¢erisinde ¢oziildii
Negatif kontrol olarak salmon spermi kullanildi. 96 kuyucuklu platelerde her bir
plazmid i¢in yatay diizlemdeki her 10 kuyuya 25 pl ilgili plazmidi iceren serumsuz

besiyeri eklendi.

Lipofektamin ® Transfeksiyon Soliisyonu (Thermo-Fisher Cat. 18324012)
serumsuz besiyerinde final konsantrasyonu 1,2 ul/ 100 ul olacak sekilde

sulandirildi. Plazmidleri daha 6nce konulan kuyulara bu solisyondan 25 pl/well
seklinde dagitild1.

Plazmid ve lipofektamin iceren plateler oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona
birakild1.
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Istenilen hiicre hatlar: tripsinize edilerek kaldirildi. Thoma lamu aracihiiyla hiicre
sayimi gerceklestirildi. %10 FBS’li besiyeri icerisinde final konsantrasyonu 100
hul olacak sekilde sulandirildi. Her bir kuyuya bu diliisyondan 100ul konuldu.

Hiicreler 24 saat 37°C sicaklik ve %5 CO;’ li kiiltir ortaminda inkiibasyona
birakild1

3.28.2. Hiicrelere Sisplatin Muamelesi
Transfekte edilen hiicrelerin her bir yatay 5 kuyusuna 2 pg/well olacak sekilde

serum fizyolojik i¢cinde ¢oziilen sisplatin verildi. Diger yatay 5 kuyu kontrol olarak
kullanild1.

3.28.3. Canhilhik Testi
Sisplatin muamelesinden sonra hiicrelerin canliigini 6lgmek icin MTT yontemi

kullanildi. MTT yontemi daha 6nce 3.25.2°de a¢iklandig1 gibi uygulandi.

3.29. Glukoz Alinim Testi
Hiicrelerin dis ortamdaki glukoz alim miktarmm tespiti i¢in glukoz almim kiti

(Cayman-Cell Based Glucose Uptake Assay Kit) kullanild.

Uygulama

1. Kontrol, yabanil tijp ve mutant E2F1 eksprese eden hiicreler, hiicre
saymmi i¢in tripsinize edildi. Her hiicre grubu, Thoma laminda sayilarak
5000 hiicre/kuyu/100 pl besiyeri olacak sekilde 3 tekrar olarak 96
kuyulu kiiltiir kabma ekimi gerceklestirildi. Hiicreler %10 FBS igeren
DMEM besi ortamu igerisinde 37°C sicaklik ve %5 CO2’ li kiiltiir
ortamina alindi ve gece boyu inkiibe edildi.

2. Ertesi giin hiicrelerdeki besiyeri uzaklastirild1 ve hiicreler 100 ul glukoz
bulunmayan besiyeri ile yikandi.

3. Her kuyuya 1/100 oraninda glukoz bulunmayan besiyerinde
sulandirilmis floresan isaretli glukoz analogu olan 2-NGBD (2-deoksi-2-
((7-nitro-2,1,3-benzoksadiazol-4-yl)-D-glukoz)  karigimdan ~ 100ul
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6.

eklendi. Bu asama ve sonraki asamalar miimkiin oldugunca karanlik
ortamda gerceklestirildi.

Hiicreler 30 dk. 37°C sicaklik ve %5 CO2’ li %95 nemli kiiltiir
ortaminda inkiibe edildi.

Stire sonunda glukoz analogu iceren besiyeri uzaklastwrildi ve hiicreler
200 plcell based buffer ile 2 kez yikand1.

Yikama sonrasinda hiicrelerin tizerine 100 ul cell based buffer eklenerek
floresan Ozellikli plate okuyucuda (Thermo Fluoroskan Ascent ™ FL
Microplate Flurometer) plate okutuldu. (eksitasyon/emisyon=485/535

nm)

3.30. Kaspaz3 Aracili Apoptoz Indiiksiyonunun Analizi

Yabanil tip ve mutant E2F1 proteinlerinin kaspaz 3 apoptotik indeksinin
berlirlenmesi i¢in Kaspaz-3/CPP32 Kolorimetrik Assay (BioVision Cat.K106-25)
kiti kullanild1.

Uygulama

1.

O N o o

Yabanil tip ve mutant E2F1 plazmidini devamh olarak bulunduran
HEK?293 hiicre klonlarindan hiicre lizati  kitin i¢inden ¢ikan lizis
tampon ile hazirland1.

150 ug protein 50ul Hiicre Lizis Tamponunun i¢inde ¢6zildi.

Omekler 96-well plate’in her kuyusuna bir 6rnek konulacak sekilde her
ornekten ti¢ tekrar hazrrlandi.

Her bir kuyuda bulunan lizatinin tizerine 10 mM DTT igeren 50ul 2X
Reaksiyon bufferi eklendi.

Her bir kuyuya 4mM DEVD-pNA substrati eklendi.

37°C’de bir buguk saat inkiibe edildi.

ELISA plate okuyucu’da 405 nm’de okutuldu.

Istatistiksel Analizleri yapildi.
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3.31. Grafikler ve Istatistiksel Analizler
Western Blot yonteminde elde edilen sonuglar image J programu ile analiz edildi.
Grafikler, GraphPad Prism programi ile olusturuldu. Istatiksel analizler yine

GraphPad Prism programi aracihigiyla yapildi.
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4. BULGULAR

Hiicre proliferasyonu siirecinde 6nemli rol oynayan E2F1’in her zaman her sartta
aktif olmayacagmni ve dolayisiyla bu proteinin post-translasyonel modifikasyonla
diizenlenmesi gerektigini dngordiik. Insan E2F1 aminoasit dizisini biyoinformatik
olarak inceledigimizde, lic adet milkkemmel derecede korunmus konsensus PKA
fosforilasyon motifi (RXXS/T veya RRXS/T) barindirdigini belirledik (Sekil 4.1).
Bu motiflere gore, potansiyel PKA fosforilasyon bolgeleri RYETi30, RLLS235 Ve
RMGS364 dizileri igerisindedir. Ancak, bu dizilerin bir proteinde bulunmas1 mutlaka
PKA tarafindan fosforile edilecegi anlamma gelmez. E2F1’in, post-translasyonel
diizenlenmesinde, PKA’nin rolii olup olmadigmi belirlemek admna, bir dizi
biyokimyasal ve genetik ¢caligmalar yaptik. Bu baglamda ilk olarak insan E2F1
geninin 0karyotik ekspresyon vektoriinii olusturduk ve fosforilasyonunu gosterdik.
Ardindan bu bdlgeye spesifik olusturulan mutasyonlarm E2F1’in fonksiyonuna
olan etkilerini test ettik.

MALAGAPAGGPCAPALEALLGAGALRLLD

SSQIVIISAAQDASAPPAPTGPAAPAAGP

CDPDLLLFATPQAPRPTPSAPRPALGRPP

VKRRLDLETDHQYLAESSGPARGRGRHPG

KGVKSPGEKSRYET,,,SLNLTTKRFLELLS
HSADGVVDLNWAAEVLKVQKRRIYDITNV
LEGIQLIAKKSKNHIQWLGSHTTVGVGGR
LEGLTQDLRQLQESEQQLDHLMNICTTQL

RLLS...EDTDSQRLAYVTCQDLRSIADPAE
OMVMVIKAPPETQLQAVDSSENFQISLKS

KQGPIDVFLCPEETVGGISPGKTPSQEVT

SEEENRATDSATIVSPPPSSPPSSLTTDP

SQOSLLSLEQEPLLSRMGS...LRAPVDEDRL
SPLVAADSLLEHVREDFSGLLPEEFISLS

PPHEALDYHFGLEEGEGIRDLFDCDFGDL

TPLDF

Sekil 4.1. E2F1 aminoasit dizisinde bulunan muhtemel PKA fosforilasyon boélgeleri
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4.1.  Cesitli insan Kanser Hiicre Hatlarinda Endojen E2F1 Ekspresyonunun
Gosterilmesi

Proje ¢alismamizda ilk olarak elimizde mevcut bulunan hiicre hatlarnin endojen
E2F1 ekspresyonlarna Western Blot yontemiyle baktik. Sekil 4.2°de gorildiigi
gibi farkli hiicre hatlarinda farkli E2F1 ekspresyonlar1 goriilmektedir. En yiiksek
E2F1 ekspresyonunu metastatik meme kanseri hiicre hatti olan MDA-MB231
hiicrelerinde gordikk. Bu durum, E2F1’in bu hiicre hattmin proliferasyon hiz1 ve
metastatik kapasitesi ile iliskili oldugunu diistindiirmektedir.
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Sekil 4.2. Western Blot yontemi ile hiicre hatlarinda E2F1 ekspresyon seviyelerinin
gosterilmesi. Blotlar, E2F1 ve GAPDH antikorlan ile isaretlenip, E2F1 ekspresyon
seviyelerinin belirlenmesi i¢cin her bir dmegin E2F1 bant intensitesi, aynt blot
iizerindeki GAPDH bant intensitesine oranlandi. Bant intensitelerinin belirlenmesinde
Imagel, grafik olusturulmasmda GraphPad Prism yazilimlarindan faydalanildi (I1B:
Immiinoblot)

4.2.  Insan E2F1 Ekspresyon Vektoriiniin Olusturulmasi

Alt1 farkh insan hiicre hattinda yaptigimiz Western Blot analizi ile en yiiksek E2F1
ekspresyonunun MDA-MB231 hiicre hattinda oldugunu gozledigimizden insan
E2F1 ekspresyon vektoriiniin olusturulmasi i¢in mRNA kaynagi olarak bu hiicre
hattindan faydalandik. Bunun i¢in dncelikle MDA-MB231 hiicre hattindan cDNA
kiitiiphanesi elde ettik, ardindan E2F1 ¢cDNA’sin1 ¢ogaltipp pcDNA3.1B plazmid
iskeleti i¢erisine klonladik.
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4.2.1. MDA-MB 231 Hiicrelerinden RNA Eldesi
cDNA kiitiiphanesi olusturmak amaciyla kullanilacak total RNA, MDA-MB 231
hiicre hattindan izole edilip RNA Ornekleri agaroz jelde yiiriitiildii. Sekil 4.3°de,

RNA agaroz jel goriintiisii verilmistir.

Sekil 4.3. RNA izolasyonu sonrasi elde edilen RNA’larin gériintilenmesi. MDA-MB 231
hiicrelerinden elde edilen total RNA’nmn %1,5 agaroz jelde gosterilmesi. Agaroz jel
goriintiisii lizerinde, 18S ve 28S RNA bantlar1 isaretlen mistir.

4.2.2. MDA-MB 231 Hiicrelerinden cDNA Elde Edilmesi
MDA-MB-231 hiicre hattindan elde edilen RNA kullanilarak, cDN A kiitliphanesi
elde edildi ve reaksiyon iiriinii %1 agarozjelde yiiriitildii. (Sekil4.4)
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Marker MDA-MB

1 500 bp
1 000 bp

500 bp

400 bp

300 bp

200 bp

Sekil 4.4. MDA-MB 231 hiicrelerinden elde edilen cDNA Kkiitiiphanesinin % 1 agaroz jelde
gosterilmesi. Agaroz jel iizerinde fragment uzunluklarmi gdsteren marker
isaretlen migtir.

4.2.3. ¢cDNA Kiitiiphanesi Kullamlarak E2F1 cDNA’simin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile Amplifiye Edilmesi

MDA-MB-231 cDNA kiitiiphanesi kullanilarak, yontemler boliimiinde belirtilen

primerlerle E2F1 ¢cDNA’s1, 5 farkli polimeraz zincir reaksiyon kosulunda amplifiye

edildi Sekil 4.5°de, elde edilen PZR firiinlerinin %1 agaroz jelde yliriitiilme sonucu

verilmistir. Buna gore, denedigimiz bes farkli kosulun dordiinde, olmas1 gerektigi

gibi 1334 nikleotid uzunlugundaki E2F1 ¢cDNA’s1n1 ¢ogaltabildik.
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Marker

1.Kosul
2.Kosul
3.Kosul
4.Kosul
5.Kosul

°
S
o
c
O
X
<

1 000 bp -

500 bp -

400 bp
300 by

200 bp

Sekil 45. PZR yontemi ile E2F1 ¢cDNA amplifikasyonunun % 1 agaroz jelde gosterilmesi.
PZR kosulunun optimizasyonu igin, 5 farkli PZR sart1 denendi. (-) kontrol, primerlerin
bulundugu fakat cDNA kiitiiphanesinden kalip DNA eklenmemis 6rnek.

4.2.4. PZR ile Amplifiye Edilen E2F1 Geninin DNA Dizi Analizi ile
Dogrulanmasi
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile amplifiye edilen E2F1 geninin DNA dizi analizi

ile dogrulamasi yapildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. E2F1 cDNA’simin DNA dizi analizi ile dogrulanmasi

68



4.25. pcDNA3.1(B) Ekspresyon Vektorii ve Coklu Klonlama Bolgesi

4.2.5.1. Stok pcDNA3.1(B) plazmidinin kontrol edilmesi

Elimizde mevcut olan icerisine insan E2F1 genini klonlamayr planladigimiz

pcDNA3.1(B) plazmidinin intakthg1 kontrol edildi. Stokta bulunan plazmid %1’ lik

agaroz jelde yiiriitillerek yiiriime paterni incelendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7.

1. Stok
2. Stok

500 bp

400 bp

300 bp |

200 bp |

Mevcut stok pcDNA3.1(B) plazmidlerin %1 agaroz jelde gosterilmesi. pcDNA
plazmidinin agaroz jelde yiiriitiillmesi sonucunda, yapisal bitinligini korudugunu
gosterir sekilde bant goriiniimleri elde edilmistir.
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4.2.5.2.pcDNA3.1(B) Ekspresyon Vektoriiniin ve Coklu Kesim Boélgesinin

Haritasi

Epitope

«©
TG | 6xHis | v~ | EK Site X
=<

=

Comments for pcDNAS.l/His© A
5514 nucleotides

CMV promoter: bases 209-863

*There is a stop codon

T7 promoter/priming site: bases 863-882 following the Xba I
ATG initiation codon: bases 920-922 site in version A.

