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ABSTRACT

E2F1 gene, which was discovered by the demonstration that adenoviral E1 and E2
genes were responsible for transcription of viral genome, resides @mtharm of

20th chromosome. Its product is a protein comprising 437 aminoa&itk.
dimerizing with its partnef=2F1 becomes active during G1 phase of cell cycle and
induces the transcription of numerous cell egtsociated genes sueb that of
DNA Polymerase.As well as being transcriptionally controlled, E2F1 activity is
modulated by means of pesanslational modificationd?osttranslationdl, E2F1

is acetylated by?/CAF, methylated by Set 9 apdosphoriated by CHK2. While

Set 9mediated methsition leads todegradationof E2F1 CHK2 and P/CAF
mediated modifications preverbet9mediated methylation and prevents its
degradationln addition to postranslational modifications occurring in response to
pathological situations like UV exposure and DNA damage, E2F1 can also undergo
posttranslational modifications by various molecules under physiological
conditions. Epinefrin, adrenah, endotdin-1 and numerous chemokingday
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 pathsvaye 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. P is the

first second messwer discovered and elicits its biologicdfeet by activating
PKA enzyme. Activated PKA elictts its biological effect by phosphorylating target
proteins which contain Serin or Treonin amino acids in concensus RxxS/T Imotif.
general, increase of cellular cAMP level and resulting PKA activatigatnely
regulate cell proliferationUnder the light of these we thougihat 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
amino acid sequence of E2F1 and fouthdee hypotheticakonsensus PKA
phosphorylation sitesThese phosphorylation sites are RYET, RLLS ve RMGS
amino acid sequences and these are localized at3®7 232235 ve 361364
positions. By assuming the fact that Serin and Treonin at these sites will be
phosphorylated by PKA, and thepdosphorylatios would affect the activity of
E2F1, we converted codons of Serine and Treonin to-plassphorylatable Alanin

and plosphorylation mimicking Glutamic acid codon on eukaryoti&2F1
expression vector we createdAccording to our results, PKAmediated
phosphorylation of E2F1 sesno have an effect on cell proliferation, induction of
apoptosis, glucose uptake and cispfatichuced cell death.

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

XX. Y¢29g Bl aadénovdah E2 genint anéml anmaseéni il e E 2
tanémlama -aléxkmalaré baklaméxkter. E2F t
ve apoptozda g°rev alan bir anplk &2Failen ai |l e
¢, YeEs2IF1 adéné albme kgréub. adahgectddi e dyagnekaded | u p ; 1
isoform s apt anameEKit red e én - ok - a pradedninmma yapeé
retinoblastomd ¢ m° r |p&B (Retirblglastomgp r ot ei ni ) atkide ver i | ¢
bajl andeéej é Dga’hsat egahma k,tsiardaelc@k nkaal nasredra h ¢ c 1
dej il her h ¢ pRBeile eae] | B2nFK1eq§ ién Tgahskripgyon | mi kK t |
fakt°r¢ olarak g°rev yapan B&BPUNAGdmRB il e

hedef sinbbaplarza ve hedef genl erin transkr
H¢ecre dongeées ¢ npRBO D ar | dedighdsgleserdest kalan ve

DP (Dimerizasyon Partneri) ailegproteinlerle het er odi mer ol uktur
h¢gcrenin d°nge¢ye bedeaésigeinl saj ha yarcoanko t ¢
bajl amedak genlerin traHsgskrepsbP Pagerganden
Poimeraz | gibi® ne ml i g°r evl emteinn ddnskmpsiydnuno - o k

i nd¢kEZFE,n h ¢ c mde meydany gelgmatglojikdurumlarda Apafl

ve pb53 ind¢ksiyozss¢sdadbwmxg at @8k map@emiao da k
Bir proteinin h ¢ cyasxk a mébmud ak adar nebmb i protl eianlinma s e
fizyolojisinde megdaomgetieacaekt deji s mhen
gerejini d¢mWNgrndekrime KDINAd ihra.sar € gi il npat ol
ord a n fazl a modi f i kraislyminkat i w ] r abOINeA €& h ags®asrt ée

durumlar haricinde E2F1 proteininin pasars | as yo ne | modi fi kasyc
dair bir bilgil i t er at ¢r de .bBU uwn gmmsham E2F1apioéeminin

aminoasit di zisini inceledi]jiwmadcAMR besir
taraféndan aktive edi |l enulPsgtort etién Kli anlmizl

saptadBl baPKAdmdan RYETRI RLLS;35 ve RMGSe4
dizilerinde TBO, S235 ve S364 minoasitlerinden fosforilee d e r e k E2F16i
aktivitesini ne dalduk f S8 zakalkustuk bP & diejl iemii

daha ¢@°°steer i | med iéjkinmddhkeerzo!|l ma ©° zel Buj i t at
nedenle, PKAar ac él é mBgybnmunE@B1Bimne provei feras)
apoptor s s¢recindeki farkl e davranék!|l ar énén
ediyoruz.



2.GENEL BKLGKLER

21 H¢cbengg¢gdlée¢cre Siklusu)

H¢e¢cd@ nge¢gs-<o] al mak y ana k Rrefelh euryeah gd r ede
ger - ekHdiredize biyokimyasal aktivitenin v e mor f ol o jerirk dej i
ger ¢l dej ¢ bir S ¢re-tive.sendomize Dlgytaeserisikino or d i n
temegdedlngBggrreen hegcre,eneotrifkol @lj a kakvebigr bi
beeeyen i ki hg¢gcre ol ugShamdapdvaWaf2000) ¢y ¢ t a ma

H¢ecdeng 668G evrel er i nidtesfazya huk & hgamnemely ék

s¢rmeciekirdek bl ¢nmesini yvae] | aiytamp | miztma z
b%Inmesi ol ar aki biitMergareDQ Theicdll oykle: priaciples of

control. USA , Shankland ve Wolf 200Q) k e k i.1Gy f2a. z18), di nl enme

olarak da biinenve G f azéna girmeden hemen °nce ye
farkl elakmaya ujramék ve/veya yeniden hy
kalkan h¢gcrelerin bupluamdaigda eygmrldeémrce Hea
yéll arca Db°l ¢nmedendakialuaybgiun rHierr . s iHgya le

bel ¢nme yetenekl| e(Shemi96yer i kazanamazl ar

Gifazénda spesifik h¢gcre fonksiphyambEada | -
bol mi ktarda RNA sentezlerdi°rg.g¢Boatrolpr ot el
edenproteinlervemi t ozdan sonra yar éymald ¢lkegyne loggir &
ul akt érgeraldiproe-iinh er de varder. Ayr éca, b u
gerekli DNA pol i mer az gi lsanteztenirr - Yoakkolegakk2ikaat d e
s¢rdeg] Kuswmnesi uzun fazédbophasakuhkabdbi] e
kontr ol noktasé S fBauz ekncant g iorl (GEknkorkrkilaarstérnala
nokt &8s daze¢nallacalo ol an DWIAr stealsmgl &mldnaa d €]
kontrol edi lir. Ejer her hangi abérr vyha sha
apoptoag i d e r e Kyarfg ve;Kiorhbduth 1999)

Sentez (S)f azénda yheBK8awalkt obgpegini kDANSAyonu i 1| e
I -indeki DNAGNnén miktaré iki kateéna -éka
ikiye b°l ¢necek DODNANmMiglcireea ed i(YanD wek aotl ur



Kornbluth 1999, Shankland ve Wolf200§ fazénén bitikiyle DN
ve Gevresi né&; fgpez- i 94 4 pratein ve RNA sentezi devam eder.
Mitotik i ] i pl i k-%inkcl¢elrlimiozith °vne;, B M@ & g badar
k ul | a ndéil]jgarotairker sentezlenir. Bunlarla birlikteni t o z b°1l ¢ nme [
gerekli olan enerji biriktirilir. Bufag n s oyanimitdzafaz éna gi r meden h.
°nce hatal é sentezlenmik DNA sarmall ar éi
nokt asée( ®al womwot r @Mbrgam Dk The £edcycle: principles of

control. USA , Yang ve Kornbluth 1999)

Mitoz b°l ¢nbhesgakl agéehkall hg (¢ ®Ilnnpkrelsac rfea z é c
Mit oz, daS dfuapzléeink e ol an kromdhzamleayreé ne kKii K i
payl aktéreldej é kompl ek s bir olaydeér.
evrelerinden b ¢ ok ea kht°slidgéorkea snie z il e sonl
Sonrad®nda, Gtfekzréeari | e (MogganaD®. Tehel el cycle:

principles of control. USA)

Siklin B — .
C w '
\dkl)/' M\

/
/
I/

] (Cdk4/6)

\ 2
o o '77
SillllimyA ’ ‘o) Ot
«cdki " - S } _IR_,b
SillliinpA

kekil Hgcde D°ng¢se¢nde GomHeer Al dAnBicbek &olnemr ol ¢ng¢
i-in kontrol noktalarénda g°rev alan kompone



22. H¢ecbengKeptroGymaeBAll amxenl er

221 Si klinler ve Siklin Bajémlé Kinazlar
H¢ cd® n gnggsikei ° neml i temel stlakien shajéemler k
Siklinler ve Siklidr nBpgmhéaKi eartar kagc
kompleks dkek?)8i Rt ilaf¥ Si klin Bajeémlée Kina
-eKithi¢gcldi%enige¢s ¢ meenk in i g° z | eadi. SikinflSken s er me
Baj eml €& Kinaz k o mip°l negk¢ssl deatidi N evrdleginde e

ger -ekleveelstfg@eggumca Si klin/ Siklin Baj e ml
f a r hedet proteinlerin fosforilasyonundan sorumlud@iacinti ve Giordano

2006) G¢ng¢gmg ze kadar onal t e adet siklin t
tanéml anamayan ve bajlanma partnerl eri 1
ol duj u d ¢ K @Gmagnti veeGkordand 2006)

Siklin/ Siklin Bad ®mg &sbgni¢chma z If arz| agéene y°
Me me | i h ¢ ¢ f a dkénfeni alash 8Kklik®D ve SKInE, G/ S fazé ge- i k
kontrold mekt edi r . I -D fbaurl kulnématkitpa dSBit, kD2 Mnu n | ar

D36d grkH gEa el erdeDdltar gl éeelSs gt eayon g°ster
ekspreg on g° st er e n-D8 b Giacintipre Gicsdano DES Klin-&

K f ape kahig olup bunlar SikhiEl ve Siklin E2 6 d i r . tB tnsam k i alt
t¢e¢mer dokularénda ve fare dokulGamgenda be
ark.2001)

Mitotik siklinler olarak adlané r €é | a PA v8 ISkliihB.n hdeémngg¢s ¢nde
SIGI M fazlarénén ge-iklerinden sorumludur

mayoz S¢recingegevree z2rkeerne egliilidedhel i pespbesea

tipi olan SiklinA 2 somat i k h¢cr eles nmdas ekgpreesel i f er a
edilmektedir. Siklin-B 2 mitoz b°1l ¢ nme s¢recinde
Kekillendiril mesi ndseh¢gdlrre vdPn ggkemgn SGX/IN

aktif rola | ma k(Jaekohaave ark.1995)

D-t i pi si k!l i sentezkenergk Ee e islreddir ve mitojer
gerefaxzénda Cdk4 veyaol QWkhk aHitami e Staceynp | e k s



1999) Siklin D/ Cdk aktivitesi rpilmeke edk r |
Sklin E protein seviyesseGi/ S fazé ge-ikKinde arteék g°st
fazénda arteéekeé il 8u f&xdalCikl sadede SikliwAl eleme k't e d i
kompl eks ol ukt bemaSklin-Aihenk éeSiklin-ECie kdnpleks

o | uabilir (Hocheggerve ark.2008, Lim ve Kaldis 2013)G;@den M fazéna
ge - i Kt e-Bipmtein sBviy&si damar ve @kl SklinrAédan ayFréel ép S
Boye bajSiaknléirn proteinlerinin ve siklin |

dal gal andma gh, gicerneg m| séal jéljaémaek t ad ér

Erkenor t a dYdamén:d a o {Dd/edkdn vey& iISkliO1iadk6
kompleksinin ve @f azéneén ge- d ° n ebfcdk@ #oamplegdriuk an S
taraféendan h¢gcre dP°ngeé¢gsenegn déegzenlenmesi

Retinoblastoma proteininifosforilasyondur( k e k2). | 2

BUuvume Faktorleri

l

Cilkklin D/CAleA

v

pRB — pRB-P

m
N
=

<

S fazina gegis

k e Ri2l Rb/ E2 F Helcapé.d°nge¢seendepRgR2R vy all ajné n@hk 4k e m
g°steril mesi



2.2.2 Retinoblastoma Protein Ailesi

RetinoblastomaProtein (pRb) ailesi Rb/pl0O5Rb 2/ p130 ve pl07 ol ma
proteinden d/ploxinsen kroraodoenunda 1®yldkalizasyonunda

bulunurken Rb2/p130 alt tipi 16pl2.2 ve  pl07 alk tipi ise 20qll.2

l okal i zasyonund¢@Baldi veuatkuld9d6akn ssalrer neopl az ml a
Rb/p105, Rb2/p130 mut as ywa@an | & € gasterknbka beraber pl07

mut as y o-nolhadirodaralar a s t (Iclamuve ark.2000) Retinoblastoma

aile ¢yeleri b¢y ¢k or arsahatr. Rb@/pi80lve plD7 g° st e
at i pl er i %50 benzerl ik g¥sterankedcda RbdA:

glsterirler.

