
T.C. 

AKDENĶZ ¦NĶVERSĶTESĶ 

SAĴLIK BĶLĶMLERĶ ENSTĶT¦S¦ 

Tēbbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalē 

 

 

 
 

 
 

E2F1 TRANSKRĶPSĶYON FAKT¥R¦ôN¦N 

AKTĶVASYONUNDA PROTEĶN KĶNAZ-AôNIN 

ROL¦N¦N ARAķTIRILMASI 

 

 

 

 
 

 
Dr. Mustafa Gºkhan ERTOSUN 

 

 
 

 
 

 
Doktora Tezi 

 

 
 

 

 
 

 
Antalya, 2016 

  



T.C. 

AKDENĶZ ¦NĶVERSĶTESĶ 

SAĴLIK BĶLĶMLERĶ ENSTĶT¦S¦ 

Tēbbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalē 

 

 

 
 

 

 

E2F1 TRANSKRĶPSĶYON FAKT¥R¦ôN¦N 

AKTĶVASYONUNDA PROTEĶN KĶNAZ-AôNIN 

ROL¦N¦N ARAķTIRILMASI 

 
 

 
Dr. Mustafa Gºkhan ERTOSUN 

 

 

 

Doktora Tezi 

 

 

 
Tez Danēĸmanē 

Prof. Dr. Osman Nidai ¥ZEķ 

 
 

 
 

Bu tez Akdeniz ¦niversitesi Bilimsel Araĸtērma Projeleri Yºnetim Birimi           
(Proje no:2013.03.0122.009) tarafēndan desteklenmiĸtir. 

 

ñKaynaka Gºsterilerek Tezimden Yararlanēlabilirò 

 
 
 

Antalya, 2016 

 



 

Saĵlēk Bilimleri Enstit¿s¿ Kurulu Kararē 

 

Saĵlēk Bilimleri Enstit¿s¿ôn¿n 12/04/2016 tarih ve 02/05 sayēlē enstit¿ kurul 

kararē gereĵince ñDoktora ºĵrencilerinin doktora tez savunma sēnavēna 

girebilmeleri iin, eĵitimini aldēĵē doktora bilim alanēnda uluslararasē atēf 

indekslerine (SCI, SCI-EXPANDED, SSCI, A&HCI, Sport Discus, Spolit, 

CINAHL vb) kayētlē dergilerin birinde en az bir yurtdēĸē yayēn yapmasē 

gerekmektedir.ò ilkesi gereĵince yapēlan yayēn ve diĵer yayēnlar aĸaĵēdadēr. 

 

 

1. Ertosun, M. G., F. Z. Hapil and O. Osman Nidai (2016). "E2F1 transcription 

factor and its impact on growth factor and cytokine signaling." Cytokine Growth 

Factor Rev. 

 

2. Kahraman, S., E. Dirice, F. Z. Hapil, M. G. Ertosun, S. Ozturk, T. S. Griffith, S. 

Sanlioglu and A. D. Sanlioglu (2011). "Tracing of islet graft survival by way of in 

vivo fluorescence imaging." Diabetes Metab Res Rev 27(6): 575-583. 

 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 



 

 

  Saĵlēk Bilimleri Enstit¿s¿ M¿d¿rl¿ĵ¿ne; 

Bu alēĸma j¿rimiz tarafēndan Tēbbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalē, 
Tēbbi Genetik Programēnda Doktora Tezi olarak kabul edilmiĸtir. 25 /07/2016 

 

 
Tez Danēĸmanē : Prof. Dr. Osman Nidai ¥ZEķ 

     Akdeniz ¦niversitesi  
 

 

       
¦ye   : Prof. Dr. Sibel Berker KARA¦Z¦M 
      Akdeniz ¦niversitesi  
     

    

¦ye   : Prof. Dr. Ahter ķANLIOĴLU 

      Akdeniz ¦niversitesi  
       
 

  
¦ye   : Prof. Dr. Hakan AK¢A 

      Pamukkale ¦niversitesi  
      
 

 
¦ye   : Prof. Dr. Burak VURAL  

      Ķstanbul ¦niversitesi  
      

ONAY: 
 Bu tez, Enstit¿ Yºnetim Kurulunca belirlenen yukarēdaki j¿ri ¿yeleri 

tarafēndan uygun gºr¿lm¿ĸ ve Enstit¿ Yºnetim Kuruluônun ....../....../2016 tarih ve 

...../........ sayēlē kararēyla kabul edilmiĸtir. 

      Prof. Dr. Narin DERĶN          
Enstit¿ M¿d¿r¿ 



 

 

ETĶK BEYAN 

 
Bu tez alēĸmasēnēn kendi alēĸmam olduĵunu, tezin planlanmasēndan yazēmēna 
kadar b¿t¿n safhalarda etik dēĸē davranēĸēmēn olmadēĵēnē, bu tezdeki b¿t¿n bilgileri 

akademik ve etik kurallar iinde elde ettiĵimi, bu tez alēĸmasēyla elde edilmeyen 
b¿t¿n bilgi ve yorumlara kaynak gºsterdiĵimi ve bu kaynaklarē da kaynaklar 

listesine aldēĵēmē beyan ederim.  
 