Polyhistidine region: bases 932-949

Xpress™ epitope: bases 989-1012

Enterokinase recognition site: bases 998-1012
Multiple cloning site: bases 1012-1085

BGH reverse priming site: bases 1105-1122

BGH polyadenylation signal: bases 1104-1318

f1 origin: bases 1381-1794

SV40 early promoter and origin: bases 1859-2183
Neomycin resistance gene: bases 2219-3013

SV40 polyadenylation signal: bases 3029-3268

pUC origin: bases 3700-4373 (Complementary strand)
Ampicillin resistance gene: bases 4518-5379 (Complementary strand)

T7 promoter priming site

[
CACTGCTTAC TGGCTTATCG AAATTAATAC GACTCACTAT

1
AGGGAGACCC AAGCTGGCTA

839
Hind 111 Polyhistidine (6xHis) region
| T 1
899 GCGTTTAAAC TTAAGCTTAC C ATG GGG GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT
Met Gly Gly Ser His His His His His His
—_—
950 GGT ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CTG TAC
Gly Met Ala Ser Met Thr Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg Asp Leu Tyr
Xpress™ Epitope Asp7181 Kpnl Bsu361 BamH 1 BstX 1* EcoR 1
) — ) —d —— | |
998 GAC GAT GAC GAT AAG GTA CCT_AAG GAT CCA GTG TGG TGG AAT TCT GCA
IAsp Asp Asp Asp Lys ,Val Pro Lys Asp Pro Val Trp Trp Asn Ser Ala
Enterokinase recognition sequence = LK cleavage site
EcoR V Bst * Nolt I Xhlo I Xbal Apal
1046 GAT ATC CAG CAC AGT GGC GGC CGC TCG AGT CTA GAG GGC CCG TTT AAA
Asp Ile Gln His Ser Gly Gly Arg Ser Ser Leu Glu Gly Pro Phe Lys
BGH reverse priming site
r ]
1094 CCC GCT GAT CAG CCT CGA CTG TGC CTT CTA GTT GCC AGC CAT CTG TTG
Pro Ala Asp Gln Pro Arg Leu Cys Leu Leu Val Ala Ser His Leu Leu
1142 TTT GCC CCT CCC CCG TGC CTT CCT TGA CCCTGGAAGG TGCCACTCCC
Phe Ala Pro Pro Pro Cys Leu Pro **x*
BGH poly (A) site
1189 ACTGTCCTTT CCTAATAAAA TGAGGAAATT
Sekil 4.8. Ekspresyon vektoriiniin ve icerdigi coklu kesim bolgesinin haritasi . pcDNA3.1B

plazmidinin haritas1 ve enzim kesim bdlgeleri Thermo
alimmustir. https://www.thermofisher.com/order/catalog/p

Fisher kullanma kilavuzundan
roduct/V38520
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4.2.6. pcDNA3.1(B) Ekspresyon Vektoriinin Klonlama Islemi 1I¢in
Hazrlanmasi

%]1’lik agaroz jelde yiriitiiliip biitiinligini korudugundan emin olunan ve

E.Coli’nin DH5a susuna transforme edilip ¢ogaltilan pcDNA3.1(B) plazmidi

konvansiyonel plazmid izolasyon yontemi ile elde edildi, EcoRI enzimi ile kesildi

(Sekil 4.9) ve CIAP (Calf Intestin Alkalen Fosfataz) ile plazmid uglarindaki

fosfatlar uzaklastirildiktan sonra ligasyon i¢in hazir hale getirildi.

pcDNA3.1(B)
EcoRI Kesimi

Marker

3 000 bp—
2000 bp—
1 500 bp—

1 000 bp —

500 bp

400 bp

300 bp

200 bp

Sekil 4.9. E.coli DHa5 susunda ¢ogaltilip izole edilen pcDNA3.1(B) plazmidinin EcoRI ile
kesilmis formunun % 1 agaroz jelde gosterilmesi. Enzim kesimine ugratilmis plazmid
lineer hale geldigi i¢in, tek bant gériiniimii elde edilmistir.

4.2.7. Klonlanmis pcDNA3.1(B) Vektorlerinin Bakteriye Aktarimi ve
Cogaltilmasi
Vektor ve E2F1 ¢cDNA’smin EcoRI kesim iiriinleri T4 DNA Ligaz ile ligasyona

tabii tutuldu. Ligasyon sonrasi olusan plazmidler E.coli DHaS susuna aktarildi.
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Cogaltilan plazmidler konvansiyonel izolasyonla elde edilip %1 agaroz jelde

goriintiilendi (Sekil 4.10).

Ligasyon sonrasi bakteriyel transformasyon yontemi
Marker ile gogaltilan klonlanmig vektorler

Marker

3 000 bp

1 000 bp
500 bp

Sekil 4.10. Ligasyon sonras1 E2F1 cDNA insertiinii iceren vektorlerin % 1 agaroz jelde
goriintillenmesi. E2F1 cDNA’s1 ve pcDNA3.1B vector iskeletinin ligasyon
reaksiyonunun %1 agaroz jelde gdsterilmesi sonucunda biitiinligiinii korumus (intakt)
plasmid yapilarmm agaroz jel goriintiisii

4.2.8. Klonlanmis pcDNA3.1(B) Vektorlerinin Belirlenmesi

Ligasyon sonrasi bakteriyel transformasyon araciligiyla cogaltilmis plazmidler
EcoRI ile kesildiginde E2F1 ¢cDNA’s1 ile uyumlu (1334bg¢ uzunlukta) bantlar %1
agaroz jelde belirlendi (Sekil 4.11).
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insert (-)

insert (+)
Marker

— S ) et ) ) St ‘wninn! i

2000 bp
1 500 bp

—1000 bp

—500 bp

CLL L L LS

Sekil 4.11. Ligasyon sonras1 EcoRI enzim kesimi ile kontrolii. Ligasyon {iriinii ile transforme
edilmis bakterilerden izole edilen plazmidler, EcoR1 enzimi ile kesime tabi tutulup,
kesim iiriinleri agaroz jelde yiiriitiildii. Insert(+), 1334b¢ uzunlugundaki E2F1 bandmnm
g6zlendigi; insert(-) 1334b¢ uzunlugundaki bandin gézlenmedigi 6 mekler.

4.2.9. E2F1 ¢cDNA’s1 Klonlanmus pcDNA3.1(B) Vektoriinde insert Yoniiniin
Belirlenmesi
E2F1 c¢DNA’s1 EcoRI fragmenti olarak klonlandig1 igin teorik olarak bu
reaksiyondan hem anlaml (sense) hem de anlamsiz (anti-sense) yonde klonlama
miimkiindiir. Bu ithtimal g6z 6niine alindiginda klonlamanm yoniinii belirlemek i¢cin
Xhol enzimi kullanildi Ciinki, plasmidin 1221. ve E2F1 cDNA’sinin 1243.
pozisyonunda Xhol kesim bdlgesi vardir. Anlamsiz oriyentasyonda ligasyon yapan
insert bu kesimden 1305 baz ¢ifti uzunlugunda bant olusturmaktadir. Bu is i¢in
EcoRI kesimi ile insert varhgmi gosterdigimiz insert iceren Ornekler Xhol ile

kesildi. Kesim 6rnekleri % 2 agaroz jelde yiiriitiiliip goriintiilendi (Sekil 4.12).
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Degredasyonu
Anti-sense insert
Sense insert
Degredasyonu
Sense insert

5 E
£ N
T 8
= o

Plazmid

Sekil 4.12. pcDNA3.1(B) vektoriine klonlanan insan E2F1 c¢cDNA’simn  dogru
oryantasyonunun belirlenmesi. pcDNA3.1(B) vektoriine klonlanan insan E2F1
cDNA’sm1 anlamli (sense) ve anlamsiz (anti-sense) oriyentasyonda bulunduran
plazmidlerin Xhol ile kesiminden elde edilen fragmentlerin %2 agaroz jeldeki
goruntiisi

4.3. Insan E2F1 Ekspresyon Vektoriinden Protein Ekspresyonunun
Gosterilmesi

Insan E2F1 ¢cDNA’smin pcDNA3.1(B) vektdriine klonlanmasinm ardindan anlamh
(sense) vektorden protein ekspresyonunun olup olmadiginin gdsterilmesi gereklidir.
Bunun i¢in konvansiyonel plazmid izolasyonu ile ekspresyon vektorii yiiksek
konsantrasyonda elde edildi. Elde edilen plazmidler HEK293 hiicrelerine transfek te
edildi ve 72 saat sonra vektor bulunduran ve bulundurmayan hiicrelerden lizat
toplanarak western blot analizi yapildi. Sekil 4.13°de gorildiigi gibi klonlanan
vektorler basarili bir sekilde E2F1 protein ekspresyonu saglamaktadir.
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Sekil 4.13. HEK293 hiicrelerinde insan E2F1 ekzojen ekspresyonunun Western Blot
yontemiyle gosterilmesi. Ust panel E2F 1, alt panel GAPDH isaretlemesi. E2F1 bant
intensitesi, ayni blot {izerindeki GAPDH bant intensitesine oranlandi. Bant
intensitelerinin  belirlenmesinde ImageJ, grafik olusturulmasinda GraphPad Prism

yazilimlarindan faydalanild1.

4.4. insan E2F1 Yiiksek Ekspresyonu Gosteren HEK293 Hiicre Hatlarimn
Olusturulmasi ve Sec¢ilmesi

Yarattigimiz yabanil tip E2F1 ekspresyon vektoriinden esit seviyede ekspresyon

gosteren kolonileri saptamak i¢in tek koloni se¢imi gergeklestirildi. Tek hiicreden

koloni olusturan hiicreler petriye alind1. Tek hiicreden kdken alan ve yeterli sayiya

gelen hiicreler pasajlandi ve ikinci petrinin ertesi giin lizat1 alindi. Farklh

hiicrelerden koken alan hatlarda E2F1 ekspresyon seviyesi Western Blot yontemi

ile gosterildi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Tek koloniden olusan HEK293-E2F1 hiicre hatlarindaki E2F1 ekzojen
ekspresyonunun Western Blot yontemiyle gosterilmesi. E2F1 ekspresyon seviyeleri,

ayni1 blot iizerindeki GAPDH ekspresyon seviyelerine oranlanmustir. (IB:Immunoblot,
K.Koloni)

4.5. Yiksek E2F1 ekspresyonu gosteren HEK293 (K6) Hiicrelerde
Forskolin Muamelesi ile Zamana Baghh E2F1 Protein Diizeyinin
Belirlenmesi

Forskolin, Hint Kolyoz bitkisinden izole edilen bir diterpenoid olup, hiicre ici
cAMP miktarmi arttirarak PKA aktivite artisma neden olmaktadir (Alasbahi ve
Melzig 2012). PKA aktivitesinin, E2F1 ile stabil transfeksiyona ugratilmis HEK293
hiicrelerinde E2F1 ekspresyon seviyesine olan etkilerini belirlemek i¢in, hiicreler
farkli siireler boyunca Forskolin ile muamele edilip E2F1 ekspresyon seviyesi
western blot ile incelendi. Bunun igin, Oncelikle kiltir kabmi %70 oranindan
kaplayan transfekte HEK293 hiicreleri, hiicre sinyalizasyonunu minimum diizeye
cekmek amaciyla serum bulunmayan ortamda 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra hiicreler literatiirde belirtilen 10 uM final konsantrasyonunda olacak sekilde
forskolin ile muamele edildi. Hiicrelerin 0. saatte, 4., 8., 16., 24., 36. ve 48. saatte
lizatlar1 alindi. Bu ¢alismanin sonucuna gore 4. saatte E2F1 seviyesi azalmaya
baslarken, en diisiik seviyel6. Saatte goriilmektedir (Sekil 4.15). Bu sonug¢ bize,
forskolin ile aktive edilen yolagin E2F1 degredasyonuna yol agtigini
duistind iirmiis tiir.
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Sekil 4.15. HEK293+E2F1 (K6) hiicrelerinde zamana bagh forskolin muamelesinde E2F1
diizeylerinin Western Blot yontemiyle gosterilmesi. Farkh siireler boyunca forskoline
tabi tutulan hiicrelerden toplanan lizatlarda E2F1 igaretlemesi ve ayni blotlarda GAPDH
isaretlemesi yapilip, E2F1 sinyal intensiteleri GAPDH sinyallerine oranlanarak
normalizasyon saglanmustir.

4.6. PKA Inhibitérii’niin Forskolin Aracii E2F1 Degredasyonuna Olan
Etkisinin Belirlenmesi

Forskolin muamelesinin transfekte HEK293 hiicre hatlarinda E2F1 seviyesi iizerine

gosterdigi etkinin PKA araciligiyla olup olmadigmni anlamak i¢cin ayni deney PKA

Inhibitorii varhginda gerceklestirildi. Belirtilen saatlerde alman hiicre lizatlarindaki

E2F1 protein seviyeleri western blot yontemiyle gosterildi PKA inhibitSriiniin,

forskolinin neden oldugu E2F1 protein miktar1 degisiminin engellendigi gozlendi
(Sekil4.16).
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Sekil 4.16. HEK293+E2F1 (K6) hiicrelerinde zamana bagh PKA Inhibitérii varhgindaki
forskolin muamelesinin E2F1 diizeyleri iizerine etkisinin Western Blot yontemiyle
gosterilmesi. PKA inhibitérii varliginda farkh siireler boyunca forskoline tabi tutulan
hiicrelerden toplanan lizatlarda E2F1 isaretlemesi ve ayni blotlarda GAPDH
isaretlemesi yapilip, E2F1 sinyal intensiteleri GAPDH sinyallerine oranlanarak
normalizasyon saglanmstir.

L

E2F1/GAPDH

4.7. Ektopik E2F1 Ekspresyonu Yapan HEK293 Hiicrelerinde E2F1 ve
PKA’mn  Birbirine Baglanmasimn  Immiinpresipitasyon ile
Gosterilmesi

Proteinlerin fosforile olabilmeleri i¢cin birbirleri arasinda direkt bir interaksiyon
olmas1  gerekmektedir. Bu nedenle birbirine baglanan iki protein
immiinpresipitasyon ve proteinlere spesifik antikorlar kullanilarak Western Blot
aracilifiyla gosterilebilmektedir. Bu nedenle ektopik E2F1 ekspresyonu gosteren
HEK293 (K6) hiicrelerinde E2F1 antikoru araciligtyla immiinpresipitasyon
gerceklestirildi. Ornek yiiriitiilip, PVDF membrana transfer edildikten sonra PKA
antikoru ile isaretlendi. Ayni sekilde ayni hiicre lizatlarmdan PKA antikoru
araciligiyla immiinpresipitasyon gergeklestirilerek bu sefer de E2F1 antikoru ile
isaretlendi. Proteinlerin pozisyonlar1 yanlarinda yiiriitiilen lizatlarin isaretlenmesi ve
molekiiler biiyiikleri araciligryla dogrulandi. E2F1-PKA baglantis1 Sekil 4.17°de
gorlilmektedir.
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WB:E2F1

IP:PKA IP:E2F1 IP:PKA IP:E2F1

Sekil 4.17. E2F1 ve PKA’min fiziki olarak baglanmasimin immiinopresipitasyon ve Western
Blot yontemleri aracili@iyla gosterilmesi Control: Forskolin muamelesi yapilmamis,
Forskolin: bir saat Forskolin muamelesi yapilmis hiicrelerden elde edilen
immunpresipitasyon ornekleri, Lizat: Immunpresipitasyon yapilmamis hiicre lizati, IP:
Immiinopresipitasyon, WB: Western Blot

4.8. E2FI’in PKA Tarafindan Fosforile Edilmesinin Gosterilmesi

E2F1 ve PKA’nin fiziki olarak birbirine baglandigimi gosterdikten sonra PKA’nin
in vitro sartlar altinda E2F 1’1 fosforile edip etmediginin gosterilmesi gerekirdi. Bu
amagla immiinopresipitasyon yontemi ile ¢oktiiriilen E2F1 proteinleri ve ticari
olarak satm alinan PK A katalitik alt {initesi in vitro kinaz reaksiyonuna tabi tutuldu.
Fosforilasyon reaksiyonu sonrasi proteinler SDS-PAGE’de yiiriitiiliip PVDF
membrana aktarildi. Membrana aktarilan proteinler PKA’nin fosforile ettigi
substratlara spesifik olan antikor ile isaretlendi. Sekil 4.18’de goriildiigi gibi aktif
PKA enzimi yabanil tip E2F1°1 fosforile etmektedir.
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IP:E2F1 Lizat IP:E2F1 Lizat

WB:E2F1 WB:PKA Sub

Sekil 4.18. E2F1’in PKA tarafindan fosforile edilmesinin in vitro kinaz reaksiyonu ile
gosterilmesi Sol panel in vitro kinaz reaksiyonunun E2F1 isaretlemesini, sag panel
PKA siibstrat isaretlemesini gostermektedir. IP: Immiinopresipitasyon, WB: Western
Blot

49. Ektopik E2F1 Ekspresyonu Gosteren HEK293 Hiicre Hattinda
Laktasistin (Proteozom Inhibitérii) Varhginda Forskolin Muamelesinin
E2F1 Protein Seviyesi Uzerine Olan Etkisinin Belirlenmesi
Forskolin muamelesi sonras1 PKA aracili E2F1 seviyesindeki diisme, PKA
tarafindan fosforilasyonu sonras1 E2F1’1n yikildigin1 gostermektedir. Bahsedilen bu
degredasyonun proteazom araciligiyla olup olmadigini anlamak i¢in, ektopik E2F1
ekspresyonu gosteren hiicre hattinda Laktasistin (proteazom inhibitdrii) varhiginda
sekiz saat forskolin muamelesi gergeklestirildi. Sekizinci saat sonunda hiicrelerden
elde edilen lizattan E2F1 seviyeleri Western Blot yontemi ile belirlendi. Sekil
4.19°da gosterildigi gibi proteozom inhibitorii PKA fosforilasyonuna bagh

gozlenen E2F1 degredasyonunu engellemektedir.
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Sekil 4.19. Laktasistin ve Forskolin varhiginda E2F1 protein seviyesindeki degisimin western
blot yontemiyle gosterilmesi. Forskolin ve/veya Laktacyctine’e sekiz saat boyunca tabi
tutulan hiicrelerden toplanan lizatlarda E2F1 isaretlemesi ve ayni blotlarda GAPDH
isaretlemesi yapilip, E2F1 sinyal intensiteleri GAPDH sinyallerine oranlanarak
normalizasyon saglanmustir.