Retinoblastoma ailg, y e | er d ° rmghpgugeca protekpr ot ei n et ki | ek
sonucu Apocikndib® dgeai ndleamn fsopremai sfyi ckne | dej
uj r a makPaggide ark. 1996) GRet domaiynaop éls@ll gecsliar

fonksiyonel i ki b°l geden vV e b u ki b°
ol ukmaktadér. Fonks i yoxiteelr halngn bu ri kaimi o€
czeyap éslE@XtEaamnoas it mot i fi bia-jrethakdd eérp.r ot e
LXCXE mot i fi i - er e n-tippgikonkere histoh elgasetilazldn a k € n d
(HDAC) ve baz@EBNA t ¢m°r virg¢gslerinion sent e

bul un mé@WMeinked €995, Leee ark.1998)

Retinobl ast oimai nadiel eh ¢écyreel edhichg ¢ 8@agng meknbnt
pPRB (pl05)oynar.p RB h¢cre d° ngyg¢s ¢ n¢ nkadémelidlaeakz é nd an
fosforilasyonauj r ar Ve b u fosforilasyonlar d° n
fosforilasyonlay p R B 6 forikgiyonel olarak inaktivasyonuna nedemroH ¢, c r e
d°ng¢se¢ sérasénda gAlzdreeamdanp RBr ifnoesrf oo li dr
tarafendan ak+idbiave mbeadi lkd ma A bjafkabziémkeamu nel u d |
d ° niedeD-tipi siklinler,p RB6 ni n i ki KAXHE rdtligféelsernie a
lebaj |l ameerdwmrsayede kendidkeroiyneepmamijplREB c d k-
t a K &ablay | edkdeve cdk6 Rb/pl05 veRb2/p130 fosfotasyonu yapar

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

fosforil aspRlnknan fugmrmaysaynonel dejikime ujrar



ol ar ak da LXCXE moti fi il e kendine b a
ayr él maGit aden-ge - od? ais klimE e SkinA, cdk2 ile

komp!l eks oDeubudawver ankr 199y HDAC enzimlerinin p
ayr élpRbde eksi yonel ik i-E/dulf2 lveya Siklimdicdk2 Si k| i r
araceéel éjeyla fosf or i ISklm-¥/lodk2uva Skih-ARdkZ n¢ a- m
amc él e fosfor iEPFegye ORBpm oared éandcharen ayr el ér

2.2.3 E2F Protein Ailesi

E2F tranksripsiyonf a k @ P F e s id °© h g gesaoptaisde g ° r aawn bir
protein ailesidikréenda 9 8a0déelnioviyebal anE2n gbean
tanéeémlanmaseée ile E2F ail esi ¢ Z&aovasai d e k | t
ve ark. 1986) Bu tanéemlanan fakE2F1 dathaa ktoénrr a
(HazarRethinamve ark.2011) Ar d é.nEZARm gr ub urnvae ¢cyzee rainare
- ok éldaPR@kikma nser h pRBrlecelkieew ii mdlee ol duj u g°ste
(Bandara ve La Thangue 1991, Kaelir ark.1992) Sonr ak i yéellarda
n¢egkl eot i tbaliar sk nk inl Ipa méeymead iidlaghyab Kk | ainll eeynem
ve t ¢m E2F ¢y elD adegrotech esaforntug a p t a iiPel@gertves r
Ginsberg2008) Bu aile ¢yel eri i - e ryk fipk/atipik i yapeé
ol ar ak @a\YrFé lasial edeap,y enl eytr i2npill @ n daédskripdiyora s €
s¢recinde g°sterdiklemBinaakgPRiei,taeye spg®rge
gruptaincelenmektedrAk t i vat ° r lekk(EF1,B2FA,E2F3g),Repres® r

E2 F aieti @2F3pyE2F4, E2F5) vEn hi b i t ° r lerE(B2F6, BR7d, e ¢y e
E2F7b,E2F§ ( keki | 2. 3) .
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E2F1 eucine Zipper Earked Box I- [B |
5
E2F3a| |||| - - L _I u €
<
E2F3b I W [
e [N NI B T s
S l | E ] |
w
ZL B W [ M a
E2F7a ] -lanmam -!:nma Bé_ |§
S e N e g
I
Zg—— § 2 aa 2§ ™
Kekil2.3. E2 F protein aA il lee cyyealeesrkir i ptsi yonel et ki | ¢
gruplandeérél makt adeéer | &F.heddf lgénlennaakivasyoneiF ¢y e |
arttéreérken; Repres®°r E2F ¢yeleri hedef ger
Knhibitoer ©°zellikteki E2F ¢yeleri ise aktiva
bajlanérlar ve di] er engglenektedirlenfErtaslnveak. y ap mal a
2016)
E2F aile ¢yeleri arasgomel hamégamedar khe

E2F1, E2F2 ve E2F3a oifansakr i pgsRB/paodon eyl a paékpt
taraf éendan ,[E2FBb, E2E4 ve ERFFSItranskkipsiyonee pr ess°r  g°r
g° r Rbp/pl30ve p107t ar af éndan (Gaubaiaie ark.2000) H2FGr | e r
Polycomb prat e i nl er i idier ieot kbhdjelkamkéekl!| ar & pro
metilasyonuna sebep olardakr a ns k r i p srlaryMorkel velak . 499& Dia

Stefanove ark.2003) E2F7 ve E2F§ s e spesifi k ol dPalgebeaeré
bajl anarak transkr ((Dfsseetanove arki20@83ps k €l amakt ad

E2F1, E2F2, E2F3a trakhksprepypadfmoghgdehehr |
G/ S ge-makhzemdem seveyh y e rusdgiameshisve DNA

sentezi I - igemlerigterr eerkslkir ioplsainyonunu ind¢gkl ey



gi r mes i (Cam & @ynlachtr 2003, DeGregori ve Johnson 20062F3b,

E2F4 veE2F5 h ¢ cr e d° hgegs ewvgm®s i nd esentezeairéen de¢ze
Bunl ar, h ¢ c rGg ve eerkem dof A Zzre nrd Kb2/plBMve HDAC

enzimleri ile nukleustak o mp | ek s hojlcdRen g s5f m¢gzmenda ger ek
ol an genler i n & asaknes(kakahdgbe arko2@0D, Attweal\e

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

fakt Cigelreerkiabetci dbhijrer kK dgdiflldeey & aa relkaarr ark
hedefl erine bajl anmalhamaékntéei henideer épeebser .
E2F 061 er i rurdururlaglaguirgarve Lees 2007)

E2F ¢yel er i t r anskr iklgris heged rgenlerin pronmotbrgrial e d
baj | anab iDimeez&syon Partneri (DP)simli proteinler ile kompleks
ol ukt ur md EHelnveatkd@®AE2F7 hari- bu aile ¢ye

DP1 veya DP2 ile dimes | u Kk t.UE2Fda v &2F7hlt tipleri iseDP-b aj € ms é z
olarakdahedeDNA 6 ya baj | a(@manbndrbydve &k.169%)i r

2.2.3.1E2F1 Proteini

E2F1 proteini437 amino asien meydana gelir20. kromozomun uzun kolunun

11. 2 b°lgesinde yer al an vyekodanenk2Fb na sat
proteinio mur gal € c aartdleanba00 raa raleseenad a0 | i g°ster me
(keki.Di2e4. E2F ail esi cyel eri giSbhbigemaksi
fazendaE2R4 rhi¢kcerre ni n R)eBilmesie nt B z genlerek | |
transkripsiyonuo s aj | a ma(Chea deé ark. 2009) Bu nedenl e h
d°nge¢seéeneégn seameesz nfde@kénang °nemlkabulpr ot e

edilir.

E2F1lfomksi yonu Retinobl as(@Dgonaldo®) E2-l ei ni [

pRB ile heterodimer lou Kk t wdad thgdaf genlerinin  promotoruna

bajl anamap&azakemdiam genlmirnd¢sRkIr@pmmea psi
ve ark.1993) H¢ecr e d° ng¢s ¢ nB2RL, Sklinba §f & miéadar ak
taraf endafosfo piRIBloenm me s i sonucu PRIRIlee st k al

heterodimero | u k thadefwgnlerippr o mot or b°l gelerine baj



transkripsiyonau i nd ¢ kLd @mmangue 1994)E2F1 hedefi olan genlerin
promotorud a bul unan ve WWASEBWBJIATTISSCECA Nd ] 8BS0
har fi burada sitozin veya guaninvam¢ k|l eot
der Wattve ark.2011) E2FXa r a capskrigsiyanel nd ¢k si yona wujrayar
en bilinenlerih ¢ cr e d° ng¢s £PEReCDG25AIkIn Da Ve&iklin

E ile DNA replikasyonu ve/ veya Dhdfolata mirin
Re d ¢ kDHBR}, DNA polimeraz alfaRe p | i k as y oRFRC3Fva@a RAD32r 3 (
dir.(Slanskye ark.1993, DeGregonve ark.1995, Ohtanve ark.1995, Inoshitave

ark. 1999, Stanell@e ark.2002, Brackewe ark.2004)
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MMM

i39
139
i39
139
139
134
137
116
137
131

189
189
i89
189
189
iB4
187
166

isl

——=MALAGAPAGGPCAPALEALLGAGALRLLDSSQIVIISAAQDASAPPAP
——MALAGAPAGGPCAPALEALLGAGAIQLLDSSQIVIISAAQDASAPPAP
—=MALAGAPAGGPCAPALEALLGAGALRLLDSSQIVIISAAQDASAPPAP
——MAVAGAPAGGPCAPALEALLGAGALRLLDSSQIVIISTAQDASAPPAP
—=MAVAGAPAGGSCAPALEALLGAGALRLLDSSQIVIISTAQDASAPPAP
——MAVA-—PAGGOHAPALEALILGAGALRLLDSSQIVIISTAPDVGAPQOL—
—=—MAVA-—-PAGGOHAPALEALLGAGALRLLDSSQIVIISTAPDVGAPQVE

- =MATAGGARAAG—————— LAALLGGA~———— ~SPHLLIVSASEE-—~———— =
MSEGFISGOTSEDLLADFESLLNNGSIDLSEDHQIVIIST——— == === —=—
—=MSOEFGVSYSCSEGDFGALWEAGTFOQVAE-QQIVIIST~—==—=—=— P
TGPAAPAAGP--CDPDLLLFATPOAPRPT-———-PSAPRPALGRPPVKRRL
TOPAAPAAGP-—~CDPDLLLFATPOQAPRPT~———-PSAPRPALGRPPVKRRIL
TEPAAPAAGP-—~CDPDLLLEFATPOAPRPT-———PSAPRPALGRPPVKRRL
AGPAAPAAGP-—-RDPDLLLFATPOQAPRPT - ———PSAPRPALGRPPVKRRL
AGPAAPAAGP-—RDPDLLLFATPQAPRPT-———-PSAPRPALGRPPVKRRL
—=PAAPPTGP—-RDOSDVLLFATPOAPRPA~-—-——-PSAPRPALGRPPVKRRIL
TGPAAPPAGP-—~RDPDVLLEFATPOAPRPA-—-——PSAPRPALGRPPVKRRL
AGGCRP——————— DADLLLFATPOPSRPG-———-PAPRRPALGRPPVKRKL

—— PG TAT TS T-—ATGDILLFATPHHTSTGTTSLPDHRRPILGRPPVKRKL
DV EPAEAAGNPGLSEAELMLFTTPOGPSTS ————-YTAQRPDLGRPPVKRKL

DLETDHOQYLA~-—~—ESSGPARGRGRHPGKGVKSPGEKSRYETSLNLTTKR

DLETDHOYLA-——-—ESSGPARGRCRHPCKGVKSPGEKSRYETSLNLTTKR
DLETDHOQYLA-—-—-—ESSGPARGRGRHPGKGVKSPGEKSRYETSLNLTTKR
DLETDHOQYLA-———ESSGPARGRGRHPGKGVKS PGEKSRYETSLNLTTKR
NLETDHQYLA~--—-—-ESSGPARGRGRHPGKGVKSPGEKSRYETSLNLTTKR

NLETDHOY IA--——ESLPAARGRARI PCGRGAKSPGEXKSRYETSLNLTTKR
DLDSDHOY ICTSRTASNGPTPPATPAPPRVPKLAVEKSRYDTSLNLTTKR
DLETVSRYNO--—-—-EALOTPRGKGKRPLKAVKSPGERSRYDTSLHLTTKR

FLELLSHSADGVVDLNWAAEVLKVOKRRIYDITNVLEGIQLIAKKSKNHI
FLELLSHSADGVVDLNWAAEVLKVOXRRIYDITNVLEGIQLIAKKSKNHI
FLELLSRSADGVVDLNWAAEVLKVOXRRIYDITNVLEGIQLIAKKSKNHI
FLELLSRSADGVVDILNWAAEVLEKVOXKRRIYDITNVLEGIQLIAKKSKNHI
FLELLSRSADGVVDLNWAAEVLKVORKRRIYDITNVLEGIHLIAKKSKNHI
FLELLSRSADGVVDLNWAAEVLKVOKRRIYDITNVLEGIQLIAKKSKNHI
FLELLSHSADGVVDILNWAAEVLKVOXKRRIYDITNVLEGIQLIAKKSKNHI
FLELLSOSPDGVVDLNWAAEVLEVOXKRRIYDITNVLEGIQLITKRKSKNNI
FLDLLAQOSPDGVVDLNWASOVLDVOXKRRIYDITNVLEGIHLISKEKSKNNI
FLELLSOSSDGVVDLNWAAOVINVOXRRIYDITNVLEGIHLITKKSKNHI