 

 

 

 

Dr. Mustafa Gºkhan ERTOSUN 

Ķmza 

 

 

 

 

 

 

Tez Danēĸmanē 

Prof.Dr. Osman Nidai ¥ZEķ 

Ķmza 

 

  



 

 

TEķEKK¦R 

Doktora eĵitimim ve tez alēĸmam boyunca emek veren, yol gºsteren ve her 

zaman destek olarak verimli bir doktora eĵitimi tamamlamamē saĵlayan, bilimsel 

ve ahlaki olarak ºrnek aldēĵēm, asistanē olmaktan gurur duyduĵum, ayrēca tez 

alēĸmamda m¿d¿rl¿ĵ¿n¿ y¿r¿tt¿ĵ¿ Saĵlēk Bilimleri Araĸtērma Uygulama 

Merkeziô nin imkanlarēndan yararlanmamē saĵlayan danēĸman hocam Prof. Dr. 

Osman Nidai ¥ZEķô e, 

Doktora eĵitimim boyunca ilgi ve hoĸgºr¿s¿n¿ eksik etmeyerek, bilgi ve 

deneyimleriyle destek saĵlayan Anabilim Dalē Baĸkanēmēz Sayēn Prof. Dr.Sibel 

BERKER KARA¦Z¦Mô e, 

Doktora eĵitimim boyunca ilgi ve hoĸgºr¿s¿n¿ eksik etmeyen, bilimsel ve 

ahlaki olarak ºrnek aldēĵēm Prof. Dr. ¥mer ¥ZKAN ve Do. Dr. ¥zlenen 

¥ZKANôa, 

Doktora eĵitimim s¿resinde her zaman bilgi ve birikimlerinden 

yararlanmamē saĵlayan ve bilimsel araĸtērmaya teĸvik eden Tēbbi Biyoloji ve 

Genetik Anabilim Dalē ºĵretim ¿yeleri hocalarēma, 

Doktora  eĵitimim boyunca manevi ve bilimsel destekleri iin alēĸma 

arkadaĸēm Araĸ. Gºr. Fatma Zehra HAPĶLôe ve Tēbbi Biyoloji ve Genetik Anabilim 

Dalē Asistanlarēndan Araĸ. Gºr. Ece ¢OPUROĴLU, Araĸ. Gºr. Ufuk MERT, Araĸ. 

Gºr. ¥zlem YILMAZôa ve deĵerli arkadaĸēm Araĸ.Gºr. Nazlē Ece ORDUERĶône 

¢alēĸmam s¿resince destekleri ve yardēmlarē iin Tēbbi Biyoloji ve Genetik 

Anabilim Dalē araĸtērma gºrevlilerine, sekreterliĵine, Genetik Hastalēklar Tanē 

Merkeziôndeki ve Saĵlēk Bilimleri Araĸtērma ve Uygulama Merkeziôndeki 

hocalarēma, uzmanlarēna, teknisyen arkadaĸlarēma ve sekreterliĵine  

Doktora eĵitimim boyunca ilgili resmi iĸlemleri y¿r¿ten Akdeniz 

¦niversitesi Saĵlēk Bilimleri Enstit¿s¿ alēĸanlarēna, 

Hayatēmēn her aĸamasēnda verdikleri desteĵi, emeĵi, g¿veni, anlayēĸlarē ve 

her zaman yanēmda hissettiĵim sevgileri iin baĸta sevgili aileme, BUZôuma ve 

arkadaĸlarēma teĸekk¿r ederim. 



i 

 

¥ZET  

Adenoviral E1 ve E2 genlerinin, transkripsiyondan sorumlu olduĵunun gºsterilmesi 

ile keĸfedilen E2F1 geni, 20. kromozomun uzun kolunda yer almaktadēr. 

Translasyon ¿r¿n¿ ise 437 aminoasitlik bir proteindir. Dimerizasyon partneri ile 

dimer oluĸturduktan sonra E2F1 h¿cre siklusunun G1 aĸamasēnda aktif hale 

gemekte ve h¿cre bºl¿nmesi ile ilgili DNA Polimeraz gibi birok sayēda genin 

transkripsiyonunu kontrol etmektedir. Transkripsiyonel olarak  kontrol edilebilen 

E2F1 aktivitesinin post-translasyonel modifikasyonlar ile de kontrol edildiĵi 

gºr¿lmektedir. Translasyon sonrasē E2F1, P/CAF aracēlēĵēyla asetilasyona, Set 9 ile 

metilasyona ve CHK2 aracēlēĵēyla da fosforilasyona uĵrayabilmektedir.  Set 9-

aracēlē metilasyonu E2F1ôin paralanmasēna yol aarken, CHK2 ve P/CAF 

modifikasyonlarē ise metilasyonu engelleyerek proteinin stabilizasyonunu 

saĵlamaktadēr. DNA Hasarē, UV maruziyeti gibi patolojik koĸullarda post-

translasyonel modifikasyonlara uĵrayan E2F1ôin, fizyolojik koĸullarda da eĸitli 

molek¿ller tarafēndan post-translasyonel modifikasyonlara uĵratēlmasē m¿mk¿nd¿r. 