4.10. Ektopik E2F1 Ekspresyonu Gosteren HEK293 Hiicre Hattinda
Laktasistin (Proteazom Inhibitorii) ve Kaspaz-3 Inhibitérii Varhginda
Forskolin Muamelesinin E2F1 Protein Seviyesi Uzerine Olan Etkisinin
Belirlenmesi

Laktasistin (Proteazom Inhibitdrii) varhiginda, forskolin muamelesinin neden

oldugu E2F1 protein seviyesinde azalmanin goriilmemesi, PKA’nin proteazom

tizerinden E2F1’in ykimina neden oldugunu gdstermektedir. Diger taraftan sadece

Laktasistin varhginda E2F1 seviyesindeki diisme sasirticidir. Proteazom tarafindan

degredasyona ugrayan ve E2F1’in yikimindan da sorumlu bagka bir ara molekiil

oldugunu akillara getirmektedir. E2F1’in protein sekansma bakildiginda C’-

terminal bdlgesinde DLFD ve DFGD motiflerinin oldugu goriilmektedir. Bu

motifler kaspaz 3 i¢in kesim noktalaridr. E2F1’in kaspaz-3 tarafindan da kesilip
kesilmedigini anlamak i¢in forskolin muamelesini kaspaz 3 inhibitorii varhiginda

yaptik. Forskolin, Laktasistin ve Kaspaz 3 inhibitérii varliginda sekizinci saaat
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E2F1 protein miktarlar1 degerlendirildi. Laktasistin ve Kaspaz 3 inhibitorii
varliginda forskolin muamelesindeki PKA aracii E2F1 protein yikimmin

engellendigi belirlendi (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Laktasistin, Forskolin ve Kaspaz 3 Inhibitorii varhginda E2F1 protein
seviyesindeki de@isimin western blot yontemiyle gosterilmesi. Sekiz saat boyunca
Forskolin, Laktacyctine ve Kaspaz 3 Inhibitoriine tek tek veya kombinasyonlar ile
muamele edilen hiicrelerden toplanan lizatlarda E2F1 isaretlemesi ve ayni blotlarda
GAPDH isaretlemesi yapilip, E2F1 sinyal intensiteleri GAPDH sinyallerine oranlanarak
normalizasyon saglanmugtir.

4.11. Monoklonal E2F1 Primer Antikor Yapilmasi
Primer antikor olarak kullanilacak E2F1’e karsi olusturulan IgG yapisindaki
peptidleri tlireten hiicreleri olusturmak i¢in ilk olarak Balb/c tiirii fare ticari olarak

sentezlettigimiz peptid ile immiinizasyona tabi tutuldu. Immiinizasyon sonrasi
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olugan farenin serumunda bulunan Anti-E2F1 IgG yapilar1 western blot analizi ile
test edildi.

4.11.1 Immiinizasyon Sonras1 Olusan Anti-E2F1 IgG Yapilarmin Belirlenmesi
Immiinizasyon isleminin basinda, ortasmda ve de bitiminde Balb/c farenin
kuyrugundan kan alindi. Heparinli tiipe alman kandan santrifiigasyon islemi ile
serum elde edildi. Ticari olarak satm alinan ve immiinizasyonda kullanilan peptid,
SDS-PAGE’de yiiriitiilip PVDF membrana aktarildiktan sonra serumun 1/500

diliisyonu ile isaretlendi.

Immiinizasyon &ncesi alinan serumdan isaretleme yapildiginda herhangi bir bant
elde edilmezken; immiinizasyon siiresinin ortasinda ve de sonunda alinan serum ile
isaretlenen membranlardan sinyal alindi (Sekil 4.21). Aliman sinyal peptid
blyiikligi ile uyumluydu. Belirlenen zaman igerisinde Balb/c tiirli farenin
immiinizasyonunun basarili bir sekilde gerceklestirilmis ve fareler verilen peptide
karsiantikor olusturmustur. Antikor olusturdugu belirlenen farelerin dalag: ¢ikarild1

ve hibridoma olusturulmasinda IgG sentezleyen hiicre kaynagi olarak kullanild
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Sekil 4.21. immiinizasyon isleminin basinda, ortasinda ve sonunda alinan serum ile western
blot yontemi ile peptidin isaretlenmesi. Ticari olarak satm alman E2F1 peptidi lizis
tampon i¢inde ¢ozildii ve %12 poliakrilamid jelde yiiriitiildi ve PVDF membrana
aktarildi. Membran farenin kuyruk veninden alman serumun 1/500 diliisyonu ile
isaretlendi (A,Pre-immiinizasyon serumu ile isaretlenmis PVDF membran; B,
immiinizasyon siirecinin ortasinda alinmig serum ile igsaretlenmis PVDF membran; C,
immiinizasyon siireci sonunda alinmis serum ile isaretlenmis PVDF membran).

4.11.2 Hibridoma Sonras1 Anti-E2F1 IgG Ureten Kolonilerin Belirlenmesi

Hibridoma ile stabil ve Anti-E2F1 1gG sentezleyen hiicreler olusturuldu. Hibridoma
olusturulduktan sonra hiicrelerin siipernatant besiyerleri ile ELISA yontemiyle
E2F1’¢ kars1 olusturduklar1 antikorlar belirlendi (Sekil 4.21). Hibridomalar besi
ortamina Sentezledikleri Anti-E2F1 1gG’yi salgilayacaklardir. Besi ortamindaki
Anti-E2F1 1gG substrat olarak kullanarak ELISA yontemi gergeklestirildi. En
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yiksek sentez ve salimim gosteren koloniler belirlendi Antikor yapimina bu

koloniler iizerinden devam etmek i¢cin hiicreler 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarma

gecirildi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0948 0906 0941 0943 0656 0527 0474 0510 0741 0701 0713 0627
B 0839 1224 1310 0893 1260 0614 0635 0549 0893 0828 069 0629
C 0929 1517 1422 1059 0753 0522 0615 0531 0733 0944 0737 0.807
D 1347 1693 1511 1136 1050 0563 0852 0857 0790 0972 0921 0.767
E 0991 1010 1033 0950 0879 0618 0752 0720 0936 0944 0888 0.742
F 1.024 0858 0868 0900 0853 0731 0681 0711 0841 0894 0825 0872
G 1634 1293 1287 1372 0941 0838 1073 1072 0968 0896 0947 0.854
H 1117 1337 1258 1063 0850 0848 1139 1128 1018 0976 0815 0.840

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1729 1440 1511 1172 1189 1638 1009 0709 0911 0897 0.690 0.670
B 2038 2277 1634 1479 1873 1440 1165 0966 0765 1140 0990 0.727
C 1708 1995 1646 1328 1684 1160 1398 0875 0.679 0877 1047 1358
D 1616 1664 1492 1673 1601 1243 1654 1171 0805 1376 1171 1251
E 1180 1.070 1.169 1083 1.189 1208 1360 1194 0965 1.055 1123 1.295
F 1337 1181 1168 0953 1.127 1213 1277 0801 1077 1422 1224 1235
G 1160 1118 0980 1069 1350 1108 1243 1241 1107, 1337 1404 1270
H 0923 1015 0965 1036 1038 1050 1221 1193 0993 1470 1261 1.125

Sekil 4.22. Hibridoma sonrasi elde edilen kolonilerin salgiladiklar1 Anti-E2F1 seviyesinin
ELIS A yontemi ile belirlenmesi. ELISA kaplar1 peptid ile kaplandiktan sonra, besiyeri
ornekleri primer antikor, HRP konjiige anti-fare 1g G antikoru da sekonder antikor olarak
kullanilarak ELISA yapilmistir.
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4.11.3 Elde Edilen Anti-E2F1 IgG Yapisimn Hiicre Lizatlarinda Denenmesi

Ticari olarak sentezlenen E2F1’e kars1 baglanma gdsteren antikor yapismm hiicre
lizatlarindaki E2F1’1 taniyip bu proteinlere baglanip baglanmayacaginin
gosterilmesi bu antikorun sonraki deneylerde kullanilmasi icin Onemliydi. Bu
nedenle yiiksek E2F1 ekspresyonu gosteren HEK293 hiicrelerinden elde edilen lizat
%10’ Iuk poliakrilamid jelde yiiriitiildii ve PVDF membrana aktarildi. Bu membran
tizerinde, ELISA’da pozitif sonu¢ vermis olan besi ortamlar1 antikor olarak

kullanilarak isaretleme yapildi.

WB : Anti-E2F1 IgG

Sekil 4.23. Hibridoma sonras1 elde edilen Anti-E2F1 IgG’nin Western Blot yontemi ile test
edilmesi.Hibridoma sonrasi elde edilen kolonilerin salgiladiklar1 Anti-E2F1 seviyesinin
yiksek E2F1 ekspresyonu gosteren hiicre lizatlarmda western blot yontemi ile
denenmesi
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4.12. Insan E2F1 Proteininin Site-Directed Mutagenez (SDM) Yontemi ile
Mutantlarmin Yapilmasi
Elde ettigimiz sonuglardan yola ¢ikarak PKA’nmn E2F1’i fosforile ettigini ve bu
fosforilasyonun E2F1’in  degredasyonuna neden oldugunu soyleyebiliriz.
Calismamizda ileri siirdiigimiiz PKA’nin muhtemel fosforilasyon bdlgelerinin
yolak {iizerindeki etkilerini molekiiler diizeyde gosterebilmek icin insan E2F1
proteininin PKA fosforilasyon noktalar1 oldugunu disiindiigiimiiz Treoninl130
(T616), Serin235 (S235) ve Serin364(S364) nolu amino asitlerin kodonlarmi
fosforile edilemez Alanin (A) ve fosforilasyonu taklit eden Glutamik Asit (E)
kodonlarma tekli ve kombinasyon olarak SDM yontemi ile ¢evirdik (Sekil 4.24,
Sekil 4.25, Sekil 4.26). Mutant plazmidler E.coli DHS5a susuna transforme
edildikten sonra Amfisilin iceren agar petrilerinde olusan bakteri kolonileri
cogaltilarak bunlardan plazmid izolasyonu yapildi. izole edilen mutant plazmidler
kalp almarak E2F1’in ilgili bolgelerine spesifik primerler araciligiyla PZR
amplifikasyonlar1 ve devaminda DNA dizi analizleri gerceklestirildi ve mutasyonlar
dogrulandi. SDM yontemi baz alinarak ilgili bolgelerin tekli ve kombinasyonel

mutantlarmi i¢eren toplam 14 memeli ekspresyon vektori olugturuldu.
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Sekil 4.24. insan E2F1 T130. bolgesine spesifik olusturulan mutasyonlarin sekans analizleri
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Sekil 4.25 insan E2F1 S235. bolgesine spesifik olusturulan mutasyonlarin sekans analizleri
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Sekil 4.26 insan E2F1 S364. bolgesine spesifik olusturulan mutasyonlarin sekans analizleri
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4.13. Insan E2F1 Proteininin Site-Directed Mutagenez (SDM) Yontemi ile
Olusturulan Mutantlannin HEK293 Hiicrelerinde Ekspresyonlarimin
Gosterilmesi

SDM ydntemi ile mutasyonlar olusturulduktan sonra elde edilen vektorlerde SDM

amplifikasyonu sirasinda sonlandirma kodonlarmin olusma olasiligini dislamak,

plazmidin dogru bir sekilde amplifiye edildiginden emin olmak ve mutant

E2F1’lerin sentezinin yapildigmi gostermek icin Kalsiyum Fosfat transfeksiyon

yontemi ile 10 pg plazmid DNA’lar1 HEK293 hiicrelerine verilmistir. Kontrol

olarak, HEK?293 hiicreleri, igerisine herhangi bir gen klonlanmamis bos
pcDNA3.1B plazmidi ile transfekte edilmistir. Bu siire sonunda elde edilen lizatlar
kullanilarak mutant E2F1 proteinlerinin ekspresyonu western blot ile gosterilmistir

(Sekil 4.27, Sekil 4.28). SDM siirecinde mutantlarin ekspresyonunu olumsuz

etkileyecek bir durum olusmamig, mutant proteinler yliksek miktarda ekspresyon

gostermislerdir.
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Sekil 4.27. insan E2F1 A (Alanin) mutantlarim iceren ekpsresyon vektorlerinin HEK293
hiicrelerinde  ekpresyonunun gosterilmesi. Bos pcDNA3.1B, E2F1 yabanil tip ve
mutant memeli ekspresyon vektorleri HEK293 hiicrelerine kalsiyum fosfat yontemi ile
transfekte edildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler TritonX 100 iceren liziz
tamponunda homojenize edildi. 100 pg hiicre lizat1 %10 poliakrilamid jelde yiiriitiildii
ve PVDF membran oncelikle E2F1 antikoru ile isaretlendi. Ayni membran strip-off
islemi sonrasi1 ylikleme kontrolii olarak GAPDH antikoru ile isaretlendi.W B: Western
Blot
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Sekil 4.28. insan E2F1 E (Glutamik Asit) mutantlarim iceren ekpsresyon vektorlerinin 293T
hiicrelerinde ekpresyonunun gosterilmesi. E2F1 yabanil tip ve mutant memeli
ekspresyon vektorleri E2F 1 hiicrelerin CaPO4 ydntemi ile transfekte edildi. Hiicreler
seciliminden sonra, TritonX 100 hiicre liziz tamponunda homojenize edildi. 100 pg
hiicre lizati %10 poliakrilamid jelde yiiriitiildi ve PVDF membran Oncelikle E2F1
antikoru ile isaretlendi. Ayn1 membran strip-off islemi sonras1 yiikleme kontrolii olarak
GAPDH antikoru ile isaretlendi. HEK293: bos pcDNA3.1B vektorii ile trans fekte
edilmis hiicreler. WB: Western Blot
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4.14. Yabani Tip ve Mutant insan E2F1 Proteini Eksprese Eden HEK293
Hiicrelerinin Proliferasyon Oranlarimn Belirlenmesi

PKA tarafindan fosforile edilen E2F1 proteininin hiicrelerin proliferasyonlar1

tizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla fosforilasyonu taklit eden ve fosforile

edilemeyen mutant vektorleri ektopik eksprese eden hiicrelerde MTT analizi ve

Ki67 immiinfloresan boyama gerceklestirildi.