OWLGSHTTVGVGGRLEGLTODLROLOESECOLDHLMNICTTOQLRLLSEDT
OWLGSHTTVGVGGRLEGLTODLROLOESEQOLDHIMNICTTOLRLLSEDT
OWLGSHTTVGVSGRLEGLTEDLROQLOESECQOLDHLMNICTTOQLRLLSEDT
OWLGSHAAVGISGRLEGLTODLROILOESERQLDHLIEICTTOLRLLAEDS
OWLGSHATVGISGRLEGLTODLOQLOESEQOLDHLLETCSTOLRLLSEDA
OHLGSHTMVGIGKRLEGLTOQDLOQOLOESEQOLDHIMEICTTQLOLLSEDS
OWLGSRTMVGIGORLEGLTODLOOLOESEQOLDHLMEICTTOLOLLSEDS
OWLGSOQVAAGASSRORLLEKELRDLOAAERQLDDLIQTCTVRLRLLTED?
OWLGNRIDGASLARFOEILOKEVSELTEAEEKLDELINKCSLOLRLLTEDT
W LGY TSY AEYNSRYOSTLKDCOKLEDOQEKQLDKLIEMANTOQLKLFKEE ~

DSQRLAYVTCQDLRSIADPAEQMUMVIKAPPETQLOQAVDSSENFQISLKS
DSQRLAYVTCODLRS IADPAEOMVMVIKAPPETOQLOAVDSSETFQISLKS
DSORLAYVTCQOQDLRSIADPAECOMVMVIKAPPETQLOAVDSSETFQISLKS
DSORLAYVTCODLRSIADPAEOMVMVIKAPPETOQLOAIDSSETFOISLKS
DSORLAYVTCODLRS IADPAEOMVMVIKAPPETQLOAVDSSENFQISLKS
DTORLAYVTCODLRSIADPAEQMVIVIKAPPETOQLOAVDSSETFQISLKS
DIQORLAYVITCODLRSIADPAEOMVIVIKAPPETOLOAVDSAETFQOISLKS
SNOHAAYVTCODLRSIVDPSEQMVMVIKAPPETQLOVSDPGEAFQOVSVRS
ENKKLGYVRCODLRNIVDPPDOQI IMVIRAPAETAMOVSEPSEGYQISLKS
ECHNFGYVTCODLRSIADPSERMLMVIRY PPDTDMCVSDPAEAFOMSILKS

138
138

138
138

136
11sS
136
130

i88
isse
is88
188
is88
i83
i86
165
186
180

238
238
23¢&
238
238
233
236
215

229

288
288
288
288
288
283
286
265
286
279

11



H.sapiens

P.troglodytes
M.mulatta

C.lupus
B.taurus
M.musculus

G .gallus
D.rerio
X.tropicalis

H.saplens

Mmulaﬂa

C.lupus
B.taurus

M.musculus

G.gallus
D.rerio
X.tropicalis

H.sapiens

M mulatta
C.lupus
B.taurus
M.musculus

G gallus
D.rerio

X.tropicalis

H.sapiens

M.mulatta
C.upus
B.taurus

M. muoo.lw

G.gallus
D.rerio
X tropicahis

Ke kil

H¢ecdenge sGghtda z egnPdrae v I i
duraksamasemda

ekspresyon n u n

fakt©or
akt

vV e

289
289
289
289
289
284
287
266
287
280

338
338
338
337
338
331
333
304
330
330

384
384
384
383
384
377
379
351
378
375

431
431
431
430
431
424
426
397
425
422

4 .

d°nge¢sé

E2F1 apoptoziss ¢ r eci nde

er i

f

KQGPIDVFLCPEETVGGISPGKTPSQEVTSEEEN~-RATDSATIVSPPPSS
KOQGPIDVFLCPEETVGGISPGKTPSQEATSEEEN-RATDSATIVSPPPSS
KQGPIDVFLCPEETVGGISPGKTPSQEATSEEEN-RATDSATIVSPPPSS
KOGPIDVFLCPEESAGGISPCGKTPSOGTASGEED-RPVDPATTV-PPPSS
KQGPIDVFLCPEESVGGTSPGKTPSQGAASGEED-RTADLATAVPPPPSS
KOGPIDVFLCPEESADGISPGKTSCQETSSG-ED-RTADSGPAG-PPPSP
KQGPIDVFLCPEESAEGISPGRTSYQET~-SG~ED~-RNADSGTAG-PPPSP?P
TOGPIDVEFLCPEDSSGVCSPVEKSPEFKAPAEE = = = = = o= o= o o o o o LSPGSSQ
SKGPIDVFLCPEDSSGVCSPVTDCSPAKSSNOSP-AKSD—~—~~~ PASQE
TOAPIDVFLCPDDSSGVCSPVTSPTKTSQAEPSSINQAEPLPSVQPKEES

PPSSLTTDPSQSLLSL~-EQEPLLSRMG-SLRAPVDE~DRLSPLVAADSL
LPSSLTTDPSQSLLSL~~EQEPLLSRMG~SLRAPVDE~DRLSPLVAADSL
PPSSLTTDPSQSLLSL~-~EQEPLLSRMG~-SLRAPVDE~DRLSPLVAADSL
PPSSPASDPSQSLLSL--EQEPLLSRMG-GLRAPVDE-DRLSPLVAADSL
PRSSPATDPSQSLLSL--EQEPLLSRMG-GLRAPVDE-DRLSPLVAADSL
PSTSPALDPSQSLLGL--EQEAVLPRMG-HLRVPMEE-DQLSPLVAADSL
PSTSPTLDPSQSLLGL~~EQEAVLPRIG-NLRAPMEE-DRLSPLVAADSL
QRASPLLHSAQDVNML~~LPEALLPGTALPTKCPTED~VSLSPLASMDTL
VISTPTTLPSSSPLPLHTDSESFLDSDPFSGICAMPD~FDLSPL~DSDFL
PASIPMLDIGLCGLLSD--MQEPFLPPEN---EIPLDSTLNCLPLSPSNLL

LEH-VREDFSGLLPEEFISLSPPHEALDYHFGLEEGEGIRDL~~FDCDFG
LEH-VREDFSGLLPEEFISLSPPHEALDYHFGLEEGEGIRDL~~FDCDFG
LEH-VREDFSGLLPEEFISLSPPHEALDYHFGLEEGEGIRDL~--FDCDFG
LEH~AREDFSGLLPEEFISLSPPHEALDYHFGLEEGEGIRDL~~FDCDFG
LEH-VKEDFSSLLPEEFITLSPPHEALDYHFGLEEGEGIRDL--FDCDFG
LEH-VKEDFSGLLPGEFISLSPPHEALDYHFGLEEGEGIRDL~-FDCDFG
LEH-VKEDFSGLLPGEFISLSPPHEAVDYHFGLEEGEGIRDL~~FDCDFG
LEN-GKDDFPGFLADEFIALSPP~-QPQDYHFGLEEGEGISEL~~FDCDFG
LERSGAADGLGLPLDSFICLSPPH~-SQDYHFGLEDEEGVSEL~~FDCDFS
LDY-=-RDAMPDFLPNDFISLSPAS~-SQEYSFGLOTCEGAAELFNFDCDFS

DLTPLOF 437
DLTPLDF 437
DLTPLDF 437
DLTPLDF 436
DLTPLDF 437
DLTPLDF 430
DLTPLDF 432
DFTHLDF 403
DLVPLEF 431
GLTALDL 428
Canl él ar arasénda E2F1 protei

yé¢ksek

ni n

eken Ras da bilinmeyen

dur ak s a ma(suler ae ajk?2001) aB umalknt aydaém é
° nefMmk e kaglE2FRawrlaecré | £s t

de

337
337
337
336
337
330
332
303
329
329

383
383
383
382
383
376
378
350
377
374

430
430
430
429
430
423
425
396
424
421

n

bi

di

r
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Zi sini

ol dujudynbis ERrFrl
barBgyydfreekst & hril petr iverERFL
ol duj,d° ngamaum!| d ud ma £ 1
olabilmektedir (Qinve ark.1994, Shan ve Lee 1994Buna ek olarakb¢ y ¢ me
odururauntdh 8 a s u yda kkiigeadabilanek &

ma d

me k a |

s é



apoptozisi nd ¢ksi yonu E2FIltttémmaps8 inli gWuave €lnlea ram
Levine 1994)Bunun enplageéchk se pb53hycokaltamjpiBnda ve
verildij-lamdhe eg2Fl kmkhk eapdptamiQevedkmas eder
1994, Shanve Lee 19988 ug¢n kabul g °E2F& ARFtpreteimininy e g°r
ekspresyonunu nd ¢ k | eMpM-R2e kb as k €1 a n ma s(Sheral998)ed en o
ARF il e NDMP2l @B alne bajlanamadeéj éndan pb53
sonucu par - al e&pFha sAeRFebnignea d &jné rdur uml ar da
¢ zer idepb® aktivasyonuna nedem| ma k (Liaddtrem ve Wiman 2003)

ARF-baj éml & veya baj émspgoptotikapkoteilevadan 8dx,an p5 3,

Pumave Noxa i ndg¢ksapoptozinug ey ae&rl ek mesi ne ne
(Schuler ve Green 2001)Bu n a e k ol ar ak E2F1, p536¢
ger -ekadkktvei pl masénée sajlayan ATM (at a:

Chk2 (checkpoint kinase Zenlerinin ekspresyonunu da n d ¢ (Bdrkewvich ve

Ginsberg 2003, Rogoffe ark.2004) E2F1,p53 stabilizasyonuaek olarakp 5 3 6 ¢ n
pro-apoptotk k o f a k't °r | e r2i(ApaptosEisnStimAlStindPrtein of p53)
genlerinin de e k s p r e shyaoj neuaplogozi§ en d skelbesype r
olabilmektedir(Chenve ark.2005, Fogale ark.2005)

E2F6i n p53 ¢zerine pSBdeE2EfL &I Bi hikenkoy awenda
eder.Bu kontrol; p2tCdk4Rb yol aj e ¢zeri nddproteBl&1 pr ot
olukturduju heterodi mer yapélaréenén enge
geri besleme,p 5 3 seviyesinin laro wgotaklawdhry, biridir- i n K 1
(Wikonkal ve ark.2003) E2F1, p53 d e n b aojaraknisapaptozie neden
olabilmektedir.Bu yolakardan biri E2Far ac € | € ¢ eapoptetkp/we e n pr o
Apaf1 genlerinin ekspresyonununn d grkesider(Irwin ve ark.2000, Moronive
ark.2001) Ay r &2F4,,antiapoptotikMcl-1 6 framskripsiyonf akt °r ¢- ol an |
kBOonin ek shparsekseylopoptamisa kd ¢ K si yonuna katkeé
(Ma ve ark.2002, Stanelle ve Putzer 2006)T ¢ m b unl ar én yaneénda
apoptotikk Sitokrorc ve Apoptosidnducing Factor (AIF) ekspresyoinu

baskél a¥épekBgrlesyonunu ind¢gkl eyer ek h ¢ «
edilmesine de sebep olabilmekted{Susinve ark.1999, Mave ark.2002, Carthy

ve ark.2003)
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Mdm

/——/" EZFl 1
l\ATM / (it

Chi2 AlF
B 3
B:E Nf kB S Fazl Genle
Apaf- pitof

Anti-Apoptotik
Proteinler

Apoptozis » PIrolifevasyon = R

Proteinler

kekii BRRL.poteininin apoptotik ve prol i Ezt ati f S ¢
transkripsiyon fakt°r¢gnegn hgcecre doPngegsendeki
hedef proteinl e (Etasunke@rn20l6) k g° st er i mi

23 pRb/E2F1 yolajénén biyolojik ve patol
2.3.1 Embriyolojk Gel i ki m S¢reci ndeki Etkileri

¢ok he¢gcrelii bir organizmanén embriyo d°n
bir Kekil de geli ki mi i -1n h ¢ epotozigjgr ol i f e
belirli bir d¢zende i | ebrelne meg % n @y esréenkeme k

baklamasénda i h epomaie n ge ndk k 1ge°nrmeevs iynadpet €] €
embriyoni k gelikim s¢recinde de g°zlenen
°neml i r(bshiveark.”2@8) E2F1 e mbr i yoni k gel i ki m s

d°ng¢negn S fazéneéemt gerl-deuk luenkdmens i E 2iF-1i ng ekn

14



gelen ve E2F106in fonksi yeobrivonum midbfagiidal | ey e n
evresine ge-ikinde dur aksamaybo znekdlewnk lod rma
meydana gelmekted{Duronio ve ark.1995, Tsave ark.1998) (Tanakave ark.