Epinefrin, adrenalin, endotelin-1 ve ok sayēda kemokin h¿cre fizyolojisinde hayati 

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

isimlendirilen reseptºrlere baĵlanarak gºsterirler. Bu reseptºrlerin bahsedilen 

ligantlarē tarafēndan aktive edilmeleri durumunda pek ok yolak aktive edilir ve bu 

yolaklardan biri de Adenilat Siklaz dēr. Aktive edilen Adenilat siklaz ATPôden 

cAMP oluĸturur. Bunun yanē sēra cAMP seviyesi h¿cre ii glukoz miktarēnēn 

azaldēĵē durumlarda da y¿kselir.  cAMP ilk keĸfedilen ikincil mesajcē olup h¿crede 

biyolojik etkinliĵini 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 

h¿cre ii cAMP seviyesinin artmasēna baĵlē PKA aktivasyonu h¿cre 

proliferasyonunu negatif olarak etkiler. Bu gerekler ēĸēĵēnda, aktive edilen PKA 

enziminin h¿cre dºng¿s¿n¿n baĸlamasēnē kontrol eden E2F1 aktivitesini negatif  

etkileyeceĵini d¿ĸ¿nd¿k.  Bu bilgiler doĵrultusunda, E2F1ôin PKA substratē olup 

olmayacaĵēnē gºrmek iin E2F1ôin aminoasit dizisini incelediĵimizde E2F1 

proteininde ¿ adet muhtemel PKA konsensus fosforilasyon bºlgesi saptadēk. Bu 

fosforilasyon noktalarē, 127-130,  232-235 ve 361-364 pozisyonlarēnda lokalize 

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

Serin amino asitlerinin PKA tarafēndan fosforile edilebileceĵini ve bu 

fosforilasyonlarēn E2F1 aktivitesini etkileyeceĵini d¿ĸ¿nerek ilgili amino asitlerin 

kodonlarēnē yarattēĵēmēz ºkaryotik E2F1 ekspresyon vektºr¿nde fosforile 

edilemeyen Alanin ve fosforilasyonu taklit eden negatif y¿kl¿ Glutamik Asit 

kodonlarēna evirdik. Elde ettiĵimiz sonulara gºre, PKA-aracēlē E2F1 

fosforilasyonunun h¿cre proliferasyonu, apoptozis ind¿ksiyonu, glukoz alēmē ve 

Sisplatin-aracēlē h¿cre ºl¿m¿ne etki ettiĵini gºsterdik. 

Anahtar Kelimeler:  E2F1, PKA, H¿cre Dºng¿s¿, H¿cre Metabolizmasē, Kanser 
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ABSTRACT  

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

mediated modifications prevent Set9-mediated methylation and prevents its 

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

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

post-translational modifications by various molecules under physiological 

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

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

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

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

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

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

first second messenger discovered and elicits its biological effect by activating 

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

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

general, increase of cellular cAMP level and resulting PKA activation 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. GĶRĶķ 

XX. Y¿zyēlēn sonlarēnda adenoviral E2 geninin tanēmlanmasē ile E2F ailesini 

tanēmlama alēĸmalarē baĸlamēĸtēr. E2F tranksripsiyon faktºr ailesi h¿cre dºng¿s¿ 

ve apoptozda gºrev alan bir protein ailesidir. ¢alēĸmalarda klonlanan ilk  E2F aile 

¿yesi E2F1 adēnē almēĸtēr. Ardēndan, bu gruba yedi ¿ye daha eklenmiĸ olup; 10 adet 

isoform saptanmēĸtēr. ¦zerinde en ok alēĸma yapēlan E2F1 proteininin 

retinoblastoma t¿mºrlerinde pRB (Retinoblastoma proteini) adē verilen bir proteine 

baĵlandēĵē gºsterilmiĸtir. Daha sonraki alēĸmalarda, sadece kanser h¿crelerinde 

deĵil her h¿cre de E2F1ôin pRB ile baĵlandēĵē gºsterilmiĸtir. Transkripsiyon 

faktºr¿ olarak gºrev yapan E2F1, pRB ile heterodimer oluĸturduĵunda, DNAôdaki  

hedef bºlgesine baĵlanamaz ve hedef genlerin transkripsiyonu ind¿klenemez. 

H¿cre dºng¿s¿n¿n baĸlangēcēnda pRBônēn fosforile edilmesiyle serbest kalan ve 

DP (Dimerizasyon Partneri) ailesi proteinlerle heterodimer oluĸturan E2F1, 

h¿crenin dºng¿ye girmesini saĵlayacak hedef genlerin promotor bºlgelerine 

baĵlanarak hedef genlerin transkripsiyonunu ind¿kler. H¿cre dºng¿s¿nde DNA 

Polimeraz I gibi ºnemli gºrevleri olan birok proteinin transkripsiyonunu 

ind¿kleyen E2F1, h¿cre fizyolojisinde meydana gelen patolojik durumlarda Apaf1 

ve p53 ind¿ksiyonu da yaparak apoptozis s¿recinin  baĸlatēlmasēna da katkē  yapar.   