4.14.1. Yabamil Tip ve Mutant E2F1 Proteini Eksprese Eden HEK293
Hiicrelerinin 24. Saatte Proliferasyon Oranlannin MTT Yonte miyle
Belirlenmesi

Yabanil tip ve mutant vektorlerle transfekte eden hiicreler 24 saat serumsuz

besiyerinde tutulduktan sonra 24 saat serumlu besiyeri muamelesi yapildi Belirtilen

uygulamalar sonrasinda MTT analizi yapilarak proliferasyon hizlar1 lizerine mutant
vektorlerin etkileri arastwrildi. 24. saat sonunda A mutantlarin1 eksprese eden
hiicrelerin proliferasyonunu arttirdigi; E mutantlar1 eksprese eden hiicrelerin ise
proliferasyon hizinin  yavaslattign  goriildii. ~ Ozellikle S364A  mutantmin
proliferasyonu hizlandirdig1 ve S364E mutasyonunun proliferasyonu yavaslattig

gorlilmistir (Sekil 4.29, Sekil 4.30).
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Sekil 4.29. HEK293, yabanil tip E2F1 ve E2F1 A mutantlarim eksprese eden hiicrelerin MTT
analizi ile proliferasyon oranlarimin karsilagtirilmasi. Hiicreler 5000 hiicre/kuyucuk
olacak sekilde 6 tekrar halinde 96 kuyulu kiiltiir kabma ekildi. %10 FBS igeren DM EM
besi ortamu igerisinde 37°C sicaklik ve %5 CO2’ li kiiltiir ortamma alind1 ve gece boyu
inkiibe edildi. Ertesi giin FBS iceren DM EM uzaklastirild1 ve serum igermeyen besiyeri
ile 24 saat inkiibasyon gerceklestirildi. Siire sonunda hiicre grubunun iizerine her
kuyuda son hacim %10 olacak sekilde serumlu DMEM eklendi ve 24. saatin sonunda
MTT uygulanarak spektrofotometrik oOlgiimler ve yabanil tip kontrol alinarak
istatistiksel analizler gerceklestirildi. (Bir diizenekte her grup n=6 tekrar halinde
ekilmis olup, diizenek bagimsizolarak 3 kere tekrarlanmistir.)
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Sekil 4.30. HEK293, yabaml tip E2F1 ve E2F1 E mutantlarimi eksprese eden hiicrelerin MTT
analizi ile proliferasyon oranlarimin karsilagtirilmasi. Hiicreler 5000 hiicre/kuyucuk
olacak sekilde 6 tekrar halinde 96 kuyulu kiiltiir kabma ekildi. %10 FBS igeren DM EM
besi ortanu igerisinde 37°C sicaklik ve %5 CO2’ li kiiltiir ortamma alind1 ve gece boyu
inkiibe edildi. Ertesi giin FBS iceren DM EM uzaklastirild1 ve serum igermeyen besiyeri
ile 24 saat inkiibasyon gerceklestirildi. Siire sonunda hiicre grubunun f{izerine her
kuyuda son hacim %10 olacak sekilde serumlu DMEM eklendi ve 24. saatin sonunda
MTT uygulanarak spektrofotometrik Slgiimler yapildi ve yabanil tip kontrol alinarak
istatistiksel analizler gerceklestirildi. (Bir diizenekte her grup n=6 tekrar halinde
ekilmis olup, diizenek bagimsiz olarak 3 kere tekrarlan migtir.)
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4.14.2. Yabanil Tip ve Mutant insan E2F1 Proteini Eksprese Eden HEK293
Hiicrelerinin 24. Saatte Proliferasyon Oranlarimn Ki67 Floresan
Immiinositokimya Yénte miyle Belirlenmesi

Yabanil tip ve mutant vektorler altinda lamel bulunan 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarma

750.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi Ekimi gerceklestirilen hiicrelere 24

saat serumsuz besiyerinden sonra 24 saat serumlu besiyeri muamelesi yapildi.

Belirtilen uygulamalar sonrasinda proliferasyon biyobelirteci olan Ki67 protein

seviyelerinin dl¢lilmesi i¢in immiinfloresan sitokimya deneyi gergeklestirildi (Sekil

4.31, Sekil 4.32). Elde edilen sonuglarda MTT analizi ile elde ettigimiz sonuglara

uyumlu bir sekilde; 24. saat sonundan A mutantlarmi eksprese eden hiicrelerde

Ki67 boyamasmm HEK293 ve yabanil tip E2F1 ekspresyonu yapan hiicrelere gore

daha fazla oldugu ve bunun aksine E mutantlarinda is bu boyanmanin daha az

oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.31. Yabaml tip E2F1 ve E2F1 A mutantlarim eksprese eden hiicrelerin
proliferasyonlarimn Ki67 boyamasi ile dogrulanmasi. Bir diizenekte her grup n=5
tekrar halinde ekilmis olup, diizenek bagimsiz olarak 5 kere tekrarlanmigtir. 20X
biiyiitme
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Sekil 4.32. Yabaml tip E2F1 ve E2F1 E mutantlarim eksprese eden hiicrelerin
proliferasyonlarimn Ki67 boyamasi ile dogrulanmasi. Bir diizenekte her grup n=5

tekrar halinde ekilmis olup, diizenek bagmmsiz olarak 5 kere tekrarlanmistir. 20X
bliyiitme
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4.15. Yabaml Tip E2F1 ve PKA Fosforilasyon Bolge Mutantlarnnin E2F1
Hedefi Genlerin Protein Seviyelerine Olan Etkilerinin Belirlenmesi
E2F1 proteininin PKA tarafindan fosforile edilmesi ya da PKA aracili
fosforilasyonunun engellenmesiyle E2F1 hedef genlerinin ekspresyonunun nasil
etkilenecegini belirlemek i¢in, yabanil tip ve mutasyona ugratilmis E2F1 vektorleri
ile transfekte edilmis hiicrelerin lizatlar1 alindi. Transfeksiyon harici higbir
muamele uygulanmadan hazirlanan protein lizatlari %10 poliakrilamid jelde
yiriitiiliip PVDF membrana aktarildiktan sonra western blot isaretlemesi ile p53,

kaspaz 3 ve CREB ekspresyon seviyeleri belirlendi.

p53 isaretlemesi sonucunda; stabil bir sekilde yabanil tip ve mutant E2F1 ile
transfekte edilmis HEK293 hiicre hatlarinda E2F1 hedef genlerinden p53’iin
protein ifadesinde anlamhi bir degisim gozlenmedi (Sekil 4.33). Pro-kaspaz 3
antikoru ile yapilan western blot sonucunda ise, yabanil tip E2F1 ile transfekte
hiicrelerde bos plazmidle transfekte edilen hiicrelere nazaran pro-kaspaz 3
seviyesinin azaldigi, T130E ve TI30E/S235E/S364E mutantlariyla transfekte
edilmis hiicrelerde pro-kaspaz seviyesinin yabanil tipten daha az miktarda oldugu,
T130A/S235A/S364A ve T130°/S364E mutasyonlarinda ise yabanil tip E2F1 aym
seviyede pro-kaspaz 3 ekspresyonu gozlenmistir. Diger mutasyonlarsa yabanil tip

E2F1’e gore daha yiiksek pro-kaspaz 3 ekspresyonuna yolagmustir (Sekil 4.34).

Aynt lizatlar kullanilarak western blot yontemiyle CREB isaretlemesi yapildiginda
ise yabanil tip E2F1 protein sentezinin HEK293’lere gére CREB ekspresyonunu
arttirdign  goriilmiistir. Yine E2F1°de bulunan muhtemel PKA fosforilasyon
bolgelerinin A mutantlar1 CREB seviyesinde artisa neden olmustur. CREB
isaretlemesini yaparken p30 olarak adlandirilan ve CREB’in yikim iiriinii olan 30
kDa boyutunda bir bant paterni de karsimiza c¢ikmaktadir. p30 seviyeleri
karsilastirildiginda yabanil tip ve A mutanti iceren E2F1’in HEK293’den daha fazla
p30 seviyesine sahip oldugu goriilmektedir. CREB ve p30 bantlarinin birlikte
degerlendirildigi ve total CREB olarak adlandirdigimiz analizde de total CREB
seviyesinin, A mutantlari ve yabanil tip E2F1 asir1 ekspresyonu gosteren

hiicrelerde, kontrol HEK293’den daha fazla oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.33. Yabaml tip E2F1L w E2F1 proteininin muhtemel PKA fosforilasyon bolgesi

mutantlarim eksprese eden hiicrelerde p53 seviyesinin western blot yontemi ile
gosterilmesi. Ekspresyon calismasi, stabil transfekte hiicrelerde yapilmis olup, p53

seviyeleri GA PDH seviyelerine oran lanarak normalize edilmistir. W B: Western Blot
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muhtemel PKA fosforilasyon bolgesi
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tip ve E2F1 proteininin

Sekil 4.34. Yabaml

olup, pro-kaspaz3 seviyeleri GAPDH seviyelerine oranlanarak normalize edilmistir.

yontemi ile gosterilmesi Ekspresyon caligmasi, stabil transfekte hiicrelerde yapilmig
WB: Western Blot
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Sekil 4.35. Yabanil tip ve E2F1 proteininin muhtemel PKA fosforilasyon bélgesi mutantlarim
eksprese eden hiicrelerinde CREB e Total CREB seviyelerinin western blot
yontemi ile gosterilmesi. Ekspresyon c¢aligmasi, stabil transfekte hiicrelerde yapilmis
olup, CREB ya da p30 seviyeleri GAPDH seviyelerine oranlanarak normalize
edilmigtir. WB: Western Blot
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4.16. Yabaml Tip E2F1 ve PKA Fosforilasyon Bolge Mutantlarnnin E2F1
Hedef Genlerinin mRNA Ekspresyonuna Olan Etkilerinin Belirlenmesi

Nicel ger¢ek-zamanli PZR’da dogru molekiiliin ¢ogaldigindan emin olmak i¢in
farkll yaklagmmlar gelistirilmistir. Floresan boya olarak SYBR Green molekiiliiniin
kullanildigr durumlarda, bu boyanin dogas1 geregi ¢ogalan dizinin dogrulugundan
ve Ozgil olmayan (non-spesifik) iiriinlerin ¢ogalmadigindan emin olmak igin,
reaksiyon sonuna ‘erime egrisi analizi’ basamag eklenmektedir. Bu basamakta,
sicaklik yaklagik 50 °C’den 90 °C’ye 0,2 °C/saniye hizla arttrilarak DNA
zincirlerinin birbirinden ayrilmasi saglanmaktadir. SYBR Green tek zincirli DNA
molekiillerine baglanamadigindan, ortaya giderek azalan bir floresan grafigi
¢kmaktadwr. Cihazin yazilmi tarafindan bu grafigin tiirevi alindiginda ise erime
tepeleri elde edilmektedir. Sekil 4.36, Sekil 4.37 ve Sekil 4.39°da gorildigi gibi

cogalan 6rneklerde ‘non-spesifik’ veya farkli bir liriin bulunmamaktadir.

Yabanil tip ve mutant E2F1 ekspresyonunun varhginda muhtemel PKA
fosforilasyon bolgesindeki fosforilasyonun E2F1 transkripsiyon faktdriiniin hedef
genleri lzerindeki etkilerini molekiiler diizeyde belirlemek amaciyla transfekte
hiicrelerin hi¢ bir tedavi uygulamaksizin mRNA’lar1 elde edildi Hazirlanan
mRNA’lar protein seviye degisimi gosteren kaspaz 3 ve CREB mRNA’larmi
belirlemede kullanildi. Referans (House-keeping) gen olarak GAPDH segildi.

Spesifik primerler ile Ger¢cek Zamanl PZR reaksiyonu sonucu GAPDH mRNA

eskpresyon seviyeleri belirlendi (Sekil 4.36). GAPDH mRN A ekspresyon seviyesi

Kaspaz 3 ve CREB eskpresyonlarini analiz etmek i¢in kullanild1.
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10 15 cz’pcm F3 30 ¥ 40
Subset Name GAPDHW465-510\ALL
Results
Inc Pos Name Type CP Concentration =~ Standard Status
M A1 1A Unknown 18.69
A2 3E Unknown 16.93
A3 293 Unknown 16.28
™ B1 2A Unknown 18.32
] B2 1,2E Unknown 17.93
C1 3A Unknown 18.66
o C2 1,3E Unknown 19.02
] D1 1,2A Unknown 17.11
D2 23E Unknown 16.89
E1 1,3A Unknown 17.46
E2 1,23E Unknown 18.83
F1 23A Unknown 17.51
F2 WT Unknown 18.93
G1 1,23A Unknown 17.77
G2 WT Unknown 18.52
H1 1E Unknown 18.21
Sekil 4.36. Yabamil tip E2F1 ve muhtemel PKA fosforilasyon bélgesinin mutant for mlarim

eksprese eden HEK293 hiicrelerinin GAPDH mRNA seviyeleri

Kaspaz 3 geninin nicel ger¢ek-zamanli PZR’da ¢ogaltilmasi ile elde edilen egriler
Sekil 4.37°de gosterilmistir. Her 6rnek i¢in Kaspaz 3’{in yaninda, ifade diizeylerinin
normalizasyonunda GAPDH geni referans olarak kullanildi ve Kaspaz3/GAPDH
oranlari, deney gruplar1 arasinda gen anlatmmi agisindan istatistiksel olarak

kargilastirild1 (Sekil 4.38). Protein ekspresyon seviyesindeki farklilikla tutarl bir
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sekilde,

E2F1 A mutantlar1 ile transfekte hiicrelerin, transfekte edilmemis

hiicrelerden daha az kaspaz 3 ifadesine sahip oldugu, E mutantlarinda ise 6zellikle

S235E/S364E ve T130E/S235E/S364E’nin yabanil tip E2F1°e gore daha etkin bir

sekilde Kaspaz 3 ekspresyonunu indikledigi belirlendi.