2003, Sunve ark.2006) Dahad a ° n,e BRF1 fsnksiyonununb o z ul mas é
embriyo asimetrisine da e d e n o |(Fageketak.@0®X) Yani, E2F1 erken
embrboni k s ¢re-te ventral ve posterior h¢ct
s¢recin simetrik ielt &inl eyragiSuaki veaHkemati nd a d a
Brivanlou 2000)

E2F1proteini embriyonik gelikim s¢grecinin erKke
organogenez s¢recihderebket | nk p,eboumplfae feand n «
ol gun n°ron h¢ csréen@eanpbetive ark.20t1k Moéa ve arkna

2012, Rovanve ark.2012 Kusekve ark.2001)n® r on hg¢cr el erinin mi
ve neokorteksoé6in gel i KLi vmiDiCdoeBlodora 2004n e ml i |
Verheydeve ark.2006, Andrusiakve ark.2011, Minamideve ark.2014) Sinir

h¢cr elelriimiimi gve mi gr E2Blysmirsursure miand es &rog
i 11 kK ki sduyudsteilerinicgre | i dedefhmnem| | g°r emektedt ¢ st | e
- ¢ n E2F1fonksiyonundaki bozuklulg © zreent i resinddp&tolloglere neden

ol ma k (Mandamwe ark.2011) Buna ek olarak E2F1 si ni r i -uedam é
kul aj en i -siliyerédts¢gmesnglpacliar € n, (RpehdSanchemven d e

Beisel 2007) dermisde ep i d er ma | y a p € lvatr &lma kfaodeamansmys cém
(Changve ark. 2004, lvanovave ark. 2005) d a ma piretrik gelik i mi nd e
(Amasakive ark.2003) di Kk iwe edi t el i mda® nt agt°kr leévll 2w ma
¢, S tetele duyu ve sindirim sistemi organogensamde g° r e v al makt ac
(Andreevave ark.2012, Zhangye ark.2012) E2F1,di J er deésbédueu gil
gerek intraut er in ded9Yaeaeekse ondan argamzama K i S ¢
benlee] ¢nég ol ukKkasiveias kaekl ekto rsuiysatne mi nin e mbr i
de® ne ml i g°r e VFHl@GR e mustaahsiypotnilraeksgresgooumunc u E 2 |
dej i kmelsei kékeérdak Ve ke midke | ymepdaaé n d a [
gelmektedir (Dailey ve ark 2003) E2F1,a y n é zamanda kemik %
yapélaréenén b¢tenl ¢] é¢neg sajlayan kas dok
ile birlikte etkilidir (Jiangve ark.2000)
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232. Ener j i Me t|azbeorlii Btkiteaksi &

Embriyonik s¢é¢re-ten itibaren h¢creler i
amaceyla devaml él ék g°steren hg¢gcre - e
aktif r ol Hyonaeakt-adéaner j i kaynaj é ol a

metabol i z mals¢ezrednal eF2 E 1 b i r(Fajased ark¢202,1 e n me k
Dali-Youcefve ark.2007) E2F] kendi si de bir tPPERpskrips
aracél éj eyl a ¢ zaedni |peonfedkat keB)ii E2RZkar ac €| @ PPAR
ind¢gkskyvonal adiposit ol uk um s(gajagvs i boyu
ark.2002) Di jyarndan,E2F1y a] d o Koulsanmidokondriyel aktiviteyi

dol ayenarjgyrliea i maran malkéDadi-Yoiqefve ark.2007) Bunlara

ek olarak E2F1l i pi d metabolizmasénén bak akt?or ¢

ElementBinding Protein) geninin nd ¢ k s i yanjulnaum éilkiaashmer

ark.2012)

E2Fl @ ninin ekspresyonunun engellenmesiyle
°nl enmekt e; bununbthag, chet erkhéenpédokhkeayoni
sonucuy et er siz ins¢lin s a(F@asvemk200de y Knsg !l gel

sal @énéeéméenda ©° ne M2 gening°eksprasyonuruiE2khb aK ierml é

ol mapankkreasb-h ¢ cr el eri nde i ns ¢l in senitienz i Ve
ger ekl i ol duj uBlanchegve ark.2009)eukatele aarak E2F1,-F

tipiPFK2i nd ¢ksi yonumgui kedj kagar ek i (Dawle de r ol
ve ark. 1995) Gl ukoz metabol i zmas éaemmesininE2 F 1 t
yoll aréndan biri de, ayné zamanda besin

(PDK4) proteininin aktivasyonu (Hkieh gl uko
ve ark.2008)

E2F1 proteini Atpb5g1l, Coxb5a, Nudflc gi bi
alan proteinlerin ekspresyonunu baskel e
oksidatif f o nk s i(Blanchetvelak.2KB | aBwatkgmdleu bi |
ek éejERFLda pi d me t aksiddtififogfoniasyomunve glikolitik y o | aj €
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d¢zenleryeerrjeik met abolizm@semén dlrzreml enmasd
(kek)l 2.6

Glikolitik Metabolizma: Niikleotid Sentezi:
E2F1 -> PDK —1 PDH E2F1 -> DHFR
E2F1 -> PFK2 E2F1->TS

E2F1 -> TK

S — ﬁMM,WWNMAM g Lipid Sentezi:
- ‘J&x E2F1 -> SREBP

E2F1 -> PPAR2y

| Lipid Sentezi
Glukoz Aspartat
Asetil Coa

OAA T
Glukoz-6-P —— Niikleotid Sentezi t

Sitrat

Fruktoz-6-P

|

/ Piruvat al
Piruvat \ @
Asetil CoA / :

Sitrat

Oksidatif Metabolizma:
E2F1 —1 Atp5gl, Cox5a
E2F1 —1 Ucpl, Ucp2

E2F1 —1 PGC-1
E2F1 —i Pdk4
k e k i6.1 E2ZF1 proteininin enerji metabolizmes @ zer i nde kEn eertjkii lelrde s i S ¢r
kullanélan yolaklarda bulunan E2F1 transkrip
Piruvat Dehidrogenaz Kinaz; PFK2: Fosfofrukt
TS: Timdilat Sent et az; TK: Timidilat Kina z- SREBP:
Bajlayécé Protein; PPARL i Per B&ksepo™mr Préo x5&r
Oksidaz 5a Alt¢nitesi; Ucp: Milt Peroksimochr i y a | U

Gamma Kea kt i vit °rru;v aPtd kMde:h iRdirogenaz Kinaz Ksozim

233. Anji ogenez Sg¢recindeki Etkileri
Anjiogenezyenik an da marl luarmarsé&ngedrnd nabméinyao ni K S ¢r €
fizyolojik ojlagakezyzg,°rl&aseranyvepatdogkns er m
durumlarda-c& makn mé&me z a

E2F1 arjiogenezs ¢ r eci nde ol d uk sahipti® ERElaktivitesign® r e v | er
baskéldundlagdaé ndot el h¢cr edopdrragléigbgezas yam u
artma k t 4Qinéve ark.2006) E2F1,Vas k ¢ 1 er a EmBdoti,aney Fakt ©
( VEGF) sal enémédaé a qik \p lbdnspbXka raaretl Ieg.réey |l a vy
E2F1/ p53 o r tpeoteih 8gvigesindeEa@dimaya neden olsaddaj er

ani ogeni k fakt?°r | wrde proteib aevielerindenherbasge bira

dej i redtemel ma ma e¢ododeerark.2007, Bergerve ark.2010) Bunun
yanéeE2BlegpbA d énj] éms ézVaGhar a k ntd ayabilmektedib as k €1 a
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Bunu yaparken, E2F1 bir splicing proteini (Serin/Arjinizengin splicing proteini

SR protein) kodlaya®C35t r ans kr i ps i y o airu 8385, praVEGK | e me k t
proteininden arta nj i ogeni k ©°zel |l ik glsteren VEGF
att erken anjiogeni k VEGF165a (Mearzhanova u n mi k
ve ark.2010) VEGF 6in yané séra, FMEEGFR1@eeept °r |
KDR (VEGFR2) da E2F1 hedef genlerdir ve E2F1 her ki genin de
transkripsi yPRilaive ark.2010dSknlve-r ol ar ak E2F1,
VEGFl165a ol uknulmas k élbair kleingant én resept°rler:i

i nd¢gkl eyer ek adnojjirougdeanne ze tskeirleecmerkit ed i r .

234 Kanser ve Metastaz S¢recindeki Et kil e
Kanser ve kanser smgeasaziai mdsea nk a&rj kel askotné jyeen
-eékmaya - al éxajdpapkacadenbifdin 8umnedenlek a nser | e K me

cinde rol al a nmelseidneef ydenrelleirki np ebke | {

D

S¢r

yapeée

y°nelik bir i tkeki.m ¥arl iégydneéumkltaurda en s eéek
ser t ¢r¢ ol an me me kanserinde E2F1 t

|l mémrt ekmaBar -sonucunda, E2F106i n kans

kan
artekeée meydara bgpedametkdkkems ear i nin melt ast az
oy na ma Krhoanasgernve ark.2008) Me me kanserinin yaneé s
kanserler Ve mel anoma metastazlarénda d
b°l gesinin amplif i(kvanotpweratk.20§2 Ndsevwvem&. kt ed i r

2006)
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Normal Normal

. Dokudaki Kanserli Dokuda Dokudaki
Doku Kanserli Dokuda orotein Doku Protein

Boyanma Paterni Ekspresyonu Boyanma Paterni Ekspresyonu
Meme Kanseri s O Melanoma B 0
Karsinoid [ Over Kanseri e O
Servikal Kanser _:| l Pankreas Kanseri _:| l
Kolorektal kanser [y | B Prostat kanseri D O
Endometriyal Kanser _:l . Bdbrek Kanseri _: .
Glioma | ] [ | Deri Kanseri N B
Bas, Boyun Kanseri [N B Mide Kanseri Eees O
KaracigerKanseri [ | 5] Testiskanseri [y | B
Akciger Kanseri I B Tiroid Kanseri [y | O
Lenfoma [ e | Urotelyal kanser [ O

k e ki7l EZF1 proteininin d ok u Ve kamdeki t grklsemries gEarh oranl e
transkripsiyon fakt°r¢gnegn dejikik dokul arda

protein ekspresyon d¢zeyi (http://1 www. pt
E2F 1/cancer).
E2F1lmethastaz s¢recinde 1ol oynads] éna d

kolorektal kanserlerdenet ast at i k dokuda pri mer t ¢mor
y ¢ k €2Fk ekspresyonu | d u jbelinesnmeso | mu (Banerjeeve ark.2000,

Enders 2004, Blanchete ark.2009) Met ast at i k odakl arda art
ekspresyonumetastatikb © | g Bndddlat Sentaz ekspresyonuhda arteéexkeée d
beraberinde getirmekted{Banerge ve ark.1998, Banerjeere ark.2000)( k e k i |
28. Timi dil at Sentaz n¢kerzindiriBdenangnatr ¢ 2k @d e
n¢ k|l esentazid arttér malkkgcsainien i yplreol i hier asyo |
arttéermaktadeéer. ®Broanf eegaahad akagesdift g ir
beyBuUu bil gil eri @ddjarsu lazré nbio-l umdienunem nede
E2F1 ve hedef geni olan Skp2, karsinoma
nod ¢ | met ast azdak@’ xteare geas ve ldickknadatalt kerd € r

evr e g° s(Yasuivgaaksl999,iSalowe ark.2007)
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E2F], invazyom ve met astatik kap atranskripsiyomunut é K € n a
kontrol ettii]i matri kssaplt amZkapgaedalkke a z | ar
2000, Stanelleve ark.2002) ¥ zel I i k1l e MMP9 , MMP14 ve MM
artekena neden ol adyj @Bcalet matrksmetkld pr beeadben
promoter b°l gesi ndeg°?E?2tFelr (Jbhaspinesark. @E2) b ° | ge s
(kel8. | 2.

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 -1 Id4 -> IL8 & Gro-a
E2F1 -> VEGFC/VEGFR3

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

E2F1 -> MT1G

k e ki8 E2RL. proteininin h ¢ ci @vazyonu vV e met astati E2F1ls ¢r e - é

transkripsiygrréaktinragzyomu ve kanser met ast
hedef mo | e k Malterri .k s ( MMR:a | roteinaz; VEGF:
Beyéeme Faktor g F GFR: Fib ast B¢yéeme Fakt

|l oP
robl
Beyeme Faktor Resept ©flg) MT1G: Met al |l ot hione

Kanserin olukumu ve metastati k kager e-t e
tedavisinde-klnmbkeandllaan | antiol okylniamiak t at B
Cdk 2/ E2F lin wtro lvaa in évivo k o0 K u | Sigplatith sitotoksisitesini
etkilemektedir(Yu ve ark.2007) Mide kanserlerinde ve glioma gibi sinir sistemi

sold t ¢ m° r | E2F1i protkiainin ekspresyorr & &igplatin tedavising i r e n -
ol ukt ué @mehve aakd014, Yarve ark.2014)
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Bu bilgiler pRB/ E2F1 wereat] &@antéantodka nskgrae o |
°nebiriol ¢ o0¢¢8 sf e@n f&&nveeadk.20O9)

24 E2F1 Transkripsiy@®nakhRakta®ygneh HWModgi fil
E2F1 proteinininposttranslasyonel modifikasyonlata] r ayabi | eceJ i, 19
E2F1 fosforilasyonunun (@&chitve arki.1D89)eBs i il e
-al ékmada g° st errlitlreann sfkorsifposriiiaks yWaaik ItEB2r gan ¢
aktivitesini dej nydad@tFigwiktnd idrnijn Rbontr ol
sistemi d & § gdsarandlasyonel modifikasyonlar da kontrol
edilebil ecej i nikodn,kdéan dhyir rjmaapké V-eeelbéukeéma E2F
transl asyonel modi fi kasyonl ar é, fosfor
NEDDilasyonve PollADRRi bozi | ) asyonu ol(&re&R | gr2upl an

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

‘Leucine Zipper Marked Box :
~ Dimerizasyo olgesi 0

k e k 9. E2ZF1 proteininin postt r ans | asyonel meEBILfitkasnpkmli psé yon
bulundurduj u motifler aracél ejeyla fo fori
metilasyona wujrayabil mektedir. (NLS: ckleer
Baj | a°®mag eBs i , Rb : p Ri{Erntdsarjvelak .8046) B° | g e s i

241 E2F1 Transkripsiyon Fakt°re¢gnegn Fosfori
E2F16 i posttranslasyonelmo d i f i k a s ybwoi nskla-A/édk2d koo mp leksi

taraféendan fosforile , &FDHI mdeNsAibdyiar .baBu a hm
kapasie si ni a z Kilekvmark192bzeéarc dk 2 ki nazén yokl uj
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aktivitesinin engellenmesi durumungdaE2F1 fosforilasyonumn a zal mas énén
sonucu E2F16i n DNA b ajalranmyana geknekiedifLitve s i nd
ark. 1997) Bu meydana gelen dejngisngrmafn neder

I Kl eyi kK d¢gzeni bozuldujundan h¢gcre d°ngyg:

DNA hasaré& sérasénda akti vi2Fleidlives8sd. ATM v
pozsyonundaki Serin amino asitladen fosforile ederler Her ki fosforilasyona
ujrayan -E2F 1halj d 4 nubikutinizasyarb aj € ml é par -al an
kurtulur ve b°ylece E2F1 protlevenarkni n st :
2001, Stevense ark.2003, Wangve ark.2004) Stab i | i zasyomlan saj |l ar
E2FL, proapoptoti k genlerin ekmakeswvoat iayl &Kk
apoptozie y ° n Irie (dtkvensve ark.2003) Bu bilgilere ek olarak ATM ve

Chk2t ranskripsiyonel ol ar ak E2F1 taraf énc
pozitif kontrol me k a n i(Berkavishéve Gitsleerg@08,nt r o |
Powersve ark.2004)

E2F16CGHK2 t araf éndan fSeS864o eizi e ymgi lzamand a
MAPKAP-k i nase2 ( MK2) t ar a@deOGla@eaark®@2)Bw s f or i |
fosforilasyon epirubicine gibik e mo t e rag pa°ntliakr é n kull anél de
gzl enmekMEZAOMI n kteanrdai fsé n d p &dleréko akfive r i | e
edi |l di jp3dMH2E2 F 1 yol aj e bazé kemoterapi
gel i kKt i Pinlemergla séhiptr.