Bir proteinin h¿cre yaĸamēnda bu kadar ºnemli rol almasē bu proteinin h¿cre 

fizyolojisinde meydan gelecek deĵiĸimler durumunda aktivitesinin de d¿zenlenmesi 

gereĵini d¿ĸ¿nd¿rmektedir. Nitekim DNA hasarē gibi patolojik durumlarda E2F1ôin 

ondan fazla modifikasyona uĵradēĵē gºsterilmiĸtir. DNA hasarē gibi patolojik 

durumlar haricinde E2F1 proteininin post-translasyonel modifikasyona uĵradēna 

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

aminoasit dizisini incelediĵimizde besin sensºr¿ olarak gºrev yapan ve cAMP 

tarafēndan aktive edilen Protein Kinaz Aô nēn (PKA) substratē olabileceĵini 

saptadēk. Bu baĵlamda, PKAônēn E2F1ôi RYET130, RLLS235 ve RMGS364 

dizilerinde T130,  S235 ve S364 aminoasitlerinden fosforile ederek E2F1ôin 

aktivitesini negatif olarak etkilediĵini bulduk. Sºz konusu bºlgelerin fosforilasyonu 

daha ºnce gºsterilmediĵinden alēĸmamēz ilk olma ºzelliĵi taĸēmaktadēr. Bu 

nedenle, PKA-aracēlē E2F1 fosforilasyonunun E2F1ôin h¿cre proliferasyonu ve 

apoptozis s¿recindeki farklē davranēĸlarēnēn aēklanmasēna katkē yapacaĵēnē temenni 

ediyoruz.    
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2. GENEL BĶLGĶLER 

2.1.  H¿cre Dºng¿s¿ (H¿cre Siklusu) 

H¿cre dºng¿s¿, oĵalmak yani prolifere olmak ¿zere uyarēlan bir h¿crede 

gerekleĸen, bir dizi biyokimyasal aktivitenin ve morfolojik deĵiĸikliklerin 

gºr¿ld¿ĵ¿ bir s¿retir. Bu s¿re koordine, ardēĸēk ve senkronize olaylar serisinin 

t¿m¿d¿r. Bir dºng¿ye giren h¿cre, morfolojik ve genetik olarak birbirine tēpatēp 

benzeyen iki h¿cre oluĸumuyla dºng¿y¿ tamamlar (Shankland ve Wolf 2000). 

 

H¿cre dºng¿s¿, G1-S-G2 evrelerinden oluĸan interfaz yani bºl¿nmeye hazērlēk 

s¿recini, ekirdek bºl¿nmesini saĵlayan mitoz bºl¿nmeyi ve sitoplazmanēn 

bºl¿nmesi olarak bilinen sitokinezi ierir (Morgan DO. The cell cycle: principles of 

control. USA , Shankland ve Wolf 2000) (ķekil 2.1). G0 fazē, dinlenme evresi 

olarak da bilinen ve G1 fazēna girmeden hemen ºnce yer alan terminal olarak 

farklēlaĸmaya uĵramēĸ ve/veya yeniden h¿cre dºng¿s¿ne girme yeteneĵi ortadan 

kalkan h¿crelerin bulunduĵu evredir. H¿creler G0 fazēnda g¿nlerce, aylarca hatta 

yēllarca bºl¿nmeden kalabilirler. H¿cre dēĸēndan uygun bir sinyal gelmedike de 

bºl¿nme yeteneklerini geri kazanamazlar (Sherr 1996).  

 

G1 fazēnda spesifik h¿cre fonksiyonlarē iin gereken proteinler ve ge G1 fazēnda 

bol miktarda RNA sentezlenir. Bu proteinler arasēnda h¿cre dºng¿s¿n¿ kontrol 

eden proteinler ve mitozdan sonra yarēya d¿ĸen h¿cre hacmini normal b¿y¿kl¿ĵ¿ne 

ulaĸtērmak iin gerekli proteinler de vardēr. Ayrēca, bu fazda DNA sentezi iin 

gerekli DNA polimeraz gibi birok enzim de sentezlenir. Yaklaĸēk olarak 12 saat 

s¿rd¿ĵ¿ iin siklusun en uzun fazē olarak kabul edilir. G1ôin sonuna doĵru bir 

kontrol noktasē S fazēna giriĸi kontrol eder. Bu kontrol noktasēnda (G1 kontrol 

noktasē)  S fazēnda oĵaltēlacak olan DNA sarmalēnda bir hasarēn olup olmadēĵē 

kontrol edilir. Eĵer herhangi bir hasar saptanērsa, h¿creler ya hasarē onarēr ya da 

apoptoza giderek ºl¿rler (Yang ve Kornbluth 1999).  