Amplification Curves

— A4 1A AS: 3E AB: 293 — B4: 2A B5:12€ — C4: 3A C5:13E —D4:12A
D5 236  —E4:13A ES 1236 —F4:23A FSWT  —G4:123A —G5WT  —H4: 1E
5129
4629
4129
> 3629 7
;; 31298
8 2623
g 2129
2 1629
- 1128
0629
0129 e -
10 15 20 25 0 kS 40
Cycles
Subset Name CAS3\465-510\ALL
Results
Inc Pos Name Type CP Concentration Standard Status
A4 1A Unknown 28.56
M A5 3E Unknown 27.34
M A6 293 Unknown 25.54
B4 2A Unknown 28.07
B5 1,2E Unknown 28.21
M C4 3A Unknown 28.31
M C5 13E Unknown 28.76
M D4 12A Unknown 27.36
D5 2,3E Unknown 26.99
M E4 13A Unknown 27.59
4} E5 1,2,3E Unknown 28.44
F4 2,3A Unknown 27.61
[} F5 WT Unknown 28.92
[} G4 1,2,3A Unknown 27.44
M G5 WT Unknown 28.53
M H4 1E Unknown 28.19
Sekil 4.37. Yabanl tip E2F1 ve muhtemel PKA fosforilasyon bélgesinin mutant for mlarim

eksprese eden HEK293 hiicrelerinin Kas paz 3 mRNA seviyeleri
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Sekil 4.38. Yabaml tip E2F1 ve muhtemel PKA fosforilasyon bélgesinin mutant for mlarim
eksprese eden HEK293 hiicrelerinin Kaspaz 3 mRNA oranlari. Yabanil tip E2F1 ve
muhtemel PKA fosforilasyon bolgesinin mutant formlarini eksprese eden HEK293
hiicrelerinin Kaspaz 3 mRNA seviyelerinin GAPDH seviyelerine oranlanmasiyla
(hedef/referans) elde edilen grafik

CREB geninin nicel ger¢ek-zamanh PZR’da ¢ogaltilmasi ile elde edilen egriler de
Sekil 4.39°da gosterilmistir. Her ornek icin CREB ifadesi yaninda, ifade
diizeylerinin normalizasyonunda GAPDH geni referans olarak kullanildi ve
CREB/GAPDH oranlari, deney gruplar1 arasinda gen anlatimi agisindan istatistiksel
olarak karsilastirild1 (Sekil 4.40). Yabanil tip E2F1 ve muhtemel PKA fosforilasyon
mutasyonlarma sahip E2F1 vektorleri ile transfekte edilmis hiicrelerde CREB
mRNA ifadesinin HEK293 hiicrelerdeki CREB ifadesinden daha yiiksek oldugu
gorilmiistiir.
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Fluorescence (465-510)

Amplification Curves
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Sekil 4.39.

Name
1A
3E
293
2A
1,2E
3A
1,3E
1,2A
2,3E
1,3A
1,2,3E
2,3A

1,2,3A

1E

Type
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

%

CP
26.26
24.76
24.73
25.86
25.94
25.97
26.74
24.95
24.80
25.01
26.63
25.09
26.89
25.21
26.53
25.85

Concentration

Standard Status

E2F1 ve muhtemel PKA fosforilasyon bolgesinin mutant formlarim eksprese eden
HEK293 hiicrelerinin CREB mRNA seviyeleri
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Sekil 4.40. Yabaml tip E2F1 ve muhtemel PKA fosforilasyon bélgesinin mutant formlarim
eksprese eden HEK293 hiicrelerinin CREB mRNA oranlari. E2F1 ve muhtemel
PKA fosforilasyon bélgesinin mutant formlarni eksprese eden HEK293 hiicrelerinin
CREB mRNA seviyelerinin GAPDH seviyelerine oranlanmasiyla (hedef/re ferans) elde
edilen grafik

4.17. Yabanil Tip E2F1 ve PKA Fosforilasyon Bélge Mutantlanmin CREB

Fosforilasyonu Uzerine Olan Etkile rinin Belirlenmesi

E2F1’in muhtemel PKA fosforilasyon bolgesi mutasyonlarmin CREB protein

seviyesindeki degisimi ile mRNA ifadesindeki degisimin birbiri ile korelasyon

gostermemesi

iizerine bu PKA fosforilasyon bdlgelerinin CREB’in  post-

translasyonel modifikasyonlar1 {izerine etkisini arastirmak igin, stabil transfekte

hiicrelerden alman lizatlari, western blot yontemini kullanarak p-CREB (Cell

Signalling, #9198) antikoru ile isaretledik.
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p-CREB seviyelerine bakildiginda, yabanil tip E2F1 asir1 ekspresyonunun p-CREB
seviyesini azalttigi goriilmektedir (Sekil 4.41). S235A mutant1 haricindeki A
mutantlar1 p-CREB seviyesini arttrirken; T130E, T130E/S364E, S235E/S364E ve
T130E/S235E/S364 mutantlar1 CREB fosforilasyonunda azalmaya neden

olmaktadrr.

CREB’in yikim {iriinii olan p30’un fosforilasyonunun ise TI130E/S235E,
S235E/S364E  ve  TI30E/S235E/S364E  mutantlar1  haricindeki  biitiin
transfeksiyonlarla arttig1 belirlendi p30 ve CREB isaretlemelerini birlikte analiz
ederek olusturdugumuz total CREB’in fosforilasyon seviyesi ise S235A mutant1
haricinde Alanin mutantlarinda artig gostermektedir. S235E ve S364E mutantlarinin
asi1 ekspresyonu CREB fosforilasyonunda artisa neden olurken, diger glutamik asit

mutantlarinda fosforilasyon seviyelerinde azalma goriilmektedir.
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Sekil 4.41. Yabaml tip E2F1 v E2F1 proteininin muhtemel PKA fosforilasyon bolgesi

mutantlarim eksprese eden hiicrelerinde p-CREB ve Total p-CREB seviyelerinin

Ekspresyon c¢alismasi, stabil transfekte

hiicrelerde yapilmig olup, p-CREB ya da p-p30 seviyeleri GAPDH seviyelerine

oranlanarak normalize edilmistir. WB: Western Blot

western blot yontemi ile gosterilmesi.
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Mevcut CREB’in fosforilasyon seviyesi hakkinda daha gergekei bilgi almak icin,
pCREB/GAPDH oranmm yeterli olmayacag diisiiniilerek, pPCREB/CREB analizi
yapildi (Sekil 4.42). Yabanil tip E2F1 asir1 ekspresyonu, CREB fosforilasyonunu
azaltirken, TI130A ve TI30E mutantlar1 CREB fosforilasyonunda herhangi bir
degisime neden olmamaktadr. S235A mutantt CREB fosforilasyonunu azaltmakta,
S235E mutant1 ise CREB fosforilasyonunu arttirmaktadr. S364A mutasyonu
yabanil tip E2F1’e benzer CREB fosforilasyonu gosterirken, S364E mutantinin

hiicrede bulunan mevcut CREB fosforilasyonunu arttirdig1 belirlenmistir.

PKA fosforilasyon bolgelerinin  ikili kombinasyonlarinda ise TI130A/S235A
mutantt CREB {izerinde az miktarda fosforilasyon artisina neden olmakla birlikte
bu bolgelerin Glutamik Asit mutantlarmm CREB fosforilasyonu iizerinde herhangi
bir etkisinin olmadig1 goriilmistiir (Sekil 4.42). T130 ve S364 aminoasitlerinin hem
Alanin mutantlar1 hem de Glutamik Asit mutantlar1 fosforilasyon seviyesinde bir
artisa neden olmaktadir. S235 ve S364 aminoasitlerinin alanine doniistiiriilmesi
fosforilasyonda artisa yol agarken, Glutamik Asit mutantlarimda CREB
fosforilasyonunda anlamli bir azalma goriilmektedir. Yine ayni sekilde, Tic
potansiyel PKA fosforilasyon bolgesinin birden Glutamik Asite doniistiiriilmesiyle

CREB fosforilasyon seviyesi azalmaktadir.
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Sekil 4.42. Yabaml tip E2F1 ve E2F1 proteininin muhtemel PKA fosforilasyon bolgesi

mutantlarim eksprese eden hiicrelerinde p-CREB/CREB seviyelerinin grafigi
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4.18. Yabaml Tip E2F1 ve PKA Fosforilasyon Bolge Mutantlanmn Kaspaz 3
Aracih Apoptozis Indiiksiyonuna Olan Etkile rinin Belirlenmesi
E2F1 proteininin hiicre dongiisii kadar apoptotik siiregte de dnemli gorevler aldigmi
bilmekteyiz. Hem kaspazlarm, hem de Apafl’in transkripsiyon faktorii olan E2F1,
apoptozom olusumunu, dolaysiyla kaspaz 3-aracil apoptozisi
indiikleyebilmektedir (Furukawa ve ark. 2002, Korotayev ve Ginsberg 2008). E2F1
proteini ilizerinde bulunan muhtemel PKA fosforilasyon bdlgelerinin kaspaz 3
aktivasyonu iizerindeki etkilerini aragtrmak i¢in yapilan western blot ile kaspaz 3
isaretlemesi apoptotik siiregteki bu mutasyonlarm gdrevini tam olarak
ackklayamamaktadir. Bu nedenle biz de, E2F1 mutasyonlarmin kaspaz 3
aktivasyonu ile apoptozis indikksiyonu kapasitelerini incelemek istedik. Bunun igin
de, yabanil tip E2F1 ve E2F1 PKA fosforilasyon bdlgesi mutantlar: ile transfekte
hiicrelerden aldigimiz lizatlarda kaspaz 3 aktivasyon kiti kullanilarak kaspaz
aktivitesini arastirdik. Bu yontemde, hiicre i¢i kaspaz 3, disaridan saglanan pNA
isaretli DEVD peptidi ile uygun sartlarda inkiibe edilir. Hiicre i¢indeki aktif kaspaz,

peptidi kiracagi i¢in ne kadar aktif kaspaz varsa o kadar yiiksek sinyal alinir.

Elde ettigimiz sonuglara gore, E2F1 asir1 ekspresyonu apoptoz indiksiyonuna
neden olmakta, Alanin mutantlar1 ise yabanil tip E2F1 ekspresyonu gosteren
hiicrelere gore daha az kaspaz 3-aracili apoptozis indiiksiyona neden olmaktadir.

Bunun aksine Glutamik Asit mutantlari, kaspaz 3 aracili apoptotik indiikksiyonunu

arttirmaktadir (Sekil 4.43).
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0.151

KASPAZ 3 APOPTOZ INDUSIYONU

Sekil 4.43. Yabaml tip E2F1 ve E2F1 proteininin muhtemel PKA fosforilasyon bolgesi
mutantlarim1 eksprese eden HEK293 hiicrelerinde Kaspaz 3 aracili apoptoz
indiiksiyon seviyeleri. Kolorimetrik assay kiti kullanilarak yapilan deneyde, biitiin
degerler, hiicresel lizat bulunmaksizin, sadece lizis tamponu kullanilarak yapilan negatif
kontrol deneyine gore normalize edilmigtir. Analiz i¢in Multiskan Ascent Software ve
GraphPad Prismyazilimlarmdan faydalanilmistir.

4.19. E2F1’in PKA  Fosforilasyon Boélge Mutantlanmn  Glukoz
Metabolizmas1 Uzerine Olan Etkilerinin Belirlenmesi

Bir besin sensorii olarak gorev yapan Protein Kinaz A’nin E2F1’in post-

translasyonel modifikasyonunda s6z sahibi olmasi besin, glikoz ve E2F1 arasinda

bir etkilesimin olup olmadiginin arastirilmasi gerekliligini gostermektedir. Hiicre

icerisinde yiiksek glikoz varliginda, cAMP miktar1 azalir. cAMP, PKA’nin

aktivasyonu i¢in olmazsa olmaz molekiil oldugundan, azalan cAMP miktari, PKA

aktivasyonunun da azalmasma neden olur. Hiicrenin glukozZZcAMP/PKA aktivitesi
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dengesinde E2F1’in ve bilhassa PKA tarafindan E2F1 {izerinde gerceklestirilen
fosforilasyonlarin roliinli anlayabilmek i¢cin, E2F1 mutantlarmin hiicre i¢i glikoz

alimini nasil etkiledigini arastirdik.

4.19.1. E2FI’in Farkhh Glukoz Konsantrasyonlarinda Hiicre Proliferasyonu
Uzerine Olan Etkilerinin Belirlenmesi
Ektopik yabanil tip E2F1 ekspresyonu gosteren ve transfekte edilmemis HEK293
hiicrelerinin farkl glukoz konsantrasyonlardaki biiyiime hizlarmi arastirdik. Bunun
icin 96-kuyucuklu kiiltlir kaplarma ekilen hiicreler 1g/L, 4g/L, 8g/L, 12g/L ve
20g/L glikoz konsantrasyonunda besiyerleri ile muamele edildi. Yirmi dort saat
sonra MTT analizleri gerceklestirildi. Bu veriler dogrultusunda yabanil tip HEK
293 hiicrelerinin, 4g/LL glikoz konsantrasyonunda en yilksek proliferasyon
kapasitesine sahip oldugu goriildi. HEK 293 hiicrelerinin 1g/L, 8g/L, 12g/L ve
20g/L glikoz konsantrasyonunda daha az hiicre proliferasyonu belirlendi, bilhassa
20g/L glukoz konsantrasyonu, hiicre proliferasyonu iizerinde negatif bir etkiye
sahipti (Sekil 4.44). Yiksek E2F1 ekspresyonu gosteren HEK 293 hiicrelerinde ise

glikoz konsantrasyonu ve hiicre proliferasyonlar1 arasinda anlamh bir fark
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Sekil 4.44. Yabanil tip ve yiiksek E2F1 ekspresyonu gosteren HEK293 hiicrelerinde farkh
glikoz konsantrasyonlarindaki hiicre proliferasyonlarimin karsilastirilmasi.
Yabanil tip ve Yiiksek E2F1 ekspresyonu goésteren HEK293 hiicreleri farkli glikoz
konsantrasyonlarmda inkiibasyona birakildi. Ug giiniin sonunda MTT analizleri
gergeklestirildi.
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4.19.2. Farkh Glikoz Konsantrasyonlannmin E2F1 Protein Seviyesi Uzerine
Olan Etkilerinin Belirlenmesi

Bu ¢alismada ektopik yabanil tip E2F1 ekspresyon gosteren HEK293 hiicrelerinde
farklh glikoz konsantrasyonlarmm E2F1 protein seviyesi ilizerine olan etkilerini
aragtirdik. 24 saat farkl glikoz konsantrasyonlarindaki besiyerinde kiiltiire edilen
bu hiicrelerden lizat elde ettik ve bunun 100 mikrogrammi %10 poliakrilamid jelde
yiriitip PVDF membrana transfer ettik ve membranmi anti-E2F1 antikoru ile
isaretledik (Sekil 4.45).

Sekil 4.45°de de gosterildigi gibi ortamdaki glukoz konsantrasyonu, E2F1 protein
seviyesini etkilemektedir. Buna gore en yiiksek E2F1 ekspresyonu 8g/L glikoz
konsantrasyonunda gozlenirken; en diisik E2F1 protein seviyesi 1g/L glikoz

konsantrasyonunda saptanmaktadir.

0.8+
T 0.6+
1g/L 4giL 8g/L 12g/L 20g/L fa)
o
E2F1
& 0.4
s
.
N
0.0~

1g/L  4g/L  8g/lL 12g/L 20g/L
Glikoz Konsantrasyonu

Sekil 4.45. E2F1 transfekte HEK293 hiicrelerinde farklh glikoz konsantrasyonlarindaki E2F1
protein seviyelerinin western blot teknigi ile gosterilmesi. Farkli glikoz
konsantrasyonlarma tabi tutulan hiicrelerden toplanan lizatlarda E2F1 igaretlemesi ve
ayni blotlarda GAPDH isaretlemesi yapilipp, E2F1 sinyal intensiteleri GAPDH
sinyallerine oranlanarak normalizasyon saglannustir.
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4.19.3. Yabamil Tip E2F1 ve PKA Fosforilasyon Bolge Fosforilasyon
Mutantlarmin Glukoz Ahmmi Uzerine Olan Etkilerinin Belirlenmesi
PKA tarafindan fosforile edilen E2F1’in hiicrenin glukoz alimi iizerine etkilerini
belirlemek icin mutant vektorleri ektopik olarak eksprese eden hiicreleri FBS’li
ortamda esit sayda ektik (n:3) Ertesi giin, hiicreler glukoz bulunmayan besiyeri
ortamiyla yikandi Bir grup sadece floresan isaretli glukoz analogu iceren

glukozsuz besiyeri ile diger grup ise glukoz analogu ve 100 ng/mL insiilin i¢eren
glukozsuz besiyeri ile 30 dakika inkiibe edildi.