Posttrans | asyonel mo d i fsadkca stgbdizadyanun E£2F 11 d mak | a
kal maz, agndai gamdenquaroe tek inll ek i mi nider de k o

Adenoviral enfeksiyon durumunda aktive olan p34cdc2 enzini2iRl6 i S3 32 ve

S337pozisyoh ar éndan fosforile ettifji gesteril
PRB ile baj | anerwale kh én adenoviral E4 proteir
ind¢gkl emektedir. E4 ile bajlanan E2F1 d

olan E2A transkripsiyonunu n d ¢ k | e (Feg&ntearit.1904)
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E2F10bianzeé Db°l gelrazl agpetsarfafkénldian bfasf or
aminoasidler birden f@zleadi kebatHelh ar #fr @e
h¢crelerGirBkee 4B3F 1lve Thr 4 ;dvitrorcerztiadmdliae r h o d e ¢
d°ng¢sS¢gndam éndmerNIA poanskripsiyon fakt©or
fosforile edi(Vandel ve KauZzasdeselP99) miymtei rf osf or il
b°1l ge lHEKI2ZMI3NT h ¢ o wigol cetamdean @likojen Seat Kinaz3 b

( GSK3b) tarafendcan!| daj if @griad\waegek vel arki kK t i r
2007) Bahsedilenin vitro fosforilasyona neden olan iki kinazk olarak in vivo
Kartdaaryoha@& amino asitlerin p38 tarafeéndan
(lvanova ve ark. 2009) Bu fosforilasyon,E2 F1 6 i n n¢gkl eer tran
degredasyonunu edtkmektedir. Buna ek olarak p38r ac el é fosforil
keratinosit d ° noglkdeunjéun e b idIERFAMeS&k gibe sresr .
Kartlar énda N&KKt itvaer ad dinldem da MWamgVeor i | e
ark. 1999) Bu fosforilasyon, E2F1 DNA bajl ann
JNK aktivitesidien sldadghizive arlg, B041) Benzer durum

Ser 375 rezidyg¢s ¢élnitro ortamdd E2F1g Sakiide ite Ikompléks .

hali ndeyken, S&DX75 t rademibsomicdediiPeepeve ark.

1995) Sonraki vyéllandayna@pbPagenbhigicmklear d
kinaz olan CDKS8 tarafeéendan(Zhave drlo20IBor i | e €
CDKS8 taraféendan ger - ek E@ k il iranskiipsiyonel b u fo

aktivitesini etkilemektedir.

242 E2F1 Transkripsiyon Fakt°r¢gnegn Asetil
E2F1 proteini translasyon sonraseé f os
mod f i kasyonlara da ujramaktadér ondBBu modi
E2F1 proteinL y s 1 1 7, Lys120 ve Lysl1l25 rezid¢ler.
(Marzio ve ark.2000) Bu asetilasyon p300/CREBaj | ayan Protein ((

p300/CBRI | i kK kirl i ( PFlakkAP) t ar wifmektedira(Martigz2r - ek | e
Balbasve ark.2000, Marziove ark.2000) P/ CAF i -erijinde bul
Deamiraz 2 (ADA2) bajlama domaini ameabcag |l eajnéeyrl a

(MartinezBalbas ve ark.2000) E2F® i nn vitro veya in vivo asetilasyona

uj ramasé; konsensus E2F DNA bajlama b©°l
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ar t (Mamziéve ark.2000) Buna ek olarakE2F16 i n a s e AdtiMatmg y o n u,
Signal Cointegrate (ASG2 ) Il e direkt etkilekime gir
mitojenik tr anskaktpigv @lio°ntASCRailet E2F 1 & b n
interaksiyonu,h ¢ cr enin proliferasyonuna ve hg¢cre
o | ma k(Koagie ark.2003)

Bir asetiltransferaz olan tamteracting protein 60 (Tip60) ise SisplaEnmaruz

kamek h¢crel byde2@2F&20bysl25 rezide¢glerind
proteinin stabil i gvansDew Braecive arls.20]12) a Aayk teacdhé r
Tip60/ E2F1 kompl eksi ERCC1 ¢64iCampknientingy me E x

Growp 1) birikimini kontrol ederekSisplatin muamelesis o nr as € DNA tam

kontrol adé&re.naBiall imadkiSjaplatngnpaeuei FRCC1sonr a:
g°r m¢gk DNAOGnén tamir.i il e doj rnedavisine i | i KKk
diren-11il i KMiysraojoleaan2d08, ateffensewve ark.2009)

E2F1, ke nd i deasetilasyonunu destekleyerek
alabilmektedir.Bununi - i n b r d Sirtuis & (SIRM1Y ekspoesyanonu
arttéerarak asetilasyon ¢zer i rfRédiconive gat i f

ark. 2009) Bu negatif besllX megzamreikrachd z ma 8 § e ISl
pS3negati f kanser h¢crelerininnd ®NAéhashde
ger ¢l meBuebitgilerdi dojrulayéceée bi-imde
kanser tiplerinde SIRT1 eksp@mesweak.unda a
2011) Gor¢ldejeé¢e ¢zere kanserdendd,a-E2JRIT&INR

agtilasyonu ve SIRT-Ar a c € letd a sdyeoansu mu ht e me | hedef
gelmektedir.

Dijer btranslasypnel s modifikasyon olan metilasyonun da E2F1n
fonksiyonunda °©°neml:i gerevleri bul unmakt
Set9 tarxlf&mdaeziLdye s ¢ (Korgakiivd Takanidis20RQ) e d i r
Metill enmi kDNE2Fblaj | a mma afeffiikiitme sg°® st ern

ubikkétinlenmed ol ayéséyl a degredaskbeme lyialt kel ié k
E2F16i-8peskefnk Demetilaz 1 (LSD1) tarafe
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stabilizasyonunis a J | a m&lontaki d/es Talianidis 2010, Xiee ark.2011)
Set96un yané s ér a bi ProtethiAfjirenrMetitrartsferaz 5t r a ns f
(PRMTS5) , E2F1 proteinini Argll1l ve Arg
ujrat maBkit antkari | ameytoinl adsiyjoenrl ar ugt bnl ER mMmé § i
arttéerarak E2F16in degredasyonuna neden
proteinin he¢gere i -erisinde biri kmesine
transkripsiyon falkpdéptioant,ink hgelelfer ionl asmk g
ve p53b a ] & mmo@ozin i n d ankelsei n e neden ol maktad®eér
bulunmayan -baftéeml ér apbptoza yatkenl ek (
PRMTS5 met il asyon oln®B2KG il pEorapoptotaiki tgeniant

ekspresyonun daha fazla a(hoggakdl®d g° zl enmi Kt ir

243 E2F1 Transkripsiyon Fakt°r¢gnegn NEDDI | ¢
NEDDilasyon ubikutinrbenzerbir protein olan NEDD8 (Neural Precursor Cell

Expressed Developmentally Downregulated Ba j | a n mgeré- eikllee Kk e n b
modi fi kasyondur . E2 F® | mr olLtyesi 1n8i 5iladgiedan D 8N EaDrDe
uj r a ma k2Fa NEDDilasyonu aamnéas t t e g e metilasionae K e n
benzer bir bi- i mde; vp transkdpsiyonel saktieitbde | i z a s
azal maya yodloftuave arle20i2p BRA hasar e ol madeéej é
E2 F 1 6 rapoptqiik aktivitesini engelleyen NEDBsyorun bu etkisi DNA

hasar e sonrase NEDDg&ite i BeENPE o t(eSaesnd r i81)
E2F16den ayr él masé il e son bul ur. SE
DeNEDDiI | asyon, E2F16in p73 gibi hedef ge
s a | (Adakirve ark.2013)

244 E2F1 Transkri psiyon-Rbmkasyonmuenen Pol i (Al
Poli(ADP-riboz) Polimeraz 1 (PARPl)genomik stabilite ve kromatiyeniden

d¢zenl emadellmgi -(in °nemli bir n¢gkleer enzin
il e etkil exirme mgliar doi¢gjyigmaee ,faktor bmdgnd évar |
olarak E2F16 i ifonk si yonunda far krl e teatmdial ebr¢ yg°mse
faktolrdguj uBRRdFal @k ni vi tesi G2ndw kh gmree elsi k1 u

duraksamaya neden olurken; serums ortamda E2Fh r a capdptezis
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artt er (Kamati wedagkr 2015) Pol(ADP-rbo zi | ) asyonda ujray
negktaudi bas k efroremelp,pRbbaj ems ez E2Elgkbrepr
davranabilerBI N1 il e etkilekime ge-er. BI N1Oi n
olduju genlernrbarmeéntiaka@ad yas@n bir ger i
il e kontr olkrmektedirl di J i ni g° st

245 E2F16i ntr®ostasyonel Modi fi kasyonl ar é
Etkilexkimler:i

Bu kadar -trhrslankybnel mpdifilsasyamb i r bir i nden baj éms

etmes i d ¢ K ¢ Nighie, lEe24 1 posthr ans |l asyonelnémodi fi
birbirleriyl eoledtukiul egism2ebrhiOl impe&keadmwda E2F1
pozisyonundan met il | enmesi-translasyonelg® st er
modi fi kasyonlarén birbir i(gontakive Taianidisi | i kK K i
2010) E2F1 proteini, Lys1850dnecuNtBrenha® t ar af
b°l gesi nitikenm r ulviek degr e dryg e mma miertad. enmi
PICAFveCHK?2 i-in daha zayéf bi rasilashomver at ha
fosforilasyon engellenir. Bunun tersi odak |, Ser3646den-fosfor
ar aasetlhsgyod ar i - i n daha zayef bir substra
metilasyonu ger-eklekemeyen WEKBMakiyer ot ei n

Talianidis 2010)

DNA hasaré meydana geldijinde h¢cre hav
LSD1 demetilaz enzimi ile metillerinden kurtulur viesforillenmesi/asetillenmesi

I -1n CHK?2 ve eém/aCAhe syglkdti rmsefFod i1 emimi ke nE
degredasyondan kurtbluj u i - in bu Kartl ar cygoptaxi8 ng¢n¢ér

i nd¢ksiyonuna sebep ol ur.

246 E2F1 Transkri psi ykaotmasyoaukt ©r ¢n¢n Ub

Genel olarg, E2F1 degredasyondan pRB proteinin
ubikuitin-proteazonsistemindemeydanagelir (Hateboewe ark.1996, Hofmanrve

ark. 1996, Campanero ve Flemington 1997) Me me | i h¢e¢ecrelerir
d°ng¢sSdrGgn fazéntha] EODER&IKKRA nasyoseayesbaj | &
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d ¢ K ¢ (Maiti gerark.1999, del Pozave ark.2002) In vitro ortamda ise ROC

cullin ligaz, E2 F 1 ®kp2b aj € ms aitmlenmeBnidke n s or uml udur .
Sklin-A / CdkL t ar af é&n dilasgpp n af o sufjor a mamokeininik 2 F 1
ubikutinlenme s i czerine her hang®htabve Xionge20Kl) vy e s a
Dijer b i uitin li§aZ komplétiskolan APC/C (The Anaphaseromotiry

Complex or Cyclosome) de E2Fseviyesin n  d ¢ zenl enméABOG/yde et k
E2F106i nd°hggsgen-¢ nS f a gtabilizasgoypunah ¢ ae nl e mekt ed
(Peartve ark.2010) Hdeé magi¢sign bu kadaayP@aeanlbiol ao
translasyonel modifikasyanuj r ay a n bir proteinin birde
et kil eki mei gaviyesimine lekorlirgla r eeénda t uienbdirmas é, l

durumdur.