 

Sentez (S) fazēnda yaklaĸēk olarak 7-8 saat s¿ren DNA replikasyonu ile h¿cre 

iindeki DNAônēn miktarē iki katēna ēkarēlēr. Bºylece mitoz fazēna girmeden ºnce, 

ikiye bºl¿necek olan h¿crede iki kat DNA miktarē elde edilmiĸ olur (Yang ve 
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Kornbluth 1999, Shankland ve Wolf 2000). S fazēnēn bitiĸiyle DNA sentezi durur 

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

Mitotik iĵ iplikiklerinin mikrot¿b¿ler ºnc¿lleri ve mitoz bºl¿nme sērasēnda 

kullanēlacak diĵer proteinler sentezlenir. Bunlarla birlikte mitoz bºl¿nme iin 

gerekli olan enerji biriktirilir. Bu fazēn sonunda yani mitoz fazēna girmeden hemen 

ºnce hatalē sentezlenmiĸ DNA sarmallarēnēn d¿zeltilmesini saĵlayan bir kontrol 

noktasē bulunur (G2 kontrol noktasē) (Morgan DO. The cell cycle: principles of 

control. USA , Yang ve Kornbluth 1999).  

 

Mitoz bºl¿nme yaklaĸēk 1-2 saat s¿rmekte olup h¿cre dºng¿s¿n¿n en kēsa fazēdēr. 

Mitoz, S fazēnda duplike olan kromozomlarēn iki yavru h¿creye eĸit olarak 

paylaĸtērēldēĵē kompleks bir olaydēr. Profaz, Metafaz, Anafaz ve Telofaz 

evrelerinden oluĸmaktadēr ve h¿cre bºl¿nmesi sitokinez ile sonlanmaktadēr. 

Sonrasēnda dºng¿, tekrar G1 fazē ile devam eder (Morgan DO. The cell cycle: 

principles of control. USA). 

 

ķekil 2.1.  H¿cre Dºng¿s¿nde Gºrev Alan Bileĸenler. H¿cre dºng¿s¿ kontrol¿n¿n saĵlanmasē 

iin kontrol noktalarēnda gºrev alan komponentler ve alēĸma partnerleri 
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2.2. H¿cre Dºng¿s¿ Kontrol¿nde Gºrev Alan Bileĸenler 

2.2.1. Siklinler ve Siklin Baĵēmlē Kinazlar 

H¿cre dºng¿s¿n¿n iki ºnemli temel taĸē siklinler ve siklin baĵēmlē kinazlardēr. 

Siklinler ve Siklin Baĵēmlē Kinazlar h¿cre dºng¿s¿ boyunca eĸitli varyasyonlarda 

kompleks oluĸtururlar (ķekil 2.1). Siklin/Siklin Baĵēmlē Kinaz (cdk) kompleksinin 

eĸitliliĵi, h¿cre dºng¿s¿ndeki ºnemini gºzler ºn¿ne sermektedir. Siklin/Siklin 

Baĵēmlē Kinaz kompleksleri h¿cre dºng¿s¿n¿n belirli evrelerinde 

gerekleĸmektedir ve s¿re boyunca Siklin/Siklin Baĵēmlē Kinaz kompleksleri 

farklē hedef proteinlerin fosforilasyonundan sorumludur (Giacinti ve Giordano 

2006). G¿n¿m¿ze kadar onaltē adet siklin tanēmlanmēĸtēr. Buna ek olarak 

tanēmlanamayan ve baĵlanma partnerleri tanēmlanmamēĸ olan daha fazla siklin 

olduĵu d¿ĸ¿n¿lmektedir (Giacinti ve Giordano 2006). 

 

Siklin/Siklin Baĵēmlē Kinazlar h¿cre dºng¿s¿n¿n belli fazlarēnē yºnetmektedir. 

Memeli h¿crelerinde G1 fazē siklinleri olan Siklin-D ve Siklin-E, G1/S fazē geiĸini 

kontrol etmektedir. ¦ farklē tip Siklin-D bulunmaktadēr. Bunlar Siklin-D1, D2 ve 

D3ôd¿r. Farklē h¿crelerde farklē Siklin-D alt tipi ekspresyon gºsterir. ¢oĵu h¿crede 

ekspresyon gºsteren alt tip ise Siklin-D3ôd¿r (Giacinti ve Giordano 2006). Siklin-E 

iki farklē alt tipe sahip olup bunlar Siklin-E1 ve Siklin- E2ôdir. Bu iki alt tip insan 

t¿mºr dokularēnda ve fare dokularēnda beraber ekspresyon gºstermektedir (Geng ve 

ark. 2001).  

 

Mitotik siklinler olarak adlandērēlan Siklin-A ve Siklin-B, h¿cre dºng¿s¿nde 

S/G2/M fazlarēnēn geiĸlerinden sorumludur. Siklin Aônēn alt tipi olan Siklin A1 

mayoz s¿recinde ve erken embriyogenez s¿recinde eksprese edilirken, diĵer bir alt 

tipi olan Siklin-A2 somatik h¿crelerin proliferasyonu esnasēnda eksprese 

edilmektedir. Siklin-B2 mitoz bºl¿nme s¿recinde Golgiônin yeniden 

ĸekillendirilmesinde gºrev alērken; Siklin B1 ise h¿cre dºng¿s¿n¿n G2/M geiĸinde 

aktif rol almaktadēr (Jackman ve ark. 1995).  