Sekil 4.46°da goriildiigli gibi yabanil tip E2F1 ektopik ekpresyonunun hiicre i¢ine
glikoz almmini, yabanil tip HEK293 hiicrelerine gore azalttigi goriiliirken,
muhtemel PKA fosforilasyon bodlgelerinin Alanin mutantlari, glukoz alinmini
anlamh bir sekilde arttrmustir. PKA fosforilasyon bolgelerinin Glutamik asit

mutantlarinin glukoz alimi iizerine olan etkisi ise daha smirl olmustur.
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Sekil 4.46. Yabanil tip E2F1 ve E2F1 proteininin A ve E mutantlarim eksprese eden HEK293
hiicrelerinin nor mal kosullarda glukoz alim miktarlarinin belirlenmesi. Hiicrelerin
5000 hiicre/kuyu/100 pl besiyeri olacak sekilde 3 tekrar ve 2 sira halinde 96 kuyulu
kiiltiir kabma ekimi gerceklestirildi ve %10 FBS iceren DM EM besi ortami igerisinde
gece boyu inkiibe edildi. Hiicreler, glukoz bulunmayan besiyerinde sulandirilmis
floresan isaretli glukoz analogu olan 2-NGBD (2-deoksi-2-((7-nitro-2,1,3-
benzoksadiazol-4-yl)-D-glukoz) karisimi ile muamele edildi ve hiicrelerin CTCF
degerleri hesaplandi.

E2F1’in glukoz alimi iizerine olan etkisinin hiicre tipine baglh olup olmadigni
gostermek icin ayni deneyi LNCaP hiicre hattinda tekrarladik. HEK293 hiicre
hattmm aksine, yabanil tip E2F1 transfekte LNCaP hiicrelerinde bos vektorle
transfekte hiicrelere gore glukoz almi artmist. Bu hiicrelerde, biitiin E2F1
plazmidleri glukoz alimin1 arttirirken, HEK293’e benzer sekilde, glukoz alimimm
en bariz arttig1 hiicreler E2F1 Alanin mutantlar1 ile transfekte edilmis hiicreler
olmustur. (Sekil 4.47).
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Sekil 4.47. Yabaml tip E2F1 ve E2F1 proteininin A ve E mutantlarim eksprese eden LNCaP
hiicrelerinin normal kosullarda glukoz alim miktarlarimin belirlenmesi. Hiicreler
5000 hiicre/kuyu/100 pl besiyeri olacak sekilde 3 tekrar ve 2 sira halinde 96 kuyulu
kiiltir kabma ekimi gergeklestirildi ve %10 FBS iceren DMEM besi ortamt igerisinde
gece boyu inkiibe edildi. Hiicreler, glukoz bulunmayan besiyerinde sulandirilmig
floresan isareti glukoz analogu olan 2-NGBD (2-deoksi-2-((7-nitro-2,1,3-
benzoksadiazol-4-yl)-D-glukoz) karisimi ile muamele edildi ve hiicrelerin CTCF
degerleri hesaplanda.

Ektopik E2F1 ekspresyonunun bazal seviye glukoz alimma olumlu etki yaptigini
gosterdikten sonra, E2F1 ekspresyonunun insiilin-aracili glukoz alimmi nasil
etkileyecegini sorguladik. Sekil 4.48’de goriildiigii gibi en fazla glukoz alimi,
insiilin varhgmda S364A ve T130A/S364A mutantlarinda gdzlenmistir (Sekil 4.48).
Bunun yam swa, insilin duyarhligt E2F1 TI30E, TI30E/S235E ve
T130E/S235E/S364E mutantlar: ile transfekte edilmis hiicrelerde en fazla artmistir
(Sekil 4.49).
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Sekil 4.48. Yabanil tip E2F1 ve E2F1 proteininin A ve E mutantlarim eksprese eden LNCaP
hiicrelerinin normal kosullarda insiilin muamelesinde glukoz alim miktarlarinin
belirlenmesi. Hiicreler 5000 hiicre/kuyu/100 pl besiyeri olacak sekilde 3 tekrar ve 2
sira halinde 96 kuyulu kiiltiir kabma ekimi gergeklestirildi ve %10 FBS igeren DM EM
besi ortamu icerisinde gece boyu inkiibe edildi. Hiicreler, glukoz bulunmayan
besiyerinde sulandmlmis floresan isaretli glukoz analogu olan 2-NGBD (2-deoksi-2-
((7-nitro-2,1,3-benzoksadiazol-4-yl)-D-glukoz) karigimi ve 100 ng/pl insilin ile
muamele edildi.
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Insiilinli / Insiilinsiz Glukoz Alimi

Sekil 4.49. Yabanil tip E2F1 ve E2F1 proteininin A ve E mutantlarim eksprese eden LNCaP
hiicrelerinin insiilin aracili glukoz aliminin degerlendirilmesi. E2F1 mutantlari ile
transfekte edilmis LNCaP hiicrelerinin insiilin varhg mda hiicre i¢ine aldig1 glukoz
miktar1 insiilinsiz ortamda hiicre i¢ine aldig1 glukoz miktarma boliinerek glukoz
allmmmn insiilin duyarlilig (fold induction) degerlendirildi.

4.20. Yabamil Tip E2F1 ve PKA Fosforilasyon Bolge Mutantlarimn
Kemoterapi Duyarhlig1 Uzerine Olan Etkilerinin Belirlenmesi
E2F1’in PKA tarafindan fosforilasyonunun hiicre proliferasyonu ve glukoz almim
tizerine etki ettigini belirlememiz, bu modifikasyonun kanser hiicrelerinin
kemoterapdtiklere verdigi cevabi da etkileyebilecegini diisiinmemize neden oldu.
PKA tarafindan fosforile edilen E2F1’in kemoterapi etkinligi lizerindeki etkilerini
belirlemek amaciyla prostat kanseri hiicre hatt1 (PC3), prostat kanseri lenf nodu
metastaz hiicre hatt1 (LNCaP), Biiyiik Hiicreli Akciger Kanseri hiicre hatt1 (H1299)
ve transforme insan embriyonik bobrek hiicre hatt1 (293 T) hiicreleri yabanil tip ve
mutant vektorler ile transfekte edildikten 24 saat sonra 2 pg/ml dozda Sisplatin
muamelesi yapilmig ve hiicreler Cisplatin ile 72 saat inkiibe edildikten sonra hiicre

canliligit MTT yontemi ile belirlenmistir.
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4.20.1. Yabaml Tip E2F1 ve PKA Fosforilasyon Bélge Mutantlarinin Sisplatin
Duyarhlig1 Uzerine Olan Etkilerinin Belirlenmesi

E2F1 mutantlarmin sisplatin duyarliligmma etkisinin incelendigi dort hiicre hattinda

da transfeksiyonlar sisplatinli 5, sisplatinsiz 5 tekrar olmasini saglayacak sekilde

10’ar tekrar halinde gerceklestirildi.

Prostat Kanseri hiicre hatt1 olarak bilinen PC3 hiicre hattinda, ektopik E2FI
ekspresyonu, sisplatin duyarliligini yabanil tip PC3 hiicre hattina gore yaklasik iki
kat arttirmisken, S235A haricindeki biitiin A mutantlarinda bos plazmidle transfekte
edilmis PC3 hiicrelerine gore artmis sisplatin duyarhilig1 gozlenmistir (Sekil 4.50A).
Beklenilenin aksine, E2F1’in biitlin E mutantlarinda da yine sisplatin duyarliliginda

artig gdzlenmistir (Sekil 4.50B).
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Sekil 4.50. E2F1 mutantlarimin PC3 hiicrelerinin sisplatin duyarhiigina olan etkisinin
belirlenmesi Hiicreler 5000 hiicre/kuyu/100 pl besiyeri olacak sekilde 5 tekrar ve 2 sira
halinde 96 kuyulu kiiltiir kabmda E2F1 A mutantlar1 (A) ve E mutantlar1 (B) ile
transfekte edildi. Transfeksiyon sonrasi 24.saatte, sisplatin uygulanacak kuyulara
2ug/well olacak sekilde serum fizyolojik i¢inde ¢ozilen sisplatin verildi. Ug giin
inkiibasyon sonunda MTT analizi gergeklestirildi.
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Yabanil tip E2F1 ve E2F1 PKA bdlge mutantlarinin ektopik ekspresyonunun
prostat kanserinin lenf nodu metastazi olan LnCAP hiicreleri iizerindeki etkisine
baktigimizda ise mutant ya da yabanil tip E2F1’in sisplatin duyarhlig1 tizerindeki
etkisi dikkate deger seviyede degildir (Sekil 4.51 A ve Sekil 4.51B).

LNCaP ve PC3 hiicrelerinin yani sira, prostattan farkli doku kokenli bir kanser
hiicre hattinda E2F1 mutantlarmin sisplatin duyarhligima olan etkisini tespit
edebilmek amaciyla, aym1 deneyi H1299 hiicrelerinde tekrarladigimizda, bu
hiicrelerin  normalde sisplatin aracili 6lime direng gosterdigini, E2F1
transfeksiyonuyla sisplatine bir nebze de olsa duyarhilik gosterdigini belirledik.
E2F1’in T130A ve S235A mutantlar1 ise, yabanil tip E2F1’in aksine sisplatin
duyarlihgmi pozitif degil negatif etkilemistir. Bilhassa hiicre proliferasyonu arttiran
E2F1 mutantlari1 ise sisplatin duyarliligma pozitif katkida bulunmustur (Sekil 4.52 A
ve Sekil 4.52B)
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Sekil 4.51. E2F1 mutantlarimn LNCaP hiicrelerinin sisplatin duyarliligina olan etkisinin

belirlenmesi Hiicreler 5000 hiicre/kuyu/100 ul besiyeri olacak sekilde 5 tekrar ve 2 sira

halinde 96 kuyulu kiiltiir kabmda E2F1 A mutantlar1 (A) ve E mutantlar1 (B) ile

transfekte edildi.

Transfeksiyon sonrasi 24.saatte, sisplatin uygulanacak kuyulara

2ug/well olacak sekilde serum fizyolojik icinde ¢ozilen sisplatin verildi. Ug giin

inkiibasyon sonunda MTT analizi gerceklestirildi.
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Sekil 4.52. E2F1 mutantlarimin H1299 hiicrelerinin sisplatin duyarhihigina olan etkisinin
belirlenmesi Hiicreler 5000 hiicre/kuyu/100 pl besiyeri olacak sekilde 5 tekrar ve 2 sira
halinde 96 kuyulu kiiltiir kabmda E2F1 A mutantlar1 (A) ve E mutantlar1 (B) ile
transfekte edildi. Transfeksiyon sonrasi 24.saatte, sisplatin uygulanacak kuyulara
2ug/well olacak sekilde serum fizyolojik icinde ¢ozilen sisplatin verildi. Ug giin
inkiibasyon sonunda MTT analizi ger¢eklestirildi.
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Kanser hiicrelerinde E2F1’in  PKA fosforilasyon mutantlarinin sisplatin
duyarliligma kars1 belirgin bir etkisi olmadigini belirledigimiz i¢in, aynit durumun
E1A ve SV40-T antijeni ile transforme edilmis 293T hiicrelerinde de gecerli olup
olmadigini inceledik. Sekil 4.53 A ve sekil 4.53B’de goriildiigii gibi, 293 T hiicreleri
normalde sisplatin diren¢li hiicrelerken, E2F1 ektopik ekspresyonuyla sisplatin
duyarli hale gelmektedir. Her ne kadar E2F1 A mutantlar1 E2F1 ile transfekte
edilmemis 293T hiicrelerine gore sisplatine daha duyarli olsa da (Sekil 4.53A),
E2F1 E mutantlariyla edinilen sisplatin duyarhiligi ¢ok daha fazladir (Sekil 4.53 B).

128



A)

150

o o
=} n
-

IueiQ a1onH uefese,

B)

150

= =
=] n
1

luelQ a1anH uehesep

Sekil 4.53. E2F1 mutantlarimn 293T hiicrelerinin sisplatin duyarhilifina olan etkisinin

belirlenmesi Hiicreler 10000 hiicre/kuyu/100 pl besiyeri olacak sekilde 5 tekrar ve 2

swra halinde 96 kuyulu kiiltiir kabmda E2F1 A mutantlar1 (A) ve E mutantlant (B) ile

transfekte edildi.

Transfeksiyon sonrasi 24.saatte, sisplatin uygulanacak kuyulara

2ug/well olacak sekilde serum fizyolojik icinde ¢ozilen sisplatin verildi. Ug giin

inkiibasyon sonunda MTT analizi gerceklestirildi.
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5. TARTISMA

E2F transkripsiyon faktor ailesi, 8 iiye ve 10 farkli izoformdan olusup, hiicre
dongiisiiniin, 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 farklilasmanin (Persengiev ve ark. 1999, Amanullah ve ark.
2000, Fajas ve ark. 2002, Wong ve ark. 2003, Deschenes ve ark. 2004)
diizenlenmesi gibi bircok farkli ve dnemli siiregte rol alir. Bu ailenin tanimlanms
ilk tiyesi olan E2F1, transkripsiyonel kontrol altinda olup, maksimum ekspresyonu
hiicre dongiisiiniin G1/S gecisinde gdzlenir (Cam ve Dynlacht 2003, DeGregori ve
Johnson 2006). E2F1’in, transkripsiyonel kontroliiniin yani sira , Rb baglanmasi ile
(Bandara ve La Thangue 1991, Kaelin ve ark. 1992) ve ¢esitli post-translasyonel
modifikasyonlarla (Bagchi ve ark. 1989) da hiicre i¢i seviyesi ve transkripsiyonel
etkinligi kontrol edilmektedir.