25 CcAMP Araceél e Sinyal KI et i mi

H¢ecre - iokl iarrcaikl tmaenseamlcaéena n i | ksiklikb i y o mo |
monofosfat ( ¢Ralkvé Sutheri@nbl RHITFAVErhercanl &€ hg¢gcr ed
bul unan Ve Adeni | ATTP Ssi kb satzr alt a kabl iéénpabdraank &
mol ek glAMMPr dojrudan h¢gcre fonksiyonlareéne
met abol i Z7nhmas Emldea na n i'yon kl aghneel | lkaa ceanré n b ikn
f a z | aetkiyaasahpti(€hinve ark.2002)c AMP yol aj é; mwmdank / STAT
veCa?araceél e sinyalvlakadaieaok ssthglde | - i sin
iletimlerini kontrol etmektedir(David ve ark.1996, Rogueve ark.1998) Ay n é
zamandeERK aktivitesini olumsuz etkileyerek
yapar(Cook ve McCormick 1993 Buna ek olarak ol fakt®°r r
direkt ol ar ak i yon (Beh2089) tAMPOEMIEN eht &K]i |l aennaerl
aktive ettijiefii kvarhdger.es &wmlhardd aM ¢ kbl ieroit
Dejiktirme FaditPerRrote@anERAGBGaz A (PKA)Od

2.5.1 Protein Kinaz A

Protein KinazA (PKA), intrasel;, | er ¢ AMPlOthm mol ek glég ol ar

- ok syaoyléadjaa et ki eRKA M ¢slcire enzi mdAAIMP. seviy
d¢ K¢k ol dudtramenkbiry d p &r dir.aBu tetrdreerkyp € i ki kat al

ve i kirarletg ¢¢l naitaubkedge ne i - | c AMP mcAMPar e vy¢
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rege¢l atnlirt edler ekl anakahkl t cnetedaplran s
Serbest kal an PBHDKAIl ittairkalf7a6h t g rsforileed e n
edildikten sonra ak®&dxV veyaeRRXSkonsensus dizisi ve ya
bulunduran proteinleriSerin veya Treonin amino asitlen fosforile eder

(Songyange ark.1994, Ubersax ve Ferrell 2007)

Rege¢latoer alt ¢nitelgub&keadi éli mdRiddad ar®.r t

Rib, Rlla, RIlb d ér . Bu alt tirpbéererndfear kd €k Ihé; c 3 €
sentezlenmektedi{Cadd ve McKnight 1989) Ke nd i aralarénda uf
bulunsa da genel ol arak b¢tegn regel ator

(Taylor ve ark.2008) Rege¢lator alt chitesiemele ol du
kendi ig-riunpdlea raal tayr él maktadér . CaB@vk at al it
Cgd éBahsedilen kafdik altgr up el emanl ar & fonksiyonel
Ayné h¢cr endimnladile meydaink gelen cAMPe sonr aséndaki
aktivasyonud e j i K i k fizyoloj i k (Seieberg pel Bruntond o] ur n
2001) Bu fizyolojik cevapbahep oéduf bLi Idiefjii
gruplardan kaynaklanaca] édagi DK Adgyean ey a rsdiél
olan AKAP ( PKA Anchoring Proteins) gi bi pr
kaynaklanabilmektedi(S mithve ark.2006, Beene ve Scott 2007)

251 1Protein Kinaz Adnén H¢cre Siklusundaki
H¢cr e pronldaf,er aisnhoatkr -einyakykolléaaj € g°rev al me
CAMP ve PKAbu s ¢re-t e delpnimiigBtorkrvg Sahraity 20@2) &St

Mitoz boyun@a ¢ A MPFhégrecir re iseviyesi ik a | d ¢ozleuypd;e hg¢cr e
Sklusunun Gve erken S fazéndSe nmiekzt afraéz éanrdtamalk,
mi k taarrtéa n c AMP mintMetafazAnafdz gwetaear as é nd a baz
makromol ek¢l komplekslerinin fosforilasy:

kardek kromatidlerin a(feraiR00@s éna kat ke s
Protein Kinaz A farklIl e h¢e¢crel erde h¢egceore

ol uktur maktRKdhamr.acelAdMj eyla PC12 ve Serto
be¢yeé mesi ni(Vosslarye ak. 0% nBoulogneve ark. 2003) NIH3T3
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h¢creeéermidi positlerde hg¢cr e (Seweispryenalks i n i ir
1993, Chen ve lyengar 1994B u n a e k ol ar ak; c AMP ana
b¢e¢yeéemesini engelledifji ve glioma ve n°ro
da g¢g° st Gatovd ankil®%75, Prasage ark.2003, Morenove ark.2006) Bu
birbirinden , fhardérdeld bazlo cAVMR Isawvi yelerinin
ol masaamndAMP/ PKA yol ajéneén hedef I ntrase

-ekitlkadypakdammakt ader .

2.6. Hipotez

H¢ecrelerde besin sens®r ¢ ol ar ak g°rev
d° nogigsng kontrol ¢ ¢zerine etkisinin olaca
E2F106i n PKA |lsabbh § ttrgeeif @aadd k. BEPRId he i PKA,
fosforilasyon motifining-ol adubtdroel RKAd €] én a
fosforilasyon mot i finin ( RXXT motdler a RRXS
insanda RYET30, RLLS;35 ve RMGS64 amino asit dizilimine sahiptirler  Bu
bajlamda, c¢cAMP aracéleéejeyla aktive ol an |
asitlerden fosforile etmesidurumund®aK A ar ac el &€ Beldohksiyom | as yor
Ve stabilitesine nas él et-kiik,| yang ad &]j] & me&
°kar yo2tFilk ekspresyon vektor¢gng kull anar e
edilebilecek Tzo, S35 Ve Sea ami no asitlerinin kodonl a
mi mi kleyen eksi y ¢kl ¢ g ldilemayen Aanira ()i t ( E)
kodontawvénaik. Ardéndan, bu kéakttel daitt B
olan HEK2 93 hg¢crsdladriilndeekspresyonivakéhel greirn
h ¢ cr e praiferasyonna, apoptozisi nd ¢¢ksi yonuna, gl ukoz

Sisplatind uy &rlla&leea knag®@hbtiégnmeye -al ekt ek.
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3. GERECY¥NTEM

31. H¢gcre Keglter g

¢talékmamézda transforme insan embriyonik
H¢ecr el er i -glutama, resansgel dimayan ami@os i t | er sodyum
%10 Fetal Dana Serumu (FE8cochrom cat. No0:S0115),
Penisilin/Streptomisin/Amfotersin B (B) 3 033 113) Ve gent ami
DMEM (Dul becco6s Modi fBaiod hiEam| e GM£Hd5% um
monol ayer k ¢0t € k | emreodbta®rh @O3CTO | i k i nk¢bat?©

-ojaltelde.

32. H¢crelerden TRKZOL il e RNA Kzolasyonu
1. Hecre ke¢gltegreé¢ kabéndan besiyer.i u :
2. Hecreler czerine 100648006Y) bkml pet r i

ol acak kKekil de dir eflRdd)ekledhir ak TRKZC(
3.0da seéecakléejenda 5 dk i nk¢g¢basyon
mililitrelik hacimlerde 1,5 mloadlil
150C) Db°l ¢ndyg.

4. | z er i nrel-Biofa3-chloropropane (BCR Sigma B9673)
eklendi ve vorteks yardéméyla kar ¢
5. Oda bkerakhda 10 dakika inkg¢basyond
dk&Codde sant r i Miggpin)edidd.e ndor f

6. Ol ukan K fazdan cSstteki renksi
aktareéel de.

7.1 zerine 5@0propanol (Merck 995.10
edilerek kareéexkteréelde.

8. Oda sécakl éejénda 10 dakika inkg¢ba
dakka#Co6de santrif¢j edi |l di

9. S¢pernatant atéelarak RNA pelleti
(Merck 100967) ilave edilerek yeéke
10.7. 500 gode€dodedaknkais#¢sgj edildi.
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11.S¢per narakaRNA peleti3dd] alk kur umaya beéer ak
12Pel etin yojuabku] uepOakigndia RN

33. RNA ¥rneklerinin Spektrofotometrik ¥I|.
Kzol e edil en RNA ©°rneklerinin safl ek V €
Mul tiskan GO) i e beligtd}leme farkmigled g°r
sentezinmgi RNA KRublaneéel dé.

RNA(m/ mL) = 40 x A260 X DF (Dil ¢syon F

34 Kzole Edilen RNAOGnén cDNAOGya D°o°ng¢kt ¢r
Bu reaksiyon i-in Roche SKpietkit r(o0f50 tOo8nie t9r5e5
le mi ktarée Dbelirl egne nRaRNAOn ahhe kizyaSeierit 6 d e n
HO6dam 7abBénarak 0, 2 mLOI i k °Gépdeen dloOr fd atkeipk
denat ¢re edil di . nmBX Rdaksiyoa Haanpoaun O6d Rrez i ne 4
inhi bit™Mr ¢ ,dNBRP k ant BTK gDitBigthretibl DO632) ve Revers
Transkriptaz enzimi ilave edilerek final hacmi 20 ol an Dbir reaksiy
hazérlandeée.’C@Reeak30yar@Ckobdeea 5vedadksi ka ol ace

thermal <cycl-erklceikhiazéanda .ger

3.5. Polimeraz Zincir ReaksiyonuPZR) Y° nt e mi
PZR reaksiyonu BieRad (MyCycler) vePZRSystem ( Gene Amp E)

thermal cyclerlarda ger-eklexktirildi.

351. PRReaksiyonu, K-eriji ve Kokullare
Knsan E2F1 klonl amaP4ARkomefltl aré kKkPeglgdpt g
2mM MgCh, 1pmol dNTP, birer pmol ileri ve geri primerler, %5 DMSO (Sigma
Cat . No: D5879) , 2 ¢nite Tagqg Poliméraz ve
Fermentasi EP0401). her mal CyclerrCodiehak a&ndd®dni 9 4
denat ¢rasyomk Zse’d@chg Q¥ Dilke PGaldke F2dk ve
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sonuzatma7C6de 7 dk ol acak «keklide amplifika

agaroz jel elektroforezinde kontrol edildi.

352.Knsan E2F1 cDNAO6sénén Amplifiye Edilm

Primerern

Kl er i p-€CAGBAA TTC GECOGCCATG GCC TTG GCC GGG GCC
CCTGCGGG3 0

Ger i pr-CG®GAAA TTC &AA ATC CAG GGG GGT GAG GTC CCC
AAAGTC-3 06

EcoRlk esim b°|l gesak @Pséeritogiktiolar

36 Ampl ifiye Edilen Knsan E2F1 cDNAGséne
Vekt°r¢ne Klonlanmasé

Kl onl ama ikl e mi I -1in, insert olarak adl

EcoRI enzimi ile kesildi ve fenoldt e mi z | e nd i -termMai klgfosforien 5 6

edildikten sonra insert i1 e l IngasgodaiKk

vekt °r de k iXhol emanekesimi il Pefrlgndi.

3.6.1. Kns an E2F1 cDNAGs éneéen Ve [EcoBINA3 . 1
Restriksiyon Enzimi ile Kesilmesi

EcoRlenzi m kesi mi i-in Fermentas (ER0271)

1X Reaksiyon Tamponu, mi@cDNARIL(BR)eeyaEERFAR I e n:

cDNA ve streilHOG6 d u r . Red losliey gre r5 @ k lbeyw3PCH d b di V €

ink¢gbasyona berakeéel de.

3.6.2. Agaroz Jel Elektroforezi ve G°re¢gnt ¢l e

3.6.2.1 %1,5 Agaroz Jelin Hazérl anmaseé
1,5 gram toz agaroz &abkidma®d aCdt .1l XAS5TOBREWD)d
SigmaBorat Merck 1.00165.1000 / EDTA Sigma E513% - ° z l2Cdye 50
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gel ene kadarmgoj utedaliddw.um0 ,b5 om¢gr (Si gma |
Elektroforez k¢vetine taraklar yerlexktir
doe k¢l dyg. Oda-29ed&k pojl amea i 2 oodimeaze &€ i - i n
ol duktan sonr a taraklar j el den -ékar él
(Bl ORAD) yerlexktirildi.

Kkl eml er

%1, 560l i k agaroz jel, I -erisinde 1X TBE ¢
PZR ¢r ¢n¢ ve 100 b-611iKk mam &lear ayk¢ kK leymnec utk
mi kropipet yardéméyla y¢klendi. Elektrof
voltta 40 dk yeéer et el de. S¢re sonundan ©°
yardemeyl a i ncelendi. Syngene ( Kngenius
monit°r sistem kullanélarak fotojraf al én

363. pc DNA3. 1( B) Vektor¢gnegn vV e E2F1 c DNAGO

Y°ntemiyle Temiz|l enmes:i

Uygulama:

1. Enzim kesi mi yap Bl meaw mbP IXelre KrasQ 5 0
EDTA) eklendi.

2.1 zer i ne FeBd QAppliChem A1624.0500)/Kloroform (Merck
1.02445.2500) / Kzoamil al kol ( Mer ck

3.30 saniye vorteks (Biosan V1 plus)
dakika buzda bekletildi.

4. 10. 000 rpmdbde santrif¢j edi |l di.