 

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

gºre G1 fazēnda Cdk4 veya Cdk6 ile kompleks oluĸtururlar (Hitomi ve Stacey 
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1999). Siklin D/Cdk aktivitesi mitojenik bºl¿nmede ilk olarak gºr¿lmektedir. 

Siklin E protein seviyesi ise G1/S fazē geiĸinde artēĸ gºstermektedir. Bu deĵiĸimi S 

fazēnda artēĸē ile Siklin A izlemektedir. Bu fazda Cdk1 sadece Siklin-A  ile 

kompleks oluĸturabilirken; Cdk2 hem Siklin-A hem de Siklin-E ile kompleks 

oluĸturabilir (Hochegger ve ark. 2008, Lim ve Kaldis 2013). G2ôden M fazēna  

geiĸte ise Siklin-B protein seviyesi de artar ve Cdk1 Siklin-Aôdan ayrēlēp Siklin-

Bôye baĵlanēr. Siklin proteinlerinin ve siklin baĵēmlē kinazlarēn seviyelerindeki bu 

dalgalanma h¿cre dºng¿s¿n¿n devamlēlēĵēnē saĵlamaktadēr.  

 

Erken-orta dºnem G1 fazēnda oluĸan Siklin-D1/cdk4 veya Siklin-D1/cdk6 

kompleksinin ve G1 fazēnēn ge dºneminde oluĸan Siklin-E/cdk2 kompleksleri 

tarafēndan h¿cre dºng¿s¿n¿n d¿zenlenmesinin en ºnemli mekanizmalarēndan biri 

Retinoblastoma proteininin fosforilasyonudur (ķekil 2.2). 

 

ķekil 2.2.  Rb/E2F yolaĵē. H¿cre dºng¿s¿nde gºrev alan Cdk4-pRb-E2F yolaĵēnēn ĸematik 

gºsterilmesi 
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2.2.2. Retinoblastoma Protein Ailesi 

Retinoblastoma Protein (pRb) ailesi Rb/p105, Rb2/p130 ve p107 olmak ¿zere ¿ 

proteinden oluĸmaktadēr. Rb/p105 insan kromozomunda 13q14 lokalizasyonunda 

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

lokalizasyonunda bulunmaktadēr (Baldi ve ark. 1996). Ķnsan neoplazmlarēnda, 

Rb/p105, Rb2/p130 mutasyonlarēna sēklēkla rastlanmakla beraber p107 

mutasyonlarēna ok nadir olarak rastlanēr (Ichimura ve ark. 2000). Retinoblastoma 

aile ¿yeleri b¿y¿k oranda homoloji gºsteren bºlgelere sahiptir. Rb2/p130 ve p107 

alt tipleri %50 benzerlik gºsterirken; Rb/p105 ile %30-35 oranēnda benzerlik 

gºsterirler. 

 

Retinoblastoma aile ¿yeleri h¿cre dºng¿s¿ boyunca protein-protein etkileĸimleri  

sonucu ñpocket domainò isimli bºlgesinden spesifik konformasyonel deĵiĸimlere 

uĵramaktadēr (Paggi ve ark. 1996). ñPocket domainò bºlgesi yapēsal olarak 

fonksiyonel iki bºlgeden ve bu iki bºlge arasēndaki bir ayērēcē bºlgeden 

oluĸmaktadēr. Fonksiyonel olan bu iki bºlge, ñXò herhangi bir aminoasit olmak 

¿zere, yapēsēnda LXCXE aminoasit motifi ieren proteinlere baĵlanmaktadēr. 

LXCXE motifi ieren proteinlerin baĸēnda D-tipi siklinler, histon deasetilazlar 

(HDAC) ve bazē DNA t¿mºr vir¿slerinin sentezlediĵi onkoproteinler 

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

  

Retinoblastoma aile ¿yeleri iinde h¿cre dºng¿s¿n¿n kontrol¿nde en ºnemli rol¿ 

pRB (p105) oynar. pRB h¿cre dºng¿s¿n¿n G1 fazēndan baĸlayarak kademeli olarak 

fosforilasyona uĵrar ve bu fosforilasyonlar dºng¿ boyunca devam eder. Bu 

fosforilasyonlar,  pRBônin fonksiyonel olarak inaktivasyonuna neden olur. H¿cre 

dºng¿s¿ sērasēnda gºzlenen pRB fosforilasyonlarēndan primer olarak  siklinler 

tarafēndan aktive edilen ñsiklin-baĵēmlē kinazlarò sorumludur. G1 fazēnēn erken 

dºneminde D-tipi siklinler, pRBônin iki aktif bºlgesine  LXCXE motifleri aracēlēĵē 

ile baĵlanērlar ve bu sayede kendilerine baĵlē cdk4 veya cdk6ôyē da pRB proteinine 