E2F1’in ge¢irdigi post-translasyonel modifikasyonlar, DNA baglanma etkinligini
ve stabilitesini kontrol edebilmektedir. Ornegin; asetilasyon E2F1 transkripsiyon
faktoriiniin DNA baglanma etkinligini ve stabilizasyonunu saglarken (Marzio ve
ark. 2000), metilasyon ve NEDDilasyon DNA baglanma etkinligini diisiiriip,
ubikutinlesmesine yol acarak degradasyonu igin sinyal teskil eder (Kontaki ve
Talianidis 2010, Xie ve ark. 2011, Loftus ve ark. 2012). E2F1 fosforilasyonu ise,
E2F1 stabilitesi ya da DNA baglanma etkinligi tlizerinde farkli etkilere yol
acabilmektedir. Ornegin; ATM ve Chk2 tarafindan gergeklestirilen fosforilasyonlar,
E2F1 stabilizasyonunu saglarken (Berkovich ve Ginsberg 2003, Rogoff ve ark.
2004), p34cdc? tarafindan gergeklestirilen fosforilasyon E2F1’in Rb ile etkilesimini
engelleyerek aktivitesinin artmasma neden olur (Fagan ve ark. 1994). Stres indiikli
kinaz JNK1 tarafindan E2F1’in fosforile edilmesi ise, E2F1 stabilitesinde azalmaya
ve DNA baglanma etkinliginde diismeye yol agmaktadir (Wang ve ark. 1999). 1989
yilinda, E2F1’in post-translasyonel modifikasyonlara ugradigmm ilk kez
gosterildigi yaymda, fosfatazlarla muamele edilen E2F1’in DNA baglanma yetisini
kaybettigi, fosfataz ile muamele edildikten sonra cAMP bagimli protein kinaz
tarafindan in vitro fosforilasyona ugratildiginda ise E2F1’in DNA’ya baglanma
aktivitesini tekrar kazandig1 rapor edilmistir (Bagchi ve ark. 1989). Ceyrek asirdan
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daha fazla bir siire 6nce yayinlanan bu bulguya ragmen, cAMP bagimli protein
kinazin E2F1’1 hiicre icerisinde de fosforile edip edemedigine, eger fosforile
ediyorsa bu fosforilasyonun hangi kosullarda hangi aminoasitlerde gerceklestigine
ve fosforilasyonun gergeklesmesi yahut engellenmesi durumunda ne gibi sonuglar

dogduguna dair herhangi bir calisma yapilmamistir.

cAMP bagimli protein kinaz, ya da daha sonra verilen adiyla protein kinaz A
(PKA), bircok hiicresel faaliyet i¢cin, 6zellikle de hiicre metabolizmasiyla ilgili
stireglerde 6nemli roller oynamaktadir. PKA, cAMP tarafindan aktive edilmesi
nedeniyle bir tiir glukoz sensorii gibi davranmasi ve bircok farkli yolla hiicre i¢i
glukoz alimin1 ve glukoz metabolizmasini diizenlemesinin yani sira (Chernogubova
ve ark. 2004, Jensen 2007, Subramanian ve ark. 2009, Kim ve ark. 2012, Kaihara
ve ark. 2015), hiicre dongiisiiniin kontroliinde de rol oynar. Xenopus yumurtalarinda
yapilan bir ¢alismada, PKA’nin S fazina gegis agisindan olmazsa olmaz bir protein
oldugu saptanmig (Costanzo ve ark. 1999). PKA aktivitesinin inhibe edilmesiyle
Cdc6’nin  kromatinden ayriisinin  engellenmesi, bu durumun altinda yatan
nedenlerden biri olarak belirtilmistir. Cok daha yakin bir zamanda, Saccharomyces
cerevisiae’de yapilan ¢alismada ise, PKA’nin G1/S gegisini kontrol etmesinde rol
oynayan bir diger protein olarak Swi4 gosterilmistir (Amigoni ve ark. 2015). S
fazina gegisin kontroliiniin yani sira, mitoz esnasmda (Searle ve ark. 2004) ya da
mitozdan ¢ikista (Anghileri ve ark. 1999) da PKA’nin rol oynadig1 bilinmektedir.
Hem PKA, hem de E2F1 hiicre dongiisii agisindan bu kadar 6nemliyken, E2F1 ve
PKA arasindaki baglant1 ve birbirleri lizerindeki kontrol mekanizmalar1 da 6nemli

hale gelmektedir.

Yukarida bahsedilen nedenlerden dolayi, E2F1’in PKA tarafindan fosforile edilip
edilmedigini; eger E2F1, PKA tarafindan fosforile ediliyorsa, bu fosforilasyonun
E2F1’in hiicre proliferasyonu, apoptozis, hedef gen ekspresyonu, glukoz alimi ve
kemoterapdtiklere verilen cevap gibi slireclerdeki roliinii nasil etkiledigini
belirlemeyi amagladik. Kendi yaptigimiz E2F1 ekspresyon vektoriinii kalsiyum

fosfat transfeksiyon yontemi ile HEK293 hiicrelerine transfekte ettik ve Geneticin
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ile vektorlerimizi kararli sekilde bulunduran hiicre klonlari (stable transformants)

sectik ve sonraki ¢aligsmalar i¢in bu klonlari kullandik.

Hipotezimiz, hiicre i¢i cCAMP miktarmi artran ve Adenilat Siklaz aktivatorii olan
Forskolin ile HEK293 hiicrelerini muamele ettigimizde PKA aktivasyonunun E2F1
protein seviyesine olumlu veya olumsuz etki edecegi seklindeydi. Sekil 4.15°de de
goriildiigi gibi Forskolin muamelesinin 16. saatinde E2F1 ekspresyon seviyesinin
dikkate deger seviyede diistligii ve ardindan tekrar yilikselise gegtigi goriilmektedir.
E2F1 seviyesindeki bu degisimin, cAMP miktarina bagh olarak PKA aktivitesinden
mi, yoksa cAMP tarafindan aktive edilen diger yolaklar aracilifi ile mi
gerceklestigini  anlayabilmek icin, ayni deneyi PKA inhibitdérii varhginda
tekrarladigimizda, E2F1 seviyesindeki degisimin ortadan kalktigini saptadik (Sekil
4.16). Dolayisiyla, forskolin muamelesi ile E2F1 seviyesindeki degisimin dogrudan
cAMP  yiikkselmesinden ziyade, cAMP araciligiyla gergeklesen PKA

aktivasyonundan kaynaklandig1 sonucuna vardik.

PKA aktivasyonu saglandiginda hiicre i¢i E2F1 miktarindaki dalgalanma, E2F1’in
PKA aktivasyonu durumunda zamana bagh olarak degredasyona ugrayip, daha
sonra geri besleme mekanizmas:1 sayesinde hiicre i¢i seviyesinin normale
donmesine isaret edebilir. Bunun yam swa, E2F1’in PKA tarafindan
fosforilasyonunun antikor tanima bdlgesi (epitop) lizerinde ger¢eklesmesi, bunun
da E2F1’in bu antikor tarafindan taninmasmi engellemesi ihtimali de so6z
konusudur. Nitekim S364 noktasy antikor epitopu igerisindedir. Hiicre igi
fosfatazlar, forskolin muamelesinden 6nce verdigimiz fosfataz inhibitdriiniin 24.
Saat itibariyle etkisinin azalmasi sayesinde E2F1’in PKA tarafindan ugradigi
fosforilasyonu ortadan kaldirip, E2F1°1 tekrar antikor tarafindan taninabilir hale

getirmis olabilir.

PKA aktivasyonu sonucunda E2F1, PKA tarafindan fosforile edilerek proteozomal
degredasyon acisindan hedef haline geliyor olabilir. Bu olasilig1 sorgulamak i¢in,
proteazom inhibitérii laktasistin varhiginda forskolinin E2F1 seviyesini nasil

degistirdigini arastirdik. Her ne kadar PKA aktivasyonunun E2F1 miktarmnda yol
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actig1 diislis proteazomlarin inhibisyonu ile ortadan kalkiyor olsa da, laktasistin
forskolin olmaksizin tek basma verildiginde E2F1 seviyesinde forskolinden daha
yiksek bir diislise yol agmaktadir. Bunun nedeni, proteozomal degredasyonla
kontrol edilen bir proteinin E2F1 seviyesini kontrol etmesi, veya E2F1’in
proteazom sisteminin yoklugunda ubikutinlenmesinin bu proteinin antikor
tarafindan tanmmasimi bloke etmesi olabilir. Eger ikinci olasihik gecerliyse, PKA
tarafindan meydana getirilen bir fosforilasyon, E2F1 wubikutinasyonu i¢in
engelleyici rol oynuyor olmaldr. Birinci olasiligin gecerli olmas1 durumundaysa,
E2F1’in degredasyonunda proteozom sistemi degil, baska bir sistem rol oynuyor
olmalidir. Bu sistem, E2F1’in hedefi de olan ve E2F1 {izerinde potansiyel kesim
noktas1 bulunan kaspaz-3 enzimi olabilir. Bu nedenle, bir sonraki asamada kaspaz-3
inhibitérii ve laktasistin ile beraber forskolinin etkisini sorguladik. Laktasistinin
E2F1 seviyesinde meydana getirdigi diisiis, kaspaz-3’{in inhibisyonu ile ortadan
kalkmaktadr. Kaspaz-3 inhibisyonu, ayn1 zamanda forskolinin E2F1 seviyesinde
meydana getirdigi diisiisii de ortadan kaldirmakta, fakat tek basina uygulandiginda
yine E2F1 seviyesinde diisiise yol agmaktadwr. Bu durumda, eger E2F1 hem
protecozom hem de Kkaspaz-3 tarafindan pargalaniyorsa kaspaz-3 inhibitorii
varhginda E2F1 seviyesindeki azalma proteozom komponentlerinden bazilarmnin

kaspaz-3 hedefi oldugunu diigiindiirmektedir.

Beklendigi gibi E2F1’in PKA tarafindan hiicre i¢i kosullarda fosforile edilebilmesi
icin, dncelikle bu iki protein arasinda fiziksel bir baglanmanm olmas1 gerekir. Bu
nedenle, E2F1 ve PKA proteinlerinin her ikisini de forskolin muamele edilmis ve
edilmemis hiicrelerden immunopresipitasyon yoluyla ¢oktiirtip her iki kompleks
icerisinde karsilikli (resiprokal) baglanmayi gostermek istedik. Sekil 4.17°de
goriildiigi gibi in vivo sartlarda PKA ve E2F1 birbirine baglanmakta ve baglanma
forskolin aracili PKA aktivasyonu durumunda daha da kuvvetlenmektedir. iki
protein  arasmdaki  baglanmanin  gosterilmesinden  sonra  hiicrelerden
immiinopresipitasyon ile ¢oktiiriilen E2F1’in, saf PKA katalitik alt iinitesi ile in
vitro kinaz reaksiyonu kurulup reaksiyon iriinleri PKA siibstrat antikoru ile
isaretlendiginde, PKA’nin E2F1°1 fosforile de edebildigini de belirledik (Sekil
4.18).
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E2F1’in PKA tarafindan fosforilasyonunun E2F1 fonksiyonunu nasil etkiledigini
arastirabilmek i¢in, E2F1 iizerindeki potansiyel PKA fosforilasyon bdlgelerini
Alanin (A) ve glutamik asit (E) aminoasitlerine doniistiirdik. Elde ettigimiz
mutantlarin transfeksiyonu ile ektopik E2F1 ekspresyonu saglayabildigimizi
belirledikten sonra (Sekil 4.27, Sekil 4.28) bu mutantlarin E2F1 fonksiyonuna nasil
etki edecegini belirlemeye ¢alistik.

E2F1, hiicre dongiisiiniin kontroliindeki anahtar transkripsiyon faktorlerinden biri
oldugu i¢in, hiicre proliferasyonu lizerine de dogrudan bir etkisi s6z konusudur.
Hiicre proliferasyonunu sorgularken, hem hiicre dongiisiiniin aktif fazlarinda
bulunan hiicre miktar, hem de halihazirda metabolik aktivite gosteren, yani

yasayan hiicre sayismin 6nem arz edecegini diistindiik.

Hiicre dongiisiinlin aktif fazinda bulunan hiicre miktarmi belirlemek i¢in, Ki67
isaretlemesinden faydalandik. Ki67, mitoz esnasinda kromozomlarm yiizeyinde,
Gl, G2 ve S fazlarinda ise nikkleusta bulunan bir proteindir. GO evresindeki
hiicrelerde ise ekspresyonu bulunmamaktadir (Scholzen ve Gerdes 2000).
Dolayisiyla bu proteinin isaretlenmesiyle, hiicre dongiisiiniin aktif fazlarindaki
hiicreler saptanabilir. E2F1 mutantlar1 ile stabil transfeksiyona ugratilimis
hiicrelerde, E2F1’in PKA fosforilasyonunu taklit eden mutantlarin hiicre dongiistine
girigi yavaglattigini, PKA fosforilasyonunun engellendigi mutantlarinda ise hiicre
dongiisiiniin aktif fazinda bulunan hiicre miktarm arttirdigini, dolayisiyla siklusa

girisi kolaylastirdigini saptadik.

Hiicre dongiisiiniin aktif fazinda ya da dinlenme fazinda oldugu fark etmeksizin,
metabolik aktivite gOsteren, yani yasayan hiicre miktarinin belirlenmesinde, MTT
analizinden  faydalandik. MTT, yani  3-(4,5-dimetillthiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum  bromid, hiicresel NAD(P)H-bagimli oksidorediktazlar
tarafindan formazan’a indirgenir. Formazan’in renginin yogunlu§una yonelik
kolorimetrik analizlerle, o anda analiz edilen Orneklerdeki metabolik aktivite

gosteren hiicre miktar1 goreceli olarak hesaplanabilir (Mosmann 1983). MTT
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analizi de, Ki67 deneyiyle tutarli olarak, proliferasyonun E2F1’in A mutantlar1
tarafindan arttirildigini, E mutantlar1 tarafindan ise yabanil tip E2F1’e gore anlaml
bir sekilde baskilandigini gosterdi. Dolayisiyla, E2F1’in PKA tarafindan
fosforilasyonunun, E2F1’in proliferatif 6zelligini baskilamak yoniinde bir etki

gosterdigi iddia edilebilir.

E2F1, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinin yani sira, apoptozisin diizenlenmesinde de
onemli bir rol oynar (Qin ve ark. 1994, Shan ve Lee 1994). Bu nedenle, E2F1
mutantlarinin proliferasyona olan etkisi hakkinda daha net bir kaniya varabilmemiz
icin, E2F1 aracili apoptozisin E2F1 fosforilasyon mutantlar1 tarafindan nasil
diizenlendigini de belirlememiz gerektigini distindik. Kaspaz-3 aktivasyon
miktarmin belirlendigi analizde, yabanil tip E2F1’in, kaspaz-3 aktivasyonunu bos
plazmidle transfekte edilmis hiicrelere gore yaklask %50 oraninda arttirdigmi
belirledik. E mutantlarindaki kaspaz aktivasyonu yabanil tip E2F1’e gore ¢cok daha
yilksekken, A mutantlarinda kaspaz 3 aktivasyonunun azaldigmn saptadik. Ozellikle
T130A/S364A mutant1, kaspaz 3 aktivasyonunu bos plazmidle transfekte edilmis
hiicreden bile daha diisiik bir seviyeye ¢cekmistir (Sekil 4.43). Bu sonuglara gore,
hiicre i¢1 cAMP miktarmm artmasma paralel olarak aktive olan PKA bizim
belirledigimiz {i¢ amino asit lizerinden E2F1°1 fosforile ettiginde E2F1’in hedef gen
tercihini degistirmekte ve E2F1’in apoptozis indiiksiyonuna sebep olan kaspaz-3 gibi

genlerin promotoruna yonlendirmektedir.

E2F1, hem kaspaz-3’ii hem de Apafl gibi apoptotik genlerin ekspresyonunu
indikleyebilmektedir (Matsumura ve ark. 2003). Bu nedenle, kaspaz-3
ekspresyonunun E2F1 fosforilasyon mutantlarindan nasil etkilendigini de arastirdik.
Gergek zamanh PCR ile kaspaz 3 transkripsiyon seviyesini inceledigimizde,
bekledigimizin aksine yabanil tip E2F1 ile transfekte edilmis hiicrelerin kaspaz-3
transkripsiyon seviyesinin bos plazmidle transfekte edilmis HEK?293 hiicrelerine
gore daha diisiik oldugunu saptadik. E2F1’in tekli E mutantlary, kaspaz-3
ekspresyonunu baskilamaya yonelik etki gosterirken, tekli A mutantlar1 kaspaz-3
transkripsiyonunu yabanil tip E2F1’e gore arttirmaktaydi. Her ne kadar bu tablo

kaspaz 3 aktivasyon sonuglariyla tam olarak tutarli gdriinmese de, en diisiik kaspaz-3
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aktivasyonu gosteren mutant T130A/S364A°nin kaspaz 3 mRNA seviyesinin yabanil
tipe gore daha diigiik olmasi, en yiiksek kaspaz-3 aktivasyonuna yol acan mutant
T130E/S235E/S364E’nin ayn1 zamanda en yiiksek kaspaz 3 mRNA seviyesine sahip
olmasi tutarh bir sonug olarak goriinmektedir. Kaspaz-3 mRNA seviyesinin yan1 sira,
E2F1 mutantlarmin kaspaz-3 protein seviyesine olan etkisini arastirdigimizda,
TI30A/S364A mutant1 ile transfekte edilmis hiicrelerin yabanil tip E2F1 ile
transfekte edilmis hiicrelere gore daha yiiksek kaspaz-3 proteinine sahip oldugunu,
T130E/S235E/S364E mutantiyla transfekte edilmis hiicrelerinse yabanil tip E2F1 ile
transfekte edilmis hiicrelerle ayn1 seviyede kaspaz 3 proteini barindirdigmi saptadik.
Dolayisiyla, kaspaz-3 mRNA ve protein seviyeleri goz Oniine alindiginda; E2F1’in
Ozellikle E mutantlarmm kaspaz-3 aktivasyonuna olan etkisinin kaspaz-3
indiksiyonundan ziyade, diger apoptotik proteinlerin ekspresyon/aktivasyonu ile

olustugunu iddia edebiliriz.