5. Ayr é bir t ¢prdDigs &l & madMBhdyRd Psetat
(pH:5.4)(Sigma S2889) ile kareéexkteéer el

6. Bu kar ékéem ¢zerine nm) hacocjmk kadsaolkyl
eklenerek birsaal0°Co6de bekl et i | di .

7.S¢re sonunda 20646.d0e0,0 3rOp midadkei , k a+ 4sant r i |

8. Et anol uzakl akt ér éebDadak-kkmpludygl du ve
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364. pcDNA3. 1( B) Ve kt °in Alkalem Foffatan €CIAR) nled e s t
Muamelesi

Enzim kesi mi yapeéel mécx vektor ¢+termikdl o nl ama

keséemlar eéndaki ofsofsofraitl eg roulpnhaasr & ngeenr edkenmie k t e

i -in hazeérlanan vekt©°r ¢¢n CI-0AZ7 )r ekaklsliayrmenlue

ger -eklexktirildi. Kit kokullare wrfP yledir
vekt °rerl M. Reaksiyon 40l 6 de nhmékérCadea 7 30 daki Kk
ink¢gbasyona beéerakéel mexkt eéer . S¢re sonunda
tutuldu ve %106lik agaroz jelde kontrol e«

365.Knsan E2F1 cDNA6sénén pcDNA3.1(B) Vek
Reaksiyonuyla Klonl anmasé

EcoR il e kesil mik ve fenol | e -%kt ¢grme y

I -erisine Il nsert T4 DNA7) i gaezdgnkenyvliiat r &

Reaksiyon kokullaré k°yledir :mg) hsért Reak s i

(E2F1 cDNAOGsenmvhlht Yol gpmc PRAD. 1 ( B) ) , 1 ¢n

ve steril HO. Reaksi yo-taeCloalreé kgiemée bb¥u i nk¢gbasy

Klonl amanén ger-eklexkip ger-eklekmedil]. ‘

366.Knf rame Klonlama Kklemi nin @msyant-asnyo

Xhol Enzim Kesiminin Ger-eklextiril me:
TADNA Ligazr eak si yonu sonraseénda agamnoz getde I -er
belirl emdivekKAgartiy°n¢gnegn (oryantasyonu
vektor ¢n Xhol enzi mi (Ther mer -Feikslheekrt i ER
Reaksiyon kokull ar é K°yl edi.: Reaks§on Re a k s i
kar ek’emde 3geceboyu ink¢basyona bérakél de
edilerek vekt©°r¢gn anlaml é& veya anlamseéz

372 Dojru Oryantasyd%hnKnenbBam p pcDNA3. 1(
¢ojaltéel mase AmaS@yxluaaETC€CahsfDHMasyon:
Vektore¢gn -oj.abt BUshbksie ki.uTlrlaanngeflodkémas yon i K

ger-eklexktirilebil nmsiukpa mazcmd ydl av ekt Cerl¢i kall
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kompetan hale getirildi ve ardéndan tran:

3.7.1. CaChY° ntemiyle Kompetan DH5U Hazeér !l anme
Kull anélan Sol ¢syonl ar
1. IB(Luriae-Bertani) Séve Besiyeri: %26 |ik
1.10285.0500) toz 200 ml distilesu- er i si nde -°z¢l erek
2. 50 mM CaC{ (Sigma C1016) /10 mM TrigH:7.4)
3. %100 gliserol (Sigma G2025)

Uygulama

1.Bir kol oni ya da dondurul muk DH5U E.
mi LB sévé besiyerine konul du.

2.3°C -alkalamal éiek¢bbdeedetdiboyu

3. Knk¢basyonl2sd nad 2@ehla alkB besiyerine k
4saat ink¢be edi |l di

4.Bakteri yodoxwWR0udbuaOalbDe]j énda ol mal édé
5. 200 ml besiyeri 10 dk buzda bekletildi.

6.50ml 61 i k fal koml0a0roa rPCddb Brdck ¢4 svaent r i f ¢

edildi.

7.S¢pernat aRebhe €l d2erine °nceden sojut
mM Tris (pH: 7.4)6 den 100 ml il ave
8.15 dk buzda bekl°cdoicdiéli saBO0OODf g pmédel

[(e]

.S¢per natRelt e ta t9¢d WM CaCl2 /10 mM Tris (pH:

7. 4) ve 1 mi %100 gliserol kar ek én
sajl ande.

10.2560 mi kt dbmhoEnkaependor fi8A°Gd !l er e

de saklandeée.

3.72. Agar Hazérl anmasé
29gr LB Blrgot hBavket e r i(@xd idd] ¢ kK e rA0@rad distilesu
ilave edilerek otoklavlandé. °Cog are )d alrorand :

agara 100¢l ampisilin (50mg/ ml) ekl endi
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beklendi.

373.E. Coli DH5U Sukuna Plazmid Transf or m

1. DH5U kompetan E. colilerden 75 e |
ependorfa kondu.

2. 30 dk buzda bekletildi.

3. 1dk42°C6 de su banyosunda bekletilerek
4. T¢pk ml LB besiyeri kondu ve 1 saad7?’Co6 H80 pmode
-alkal@gecenagdbasyona berakeéel de

5. Petriye eki AC o0y &adpe@ pamdlatiea yA5 @G mo

dd 5k santrSdpgr radtiod@ein Gatr € | W0a0l a n
ile pelet .s¢gspanse edil di

6. ALO K&kl padeé¢ °r ngimiagmpigilinli (Sigma A9393) LB

agara yayarak ekildi ve gece boyu’876 de ink¢be edil di.
7. Er t esi gén ol ukan kol oni al énarak 2
al énar ak Y edc Bbebponydbu dE7 i nk ¢basyon yap ¢
8. 25600r pmbé de santSripfegjnaedn | &iROKIOd éd ev e P
saklandeé.

9. Daha sonra peletten plazmid izolasyo

38. Bakteriden Plazmid Kzolasyonu
Kull anélan Sol ¢syonl ar
50mM DGl ukoz (Sigma 16301) ( MA: 180) Ha z é
distlesda - °z¢1.d ¢
10N NaOH (Sigma 06203) (MA: 40) sudazeéer | an

-%z¢ldektermdOlDomrda tyecitmmaml andé.

Sol ¢syon 1. Hazeéerl anéké

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

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

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

Karékéem 100 mldédye tamamlande.
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Sol ¢syon | 1( KHialzl éarnl eammdéakné he men ©° nce haz

1. 0,2N NaOH : 2 ml (10 N NaOH stoktgn

2. %1 SDS : 10 ml (%1006 | uk -MerekS st ok
8.22050.1000)

Karékém 100 ml 6 ye tamamlandeé.

Sol ¢syon | Il Hazérl anékée

1. 5M potasy{Cmnd2&8Da® 75510l 6 de 60 z¢,I1 er e
ml 6 si kullanél de.

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

3. 28,5 ml steril HO.

Uygulama

1. 1 0 egml AmpisilOoml ibeseywerinde gece |
transforme baktebimleér | 4H&] dlad.&lothd mr ao
500 mbdékesantrif¢gj edildi

3. S¢pernatan at él.Béel erei bgadé Sto |l gaslydar @ [6cC
ilave edilerek vortekslendi ve 5 dk buzda bekletildi.

4. zerliGmnle Sol ¢syon |I.Tgpeanltl geeS5ediler
dk bekletildi.

5. Buzda bekl ethmlenSdlgpdeomr |11 6den .
kar ekt édkkuzda beldtildil O

6. T¢p,b®IEBO O P ma @dke santrif ¢ edi |l di

7. 1 st f az vy e final kansamrasyoau O&wy /& m| ol acak kel
RNaz ilave edildi. 37C 6 3d@kk s u banyosunda.inkg¢bat

N

8. S¢r e sonunda e Ki ff e fhoale n éntzx@ramgi zl ear | i knoel
24)yil ave 200 @dniddke santrifg¢j edil di

9. S¢pernatant ye.ni, ztespilneer e2 alkatcai né | sdaéf

80°C6de 1 saat ya da gece boyu bekl et

10.T¢p 8OO MOlscheat sanktrard ¢gommdal giper na
pelet kulrmit arlEdbu dee -°z¢1 dg
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39 HER93H¢crelerine Kal si yum Fosf at Y

Transfeksiyonu

Kull anélan Sol ¢syonl ar

1. 2XHEPESI pH: 7,05
500 ml hazérlamak i -1in;
280mM NaCl (Merck 1.06404.1000) 8g(susuz)
10mM KCI (Sigma H3375) 0,37¢g
1,5 mM NaHPO, .H,O (Merck 1.06345.1000) 0,3g
12 mM D-Glukoz (Sigma 16301) 1g
50 mM Hepes (Sigma H3375) 5g

2.2M Q@ISi gnmMa0 18 g e nml di st i | eDeseyda - ° z ¢ |

akamasénda 0, 2%=IMroaranénda kull an
3. 0,1X TE pH:8.0
4. %10 gliserol i-eren DMEM

5. Phosphate PBPBISelr¢; SBad N80 1g)y02g KCI
(Si gmhb4 49 N2R i (Si g)mae0,2 49 RMH@ (Si gyma
tart,80@r adti st i | e sNaOH ie pH7dbe e- cazy alrd @ nd
ve toplam hacimi driesye | . tSobagmlyaned ést er
kabinde 0,22 em vakumlu filtreden ge

Uygulama

29T3 hg¢cr elkesriiyotnrdeams fieDO Ilgigkh pPentcrei | ere pas
ertesi g ou7 0ByOkloind k @le nt ol an h¢crelere t
TransfeB&gyoakaor DNAG&Ee a9 @wdyumka getmet y°
sterilize edildi2x MEPESIGRH i me ke Buhaanl d ¢

¢ zerOi2mnMolarl mLCaGlsol ¢syonu daml al ar halinde
kar éktérélan °rn2@k| dmkbhwets krdd i no n undca eo |
net olarak g°r-DN&Ankkbampstekesm popeat] il e

bl ¢nd¢ 1voml °beekyer i nde bul2lnamnméegafreden
damlal ar halGecéde bbguak @dlkgdasyondan sonr a
ve h¢iototel gt i ser ol i-eren DMEM ile 1 dk
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Kokl amansuologds wmdanHduczraeXlIPaarg t Er €| dliei ker e
nor mal b¢ydntee oumaimeée)hegonr BMEMe ver il di

3.10. Transfekte Ol an HEK H¢crelerinin Se-il
H¢ececre keltegregnde sadercien tyrasknesyfoek toel neadsiél net
h¢crelerin ayné seviyede ekspresyon g°st

koloni se-i mi ger-eklexktirildi

3.10.1l.Transfekte Ol an HEK H¢crelerinin Se-i/l

pcDR®Bekt®r¢negn se-ilim keimisiatctiG4aBadake
mevcuttur. Bu nedenle e k t © r ile tramgtekierohan BHEK?2
neomisin/ G418 (Calbiochem 345810) (0, 49/
Transfeksiyon i Kl emi nden ki gén sonr
neani si n/ G418 i-eren besiyer. Il e muamel e
hazérlanan se-ici besiyeri kullanel de.

3.10.2. Tek kol oni Se-i mi

Se-ici besiyer.i ile RQBiggrel erdii |l Emi g giamis
kalderélde vembDsi kluyuODMEMuUui neren Kke¢lter
bir he¢gecre dekecYyak | aaeyh Isdeer esk inlceki yapél a

neomsinior t amda -ojalabilen koloniler se-ild
3.103Se-i Il en Kolonilerdeki E2F1 Ekspresyon!
Tek koloniola ak se-ilen ve devaménda -o-jaltela
wel |l plat edveenl Is épr-laesték GiplJea 62e4dd0e oradan da p
Petrilerdeki h¢crelerin |izatlaré al énar
uygunkolonisonrak deneyl er 1 -in se-ildi.

3.11. H¢ecr el er e, Ldkiagisteik veKaspaz3 Knhbit°r ¢ Muamel
1. Hecr &lgent ¢ r %a080kaplaganak a d @k OF B S I -eren
DMEM besi or tvdOoh@d il-ieretsgwndes k¢l t ¢re
2. H¢ecrelerin btudméddwjakbesti enél de.
3. Kki defa 1xPBS ile yekande.
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4. H¢crel ere serum i -.ermeyen besiyer: v
5. H¢ecrel er geddeaabto ysug rveesyiance Sser umsuz
6. S¢re sonundalOnMlifigai konsantgs yp har al acak K

Forskolin, Laktas t ei n ve/ veya Weriklipva deney Knhi k

basamakl| ar éna g°re dejiken s¢reler b
7. Muamele sonundbhxhB®rielleri Kiekdafra y ek
8. H¢ecre kéGCaeyieneaseéece4l )g@8o0adpmeyl a hecr

Liziztamponu - er i sinde kal dér él dé ve vorte

312. H¢,cre Li zaté Hazérl anmaseé

Kull anél an: Solusyonl ar

Triton -X Lizis Tamponu

10MdM Sodyum(N&EHB o g pgpad 2B M HEPEBEg ma3 )b

15 Sodyum (NEGFoMergkl.06404.1000) %1 0G| i s €ri gylma

G20 258012 Tr i-XloOnQMe r dR 8 6. DB AMmMM Magnezyum KIl or
(MgCI2-Sigma M8266), 1mM EGTA (Amresco 0732), 1mM Sodyaimanadate
(Sigma S6508) ve 1x pr odaemzll 836 b4b BOiL)t ©r ko

SolusyonpH: 74 pH metr e: Hanna I nstruments pH 2

Uygulama

Besi ortamé, hugzarkdlakkrt scaljed BaSr aikl e y ekland ekt ¢
mL TrX tloinzi s tamponu h¢crelerin ¢zerine
15mLO6l i k epermndemf@atzgp dfckkdet ut ul alrdk®r ne k|
vortekslendddOemodeonsantrif¢] edi |l di Ve
ster il bir ependaor f¥ringke et r xnd0fCam e led n & «
(Thermo scientific 994) saklandeéeé.

3.13. Protein Miktar Tayini

Toplanan h¢cre 1 izat |l a(B®Rad 5000006)reaktiii N mi kt
kullanélarak BSA standart éna Igaekis&€ ger - ¢
stok BSA (10mg/mL)s | ¢syo da/gedlanol acak ¢geai adhd 28

Standart ejrinin -izil mesi i-in ®u sol ¢
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kuyucuklu kaplara 1, 3,5, 7ve®g olacak «kKkekilde -ayr é a)
8°Codeki h¢e¢ecre | i zat9lkaw yéu cbuukzldua kearbiat i ¢ -eerre kt
ke K i 16dsd 1 | avEeSAe dsitladnidarde il e °BbABRKIer sp
dal ga boyunda ¢okuwerkdbuar | ar én ortal ama Ve,

standart ejrinin form¢gleé¢gne g°re °rnekler

314. Kmmompresi pitasyon Y°nt e mi

E2Flve PKAOGnNnén fiziki olarak birbirine baj
hem ekspresyon ya&paéa tmabheyku nhceam edk@sPF esyon
h¢crelerind®eng hageéel dnaat é& kulybmt@El ar ak
tutuldu

Uygulama

1.2mg protein DbPatlar §e¢cstapgmaenl ayacak
liziz tamponu eklendi.