taĸērlar ve bºylece  cdk4 ve cdk6   Rb/p105 ve Rb2/p130  fosforilasyonu yapar 

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

fosforilasyona uĵrayan pRb, konformasyonel deĵiĸime uĵramakta ve bunun sonucu 
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olarak da  LXCXE motifi ile kendine baĵlanan HDAC enzimleri  pRBôden 

ayrēlmaktadēr.  G1 fazēnēn orta-ge dºneminde ise Siklin-E ve Siklin-A, cdk2 ile 

kompleks oluĸtururlar (De Luca ve ark. 1997). HDAC enzimlerinin pRBôden 

ayrēlmasē pRbôdeki fonksiyonel iki bºlgesinin Siklin-E/cdk2 veya Siklin-A/cdk2 

aracēlēĵēyla fosforilasyonunun ºn¿n¿ amaktadēr. Siklin-E/cdk2 ve Siklin-A/cdk2-

aracēlē fosforilasyonun ardēndan E2F ¿yeleri pRB proteininden ayrēlēr.  

 

2.2.3. E2F Protein Ailesi  

E2F tranksripsiyon faktºr ailesi h¿cre dºng¿s¿ ve apoptozisde  gºrev alan bir 

protein ailesidir. 1980ôli yēllarēn baĸēnda adenoviral E2 geni promotorunun 

tanēmlanmasē ile E2F ailesi ¿zerindeki tanēmlama alēĸmalarē baĸlamēĸtēr (Kovesdi 

ve ark. 1986). Bu tanēmlanan faktºr daha sonra klonlanēp E2F1 adēnē almēĸtēr 

(Hazar-Rethinam ve ark. 2011). Ardēndan,  E2F grubuna ¿ye olan ve ¿zerinde en 

ok alēĸēlan E2F1ôin kanser h¿crelerinde pRB ile etkileĸimde olduĵu gºsterilmiĸtir 

(Bandara ve La Thangue 1991, Kaelin ve ark. 1992). Sonraki yēllarda E2F1ôin 

n¿kleotit dizisinin prob olarak kullanēmē ile bu aileye ait  yedi ¿ye daha klonlanmēĸ 

ve t¿m E2F ¿yelerinden t¿retilen 10 adet protein  isoformu saptanmēĸtēr (Polager ve 

Ginsberg 2008). Bu aile ¿yeleri ierdikleri yapēsal farklēlēklar nedeniyle tipik/atipik 

olarak ayrēlsa da; E2F aile ¿yelerinin en mantēklē  gruplandērēlmasē transkripsiyon 

s¿recinde gºsterdikleri aktiviteye gºre yapēlmēĸtēr. Buna gºre, E2F ailesi ¿ ana 

grupta incelenmektedir: Aktivatºr E2F aile ¿yeleri (E2F1, E2F2, E2F3a), Repressºr 

E2F aile ¿yeleri (E2F3b, E2F4, E2F5) ve Ķnhibitºr E2F aile ¿yeleri (E2F6, E2F7a, 

E2F7b, E2F8, (ķekil 2.3). 
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ķekil 2.3. E2F protein aile ¿yeleri. Aile ¿yeleri transkripsiyonel etkilerine gºre 

gruplandērēlmaktadērlar. Aktivatºr E2F ¿yeleri, E2F hedef genlerin aktivasyonunu 

arttērērken; Represºr E2F ¿yeleri hedef genlerin ekspresyonunu baskēlamaktadērlar. 

Ķnhibitºr ºzellikteki E2F ¿yeleri ise aktivatºr ve represºr E2F ¿yeleri ile yarēĸarak DNA 

baĵlanērlar ve diĵer ¿yelerin gºrev yapmalarēnē engellemektedirler (Ertosun ve ark. 

2016).  

  

E2F aile ¿yeleri arasēnda hem yapēsal hem de fonksiyonel aēdan farklēlēklar vardēr. 

E2F1, E2F2 ve E2F3a transkripsiyonel aktivatºr olarak  gºrev yapēp pRB/p105 

tarafēndan inhibe edilirken, E2F3b, E2F4 ve E2F5 transkripsiyonel repressºr gºrevi 

gºr¿p Rb2/p130 ve p107 tarafēndan inhibe edilirler (Gaubatz ve ark. 2000). E2F6, 

Polycomb proteinleri ile etkileĸime girip baĵlandēklarē promotorlarda DNA 

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

Stefano ve ark. 2003). E2F7 ve E2F8 ise spesifik olarak bazē promotor bºlgelere 

baĵlanarak transkripsiyonu baskēlamaktadēr (Di Stefano ve ark. 2003). 

 

E2F1, E2F2, E2F3a transkripsiyon faktºrlerinin ekspresyonu h¿cre dºng¿s¿n¿n 

G1/S ge fazēnda maksimum seviyeye ulaĸēr ve h¿crenin s¿klusa girmesini ve DNA 

sentezi iin gerekli olan genlerin transkripsiyonunu ind¿kleyerek h¿crenin siklusa 
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girmesini saĵlar (Cam ve Dynlacht 2003, DeGregori ve Johnson 2006).  E2F3b, 

E2F4 ve E2F5 h¿cre dºng¿s¿n¿n her evresinde bazal d¿zeyde sentezlenirler. 