E2F1’in apoptozis ve proliferasyon dengesinin ayarlanmasmda 6dnemli olan bir diger
hedefi p53’e baktigimizda, E2F1’in S235A, TI30A/S364A ve S235A/S364A
mutantlarmi eksprese eden hiicrelerde p53 seviyesinin arttigin;; ancak, E
mutantlarinda p53 seviyesini anlamli bir sekilde etkilenmedigini saptadik (Sekil
4.33). p53 protein seviyesinde herhangi bir degisimin gézlenmemesi iizerine p53

mRNA ifadeleri arasindaki farkin incelenmesine gerek duyulmadi.

E2F1’in transkripsiyonel olarak kontrol ettigi ve hiicre dongiisiinde gorev alan diger
bir proetein olan CREB’in (Chae ve ark. 2015) protein seviyelerinin degisimine
baktigimizda E2F1’in 6zellikle S235A/S364 A mutantlar1 basta olmak tizere E2F1’in
PKA tarafindan fosforilasyonunun engellendigi mutantlarda CREB’in protein
seviyesinin arttigmi, E mutantlarmin ise CREB seviyesini anlamli bir sekilde
etkilemedigini saptadik (Sekil 4.35). Bunun {izerine, E2F1 mutantlarinin CREB
MRNA seviyesine etki edip etmedigini inceledigimizde hem Alanin hem de
Glutamik Asit mutantlarinin mRN A seviyesini artirdigini saptadik. Bir genin protein
seviyesi ile mRNAs1 arasindaki tutarsizlik, ilgili proteinin translasyon sonrasi
modifikasyona ugrama ihtimalini akillara getirmektedir (Saeki ve ark. 1999). Bu

ifade farklar1 sonrasi p-CREB seviyeleri incelendiginde p-CREB seviyelerinde bir
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degisim oldugu goriilmektedir. Bu degisimlerin anlamh olarak degerlendirilmesi
bakimmndan mutantlarin p-CREB/CREB oran1 hesapland1 (Sekil 4.42). Sonuglar
incelendiginde E2F1’in ektopik ekspresyonunun CREB fosforilasyon oranmin
azalmasima neden oldugunu saptadik. CREB proteinin fosforilasyon oranmi en asagi
seviyeye ¢eken S235A mutant1i  iken; TI130A, S364A ve T130A/S235A/S364A
mutantlar1 yabanil tip E2F1 ile aynm seviyede CREB fosforilasyonuna neden
olmustur. Ote yandan, T130A/S364A ve dzellikle S235A/S364A mutantlar1 CREB
fosforilasyon oranini ciddi seviyede artirmakta, S235E/S364E mutant1 ise CREB’in
fosforilasyonunu  adeta  yok etmektedir. Ozellikle, S235A/S364A  ve
S235E/S364E’nin CREB fosforilasyonu iizerine olan etkilerinin zit olmasi ya PKA
tarafindan fosforile edilen E2F1’in CREB defosforilasyonunu indikledigini ya da
PKA’y1 kendinde tutuklayarak (sequester) CREB fosforilasyonunu engelledigini
diistindiirmek tedir.

Hiicre proliferasyonu enerji tiretimine bagh bir siirectir ve E2F1’in bu siirecte gorev
almis olabilecegine yonelik ilk bulgular fonksiyonel olarak aktif olmayan pRB
varhginda oksidatif metabolizmanin artmasi ile gsterilmistir (Hansen ve ark. 2004).
pRB’nin bu 6zelligi deney hayvanlari ile yapilan deneyler ile de dogrulanmistir.
Farelerde pRB’nin adipoz doku spesifik knock-out edilmesi adipoz dokuda
mitokondri sayisinm artmasina ve bazi mitokondriyal genlerin ekspresyonlarmmn
indiiklenmesine sebep olmustur. (Dali- Youcef ve ark. 2007). Benzer sekilde E2F1’in
hiicre i¢cinde susturulmasi durumunda da mitokondriyel biyogenezin arttig
gosterilmistir (Goto ve ark. 2006). Bu bulgular, pRB/E2F1 yolagmn hiicrenin enerji
metabolizmas1 lizerinde etkin rol oynadigmi distindirmektedir. Ektopik E2F1
ekspresyonunun oldugu hiicrelerde yiksek proliferasyon seviyesiyle birlikte aerobik
glikolizin de arttig1 gosterilmesine ragmen E2F1’in kayb1 da farelerin kas
dokusundaki glikoz oksidasyonunu arttirmaktadir. E2F1, glikoz oksidasyonu
tizerindeki etkisini besin sensorii olarak gorev yapan ve glukoz oksidasyon inhibitorii
olan PDK-4 (Piruvat Dehidrogenaz Kinaz 4) enziminin transkripsiyonunu artirarak
gosterir (Sugden ve Holness 2006), yani E2F1-aracili PDK-4 indiksiyonu glikoz
oksidasyonunu baskilar (Hsieh ve ark. 2008), bu durum muhtemelen negatif geri

besleme mekanizmasi olarak kullanilmaktadir.
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Bu  bilgiler dogrultusunda, PKA-aracili E2F1 fosforilasyonunun glukoz
metabolizmas1 lizerinde etkisi olup olmadigini belirlemek i¢cin ilk olarak E2F1 ve
ortamdaki glukoz konsantrasyonu arasinda iligki olup olmadigi incelendi. Sekil
4.45°de gorildiigii gibi glukoz konsantrasyonun artmasina parallel olarak hiicresel
E2F1 seviyesinin de arttig1 ve 8g/L glukoz konsantrasyonunda en yiiksek seviyeye
ciktig1r goriilmektedir, her ne kadar 20g/L glukoz konsantrasyonunda E2F1 seviyesi
biraz azalsa da yinede bu noktadaki e2F1 seviyesi 1g/L glukoz konsantrasyonuna
gore daha yiksektir. Bu sonuglara gore, artan glukoz konsantrasyonu, E2FI
stabilizasyonuna katk1 saglayarak E2F1 seviyesinin yiikselmesine sebep olmaktadir.
20 g/L glikoz varhgmda hem hiicre proliferasyonunun hem E2F1 seviyesinin
azalmas literatiirde de belirtilen glikoz toksisitesi ile uyumludur (Lorenzi ve ark.
1985). Her ne kadar ektopik E2F1 ekspresyonu gostermeyen hiicrelerde 4g/L glukoz
varliginda hiicre proliferasyonu daha fazla gozlense de ektopik E2F1 ekspresyonu
gosteren HEK293 hiicrelerinde artan glukoz ve artan E2F1 miktarlar1 ile orantili bir
proliferasyon so6z konusu degildir, hatta glukoz toksisitesinin ortadan kalktigi
soylenebilir (sekil 4.44). Bu durum E2F1-PDK-4 ekpsresyonun indikksiyonuna bagl
olarak glikoliz ve devamida oksidatif fosforilasyonun dengelenmesi olarak
acikklanabilir, yani hiicrelerde sinirsiz bdliinme ve enerji lretimine miisade

edilmemektedir.

E2F1-aracili PDK-4 geninin ekspresyonunun indiklendigi sartlar olusana kadar artan
E2F1 ekspresyonunun aerobik glikolizi ve oksidatif fosforilasyonu artirdig:
bilinmektedir. Buna parallel olarak hiicre proliferasyonuna enerji saglamak igin
E2F1’in hiicre i¢cine glukoz alimma etki edebilecegini diislindiigiimiizden yabanil tip
ve tiim mutantlar1 ektopik olarak eksprese eden hiicrelerde “Glikoz Uptake Assay”
testinden faydalandik. Sekil 4.46 ve 47°de goriildiigii gibi, 293T hiicrelerinde Alanin
mutantlarin hepsi hiicre i¢ine glukoz alimmi artirrken Glutamik asit mutantlari
bunu fazla etkilememistir, oysa LnC AP hiicrelerinde de Alanin mutantlar1 yabanil tip

ve glutamik asit mutantlarma gore daha fazla glukoz alimin1 indiklemistir.
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Pankreastaki Beta hiicrelerinde E2F1’in insiilin salinimi, kas ve yag dokusunda ise
insiilin duyarlilig1 tizerine etkisi oldugu bilinmektedir (Fajas ve ark. 2004, Annicotte
ve ark. 2009, Blanchet ve ark. 2011). LNCaP hiicrelerinde yapilan dencyde her
mutantin insiiline bir cevap olusturdugu saptandi (Sekil 4.48). Normal LNCaP
hiicrelerinde insiilin muamelesi ile glikoz hiicre i¢i alintmi yaklasik i¢ katina
cikmustir. Yabanil tip ektopik E2F1 varliginda insiiline verilen cevap insiilinsiz
ortama gOre iki kat daha artmustir ki bu durum da E2F1’in yiiksek insiilinli
ortamlarda da hiicre icine glukoz alimini destekledigini gostermektedir. E2F1’in
PKA tarafindan fosforillenmesi sonucu hiicre i¢i glikoz almim oranlar1 ile
proliferasyon 6zellikleri degerlendirildiginde aslinda dogru orantili bir iliski oldugu
asikardir. Yani, E2F1 ektopik ekspresyonu proliferasyon siirecinde enerji kaynagi

olan glukozun hiicre i¢cine alimini artirarak da proliferasyona katki yapmaktadir.

pRB/E2F1 yolag: glioblastoma, akciger, meme, mide, prostat ve kolon kanseri gibi
degisik kanser tiirlerinin olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (Chen ve ark. 2009).
Bu yolak, kanser hiicrelerinde sadece hiicre dongiisiinii degil, lipid biyosentezini,
glikolizi ve oksidatif fosforilasyonu da diizenleyerek kanser hiicresinin
proliferasyonunu kontrol eder. Literatiirde E2F1 ekspresyon seviyesini ve
aktivasyonunu cesitli anti-kanser tedavilerinin sonucunu da etkilemektedir (Cao ve
ark. 2014, Chen ve ark. 2014, Yan ve ark. 2014). E2F1’in post-translasyonel
modifikasyonlarinin  kanser hiicrelerinin  fizyolojisini  etkiledigi literatiirde
belirtilmesine ragmen post-translasyonel modifikasyonun kanser tedavisinde ilag
direngliligi lizerine etki gosterip gostermedigi literatiirde bahsedilmemis bir konudur
(Meng ve Ghosh 2014). Bizim sonuglarimiza gore PK A-aracili E2F1 fosforilasyonu
hiicrelerin proliferasyonunu etkilemektedir, ancak bu fosforilasyonunun kanser
hiicrelerinde kemoterapi ilaglarma olan duyarlilik {lizerine de etki edip etmedigi
merak edilmistir. Bu amagla, PC3, LNCaP, H1299 ve 293T hiicre hatlarinda E2F1’in
yabanil tip ve mutantlarinin ektopik ekspresyonlar1 saglandiktan sonra bu hiicreler 2
ug/ml Sisplatin ile 72 saat inkiibe edilmis ve ardindan bu hiicrelerin canliligit MTT
yontemi ile belirlenmistir. Elimizdeki sonuglara gore yabanil tip ve mutant
E2F1’lerin ektopik ekspresyonu farkli hiicrelerde farkli sonuglar ortaya ¢ikarmuistir.
Ornegin, p53-negatif olan H1299 akciger kanser hiicrelerinde E2F1’in hem Alanin
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hem de Glutamik asitin ikili ve tiglii mutantlar1 bu hiicreleri Sisplatine direngli hale
cevirirken yine p53-negatif olan prostat kanser hatt1 PC3 hiicrelerinde ayn1 mutantlar
bu hiicrelerin Sisplatin duyarhhgmi ciddi seviyede arttirmustir. Oysa, p53-pozitif
olan LNCaP ve 293T hiicrelerinde mutantlarin etkisi yabanil tip E2F1’den farkh
degildir. Literatiirde de belirtildigi gibi E2F1 yiiksek ekspresyonu Sisplatin direncine
sebep olmaktadir;ancak bizim sonuglarimiza gore E2F1-aracili cisplatin direnci

p53’den bagimsiz bir mekanizma ile saglaniyor goriinmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Hiicre ici fizyolojik kosullarda, PKA’nin katalitik alt iinitesi ve E2F1
birbirine baglanmaktadir ve bubaglanma PKA aktivasyonu ile artmaktadir.

E2F1, PKA tarafindan fosforile edilebilmektedir.

Forskolin aracili protein kinaz A aktivasyonu, E2F1 protein seviyesini negatif
etkilemektedir. Forskolinin bu etkisi, PKA inhibitorii ve kaspaz 3 inhibitorii
ile ortadan kaldirilabilmektedir. Proteozom sisteminin inhibisyonu ise

forskolinin E2F1 seviyesi lizerindeki negatif etkisini hafifletmektedir.

E2F1 {zerindeki iic potansiyel PKA fosforilasyon bdlgesinin fosforile
edilemez Alanin (A) ve fosforilasyonu taklit eden Glutamik Asit (E)

mutantlar1 basariyla elde edilmistir.

E2F1’in Alanin mutantlarinin ektopik ekspresyonu hiicre proliferasyonunu

arttirmaktadir.

E2F1’in Glutamik asit mutantlar1 hiicre proliferasyonunu baskilamakta, ve

apoptoz indiiksiiyonuna neden olmaktadir.

E2F1’in PKA fosforilasyon bdlge mutantlary, kaspaz 3, CREB ve p53

proteinlerinin ekspresyonlarini farkl olarak etkilemistir.

Farkl glukoz konsantrasyonlari, E2F1’in ektopik ekspresyonunda hiicre i¢i

E2F1 protein seviyesinde dalgalanmalara yol agmaktadir.

E2F1’in ektopik ekspresyonu, hiicre proliferasyonunun glukoza bagh

diizenlenmesini ortadan kaldrmaktadir.
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10. E2F1’in PKA tarafindan fosforilasyonunun engellenmesi, hiicre i¢ci glukoz
almmi arttrmaktadir ve bu hiicre proliferasyonunun hizlanmasma katk1

yapmaktadir.

11. S235 aminoasidinin fosforilasyonu hiicrelerin insiiline verdigi glukoz alim
tepkisini negatif etkilerken, T130 ve S364 aminoasitlerinin fosforilasyonu

pozitif etkilemektedir.
12. E2F1’in  ektopik ekspresyonu, PC3 (p53-/-), LNCaP (p53 wt),

H1299 (p53 -/-) ve 293T (p53 wt) hiicrelerinde sisplatin duyarliligini

arttrmistir.
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