2. Karékeéeméedn gdt Amar o 2006/3A kr&d e ndsc ve
tamaml ande. Bu akamada be@dbkentidi hon
Bu nedenle pipetaj yapéelmal édeéer.

3. Karékém nuta°Hddeyadabddmméeybhbkal andeée.

4. S¢re sodOnddOotCpchd@bdesdntrnifgj edi | di

5. S¢pernatant yeni ependobdddar a- arfa&r, |
at el dé.-EZFD(Santh CraziKH3I5) eklend.i.

6. Nut at °Croddee,aasd i nk¢basyona bérakél de

7. Knk ¢basyon sdfOedaagaeoiznéA/ G bead e
boyu4°C - alnlkdatl.

8. Ertesi g0t00M@PméEdkkd esant tSdpgr readtidmiat
ve peleiml¢g zleiXiitheezi z Tamponu ekl enere
Bu yékama ikl emi i ki kez daha tekrar

9. AIG beadler ¢zerinde tampamt katl alady&a.c a

10.Pel et Y& b-mmaekaptoetanol i-eren SDS
konul du ve t Hak leekletilerek yomtekslends. u d a

11.Son qg9mamaldOe0r®@mddke santrifg¢g) edil di
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12A/IG beadlerden kurtul an voeinlerigpler nat a

el 6si western blot y°ntemiyle anali z

3.15. Western Blot Y°ntemi
Kull anélan: Sol ¢syonl ar
Resolving (AyréegiMéerTma s BE&lmiphp Hul 8A4irn
TrisBase tarrbeda ée-.vyr¢sddstil e H
Stacking (Y ¢ k | eTamponu: O5M  Tr i s B&8sE | tpdH s6i(®d gir- i n
TrisBase tar2beda é-.Y2¢ddst il e H
Akrilamid/Bisakrilamid (29/0.8): 29 Ak r i(MernBd 8.8 ® DP\WeD,8g
Bi sakr(Mé rmaar )AO0OM®I bi d206d al e °0RZuUnke r le ik k
filtre kullanélarak filtre edildi.
Running Buffer (10X): 1 grTr i s,Baer&l | @i mandb i B ER
%1 SDS kal @0wé mée 20d iisltei |teaSwalm]) saynodré pH avy
gerektirmemektedir.
IXPBST: 11 ixPBS s ol Zml yweandOiMerck 8.22184.1000) ilave

edildi.

SDS Y¢ k!l e me 1niglisemlo 3mu%10 SDS (Merck 8.22050.1000), 1,25
ml (M) TrisHCI pH®6,7, 22 € g br omofenol mavi si e
ge-irilerek kullaneél deé. b¥erkapteetanmladan ©°

(Sigma M3148) ilave edild.i.

%10 monyum peAPS):DlLfat AFiSg naé YABmI distile s
-0z¢l dgze ha°cédétasdk| aada.

Transfer Tamponu: 3,78 Gl i §28% TVreisIBtas@i stil e suda

karékéma 250 ml met anol ekl endi
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3.151Western Bl ot Y°nteminde Kullanélan Je|

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

3152¥rneklerin Jel de Y¢r it el mesi

Bradford y°ntemiyle protdis&lg nailkétnaarria kb e¢lzie
yar é h abeanmir kchep t oet anol i-erenko®DEdw¢kkee
kaynayaoddks be&Uygun dpi pet u-1laréyla hazer
yekl.derde yeéeklenen ©°rnekl| elr20sotlatceksionigvi jnal i
jeldeé5S5dxletta CimAmgrdsda@®dDDH Y, r ¢ mendas o nu

PVDF membrana transfer akamaséna ge- il di

3.153Jel de Y¢remegk ol an Proteinlerin PVDF
¥rnekl er yeéer et egldegkten sonr a transfer
tamponundar &@asd fhderel dgar at énén oligyask viegam
s¢ngerlerden . baernineertterandfrad dt amponunda
kaj éede y eBrulneuknt i & 2z é dii ne °rneklerin yéer ¢t
araséndan dikkat]l. bJierl k¢ezkeirlidnee -sa&lfa rtn@elltaaran
PVDF me BoircammdNoC&R0Olhiadha kabarcejé kal may
yer | exitzieriil rde transfer tamponuySiagmas| at
Z691pue dijer s¢nger konul a.r Bekletmédera ns f er
transfer tamponugl dol dur ul an Ve buz i-erisine
yerl extiril di .70véltatrangfdr edildi. gece boyu

43



3.154PVDF Membranéen Kkaretl enmesi
Transferin ar ¢cESAIXNn PBWLItTWEBH 01l BSA

sol ¢sy@n wsmda buokhaadABESBBaAN i - i nde hazeéer
pri mer a i 0 RIrlugpsuyndn® shat Il karetl endi,
uzakl aktereldeée ve bl o-0)iRBt8zar dakikadan P B3 , %0 .
oda seécakléejenda yBEAnNndeienrdeachémeEedka-nyy gruBhS’
mouse vewdbbiaatnt sekond®200da htgskhomunun ave e
i karetleme 1 saat oda seécakl éjeéenda yapel

ardéndan bl ot PBST i1 e 30 d k yékandeé.
Catl 70506lave elddk dbekvieendi kten sonra bu
kemil ¢minasana duyarle film kddakli&lk od
bekl.eGirl¢dnit ¢ 1 e me fii-limn bainlymm ci hazénda (K
edildi.

GPr¢nt ¢l enerek fosforilasyon seviyesi be
belirl emes:i amaceéeyla i1 karetlemesi yapél a
fosforile formun belirlendif]ji me mbr ana A

3.15.5.Strip-Of fenkKk |

Kull anélan Sol ¢syonl ar:
Strip of f180% ¢myodu5 M Tris PH.6.8, 20 m
distile su ve ha z-merkaptoedmellekleaatektt.onra 704 ¢

1X PBS, %0.1 TweerR0: B°l ¢m 3.15.0 de a-éeéklaneéel deéj

Uygulama:

Hazér |l anméck ol an §CGorei péesoeftfel deéel ¢sMiokmwd &'
solusyona -eker oamek kaepeoesanoée eéQ4f4eadi.!
I Kl emin ger-eklextirilece]i -al kalamal é
kapmlleédsti k kaba konan membranén ¢zerine
Membran ayné dereceye eées2eélel makBalmdhadé am
ardéndan sol ¢syon «lflXkBSa%0tldweed @)e iviee b3 G ¢
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dakikadan2ke oda s écakd&] éBu aawa®ika dekrardsha nr a me

°nce bahsedilen kokullarda ikaretlendi.

3.16. Monokl onal Antikor Yapeéeme
Kull anél acak E2F1 pri mer antikorun yap

hibridomanén ol ukt urarhanaasréé v ed eord eume lue ruil ay

3.16.1.K mmy¢, rsyorz a

Kmm¢gni zasyon i-in 6 haftalék Balb/ C t¢r ¢
olarak alénan E2F1 peptidi enjeksiyonl uk
ol acak «kekilde - °z qlerdoy peptidl .intrapestonaldo@rak ve 5

uygul andé.

3.16.1.1 Kmm¢gni zasyonun Kontrol ¢

Kmm¢gni zasyona tabi tutulan farelerin Kku\y
al énde. Alénan 250 ¢l kanén santrifg¢ggasy.
SDSPAGE jel nde yg¢r ¢t egldeg ve PVDF menlbhr ana al
serum primer antikor olarak kullanéldeée v

3.162H¢scre Ke¢ltegreé¢g ve Hibridoma Ol ukt ur ma
Kull anélan Sol ¢gsyonl ar:

Normal Besi Yeri: L-glutamin, esansiyelolnpa n ami no asitl er, S C
%10 Fetal Bovin Serum (FBBicochrom cat. No0:S0115),
Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin B (B0 3 03 3 113) Ve gent ami
DMEM ( Dul beccods MoidBiocheinEGOE8) gl e Medi um
Se-ici BNorsnal be¥igeriai : I i t rede 20 ml olacak «ke
aminopterinethymidine (50X)(GIBCO Cat.2D600 1 7) ekl ener ek hazér
PBS Sol Phrhyephate BPBIS @l ¢ sBagd nNnésd | g) 02

g K@i gmadg N2 Si gnad24g RMHASI gmart,él ar ak
8 0l distile su NaOHide e-°%zH;17d.¢46 e ayar |l .
distile su ile 1 litreye tamamlagdSo |l ¢ syon stle r2i2l ¢kma bviankdueml

filtreden ge-iril di
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3.16.2.1 Myeloma H¢crelerinin Hazél anmas

F¢zyondan 10 gén °ncesinde keltgegrde nNor

my el o ma h¢egcrelerdi h¢e¢cre keltegtbtpetpetern
I -i ndeki besi yer i ster il bir Kekil de u
santrif ¢] té¢pe 1 -erisine aléende ve 900 r
2 kez yékande. ¢°ken h¢creler &l dd. PBS
3.16.2.2 Besleyici H¢ecrelerin Hazér |l anmas
F¢zyondan Dbir °nceki gén ger-eklexktiril
nor mal fare kullanél de. Farenin kar én b?°|
hale getirildi. Yajsei mbden bfemgietdem o+
DMEM (serumsuz) verildi, farenin kar neé
enjekt®°re geri -ekil di. Enjekt®r i-erisi
yapéel deée. ¢tal ékél acak hg¢gcre 6kODIOt shr¢ cprilea j+
nor mal besiyeri karékémé 100 Ol olacak K¢

3.16. 2. 3. Dal ak H¢crelerinin El de Edi |l me:

Antijen ile ilemsergikaldz el okasybar °nt e mi il e
%7001 i k al kol il e dezenfnekatreé naddéirléd imé kD ali
15 ml DMEM i -erisine aléendé ve Sked kekil
kabini - i nde dalak yabancée dokulardan temiz
bakka bir petr.i kabéna al éndée. @ekl ak kg
h¢creler a-€ja -eéekarelde Ve pipet yar dé¢

tamponunda 900 rpm de 10 dakika santrif ¢

10 ml PBS i-erisine aleénarak hg¢gcre sayéme

3.16.24Hi bri doma Ol ukt ur ma

H¢ecre ésgwupml an FO myeloma hg¢gcreleri Ve
Kekilde birlextirildi ve 1000 rpmbéde 10
-%ken h¢ecre karékéeména 37ACoéde €sét él me
dakika i - er ivsaikndeek loelndiuk.- a2 ydaaki ka hg¢cre Kk
mi sadece DMEM (FCS +antibiyotik 1i-er me
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ilave edil di. Daha sonra 20 ml %10 FBS
éséedakit c€0e bekl etilgji kea@dinl csio.nr @9 kensamga
kel tegr ortame i lave edilerek bir °nceki
100 Ol J/kuyu olacak «kekilde «keklinde d
seveélaréendan 100 Ol -ekil denbeseeridaxeer i ne

edi |l di. H¢ecrelerin gelikme periyoduna ba’

3.16.3Hi bri domal arén Antikor | retiminin Koni

Hi bridomal arén antikor cretiminin kontro

ger -eklextirildi.

31631 ELI SA Y°ntemi ile Antikor | retimini
Kull anélan Sol ¢syonl ar:

1XPBS, %0.1 TweerR0:B° | ¢m 3. 15. 6 de a-éklanéel déj e
%1 BSA i-er-@&:nl001nd IXPEBST i -inde 1 gr BSA

hazél anméxkt ér .

Uygulama:

1. 96 kuyuluk ELISA byg/m konsantrasyondak.i antii
100Mm il e kaplandéeé.

2. Gece boyuveyaenaz6sast, ACodde inke¢be edil di

3. ELISAplate, 3kezPBS ween 20 sol ¢syonu ile yeéek
4. Herkuyuya 1501 %1 BSA | -Tersol ¢sXyoPnBulS ek | end
5. 2 saat 37ACO0de bekletildi

6. Hibridoma ¢(st besiyerleri direk ol ar
saat bekletildi.

7. ELI SA plakl-aweéeB Rezs®Bgsyonu ile yeé
8. Kuyular 1/1000 dilusyonunda anti mouseg G 37 ACdde 1 saat
edildi.

9. Kuyular5 kez yékandéktan sonra substrat
Ol'), 45 dakika oda sécakléejenda k:
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d¢zeyl renk dejikiminden 405 nmbéde

Labs. Multiskan Spectrum) belirlendi.

3.16. 3. 2. Werstteemin iBlleotAnyt°i kor | reti minin K
ELI SA y°nt emi ile dijer kolonilerden g°r
se-ildi. Se-ilen kolonil erPAGEh ¢ycrret ekng lytl
jelde y¢é¢r et el mgk ve PVDF  metidive HEK203 t r ans f
h¢cr e l i zat éneén i karetlemesinde pri mer

pozitif olarak g°r¢len koloniler belirle

3.17. In Vitro Kinaz Reaksiyonu
Hazéerl ék Akamasé

PKA enziminin E2F16i fosforilhgceelt efinde

72 saat boyunca ekspr esyo nHRF1 sastikotua na n E
kullanélarak 1 mm¢gnopresipitasyon y°ntemi
enziminin E2F1 proteini Il e etkil ekimde
PKAantkon kul |l anél arak i mm¢gnopresipitasyon
Kull anélan Sol ¢syonl ar
1X NEBuffer for Protein Kinases (PK):
50 mM TrisHCI
10 mM MgC}
0.1 mM EDTA
2mMDTT

0.01% Brij 35
pH75vwe 25 A@cakl ekt a
cAMP-dependent Protein Kinase (PKA), catalytic subunit (NEB
P6000S)
200mM ATP

48