Bunlar, h¿cre dºng¿s¿n¿n G0 ve erken G1 fazēnda p107, Rb2/p130 ve HDAC 

enzimleri ile nukleusta kompleks oluĸturup h¿cre dºng¿s¿n¿n S fazēnda gerekli 

olan genlerin transkripsiyonlarēnē baskēlarlar. (Takahashi ve ark. 2000, Attwooll ve 

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

faktºrleri ise rekabetci bir ĸekilde diĵer E2F ¿yeleri ile yarēĸarak onlarēn 

hedeflerine baĵlanmalarēnē engellerler. Bºylece, hem aktivatºr hem de represºr 

E2Fôlerin iĸlevlerini durdururlar (Iaquinta ve Lees 2007). 

 

E2F ¿yeleri transkripsiyonunu ind¿kledikleri hedef genlerin promotoruna 

baĵlanabilmek iin Dimerizasyon Partneri (DP) isimli proteinler ile kompleks 

oluĸturmak zorundadēr.(Helin ve ark. 1993). E2F7 hari bu aile ¿yeleri genel olarak 

DP1 veya DP2 ile dimer oluĸtururlar. E2F7a ve E2F7b alt tipleri ise DP-baĵēmsēz 

olarak da hedef DNAôya baĵlanabilmektedir (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 tarafēndan kodlanan E2F1 

proteini omurgalē canlēlar arasēnda ortalama %90 oranēnda homoloji gºstermektedir 

(ķekil 2.4.). Diĵer E2F ailesi ¿yeleri gibi maksimum protein seviyesine G1/S ge 

fazēnda eriĸen E2F1, h¿crenin DNA sentezleyebilmesi iin gerekli genlerin 

transkripsiyonunu saĵlamaktadēr. (Chen ve ark. 2009). Bu nedenle h¿cre 

dºng¿s¿n¿n sentez fazēna girmesindeki en ºnemli proteinlerden biri olarak kabul 

edilir. 

 

E2F1ôin fonksiyonu Retinoblastoma proteini ile iliĸkilidir (Dyson 1998). E2F1, 

pRB ile heterodimer oluĸturduĵunda hedef genlerinin promotoruna 

baĵlanamayacaĵēndan sºz konusu genlerin transkripsiyonunu ind¿kleyemez  (Helin 

ve ark. 1993). H¿cre dºng¿s¿n¿n G1 fazēnda E2F1, Siklin-baĵēmlē kinazlar 

tarafēndan pRBônin fosforillenmesi sonucu serbest kalēr ve ardēndan DP1/2 ile 

heterodimer oluĸturup hedef genlerin promotor bºlgelerine baĵlanēp bu genlerin  
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transkripsiyonunu  ind¿kler (La Thangue 1994). E2F1 hedefi olan genlerin 

promotorunda bulunan ve E2F1ôin baĵlandēĵē konsensus dizi TTTSSCGCS dir. ñSò 

harfi burada sitozin veya guanin n¿kleotidinden herhangi birisini temsil eder (van 

der Watt ve ark. 2011). E2F1-aracēlē transkripsiyonel ind¿ksiyona uĵrayan genlerin 

en bilinenleri, h¿cre dºng¿s¿nde gºrev alan CDC2, CDC25A, Siklin D1 ve Siklin 

E  ile DNA replikasyonu ve/veya DNA tamirinde gºrevleri olan Dihidrofolat 

Red¿ktaz (DHFR), DNA polimeraz alfa, Replikasyon Faktºr 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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ķekil 2.4. Canlēlar arasēnda E2F1 protein dizisinin karĸēlaĸtērēlmasē 

H¿cre dºng¿s¿nde G1/S fazēnda gºrevli olduĵu gibi E2F1, h¿cre dºng¿s¿n¿n 

duraksamasēnda da ºnemli bir role sahiptir. B¿y¿me faktºrlerinin olmadēĵē ve E2F1 

ekspresyonunun y¿ksek olduĵu  durumlarda E2F1, dºng¿n¿n durmasēna sebep 

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

faktºrlerinin ortamdan uzaklaĸmasē durumunda  Ras yolaĵē da aktive olabilmekte 

ve aktifleĸen Ras da bilinmeyen bir mekanizma ile E2F1 aktivasyonu yaparak h¿cre 

dºng¿s¿ duraksamasēna yol amaktadēr (Muller ve ark. 2001).  Bunun yanē sēra 

E2F1 apoptozis s¿recinde de ºnemli gºrevler ¿stlenir (ķekil 2.5). E2F1-aracēlē 
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apoptozis ind¿ksiyonu E2F1ôin p53 miktarēnē arttērmasē ile aēklanmēĸtēr  (Wu ve 

Levine 1994). Bunun en b¿y¿k ispatē ise p53 yokluĵunda veya h¿creye mutant p53 

verildiĵinde E2F1- aracēlē geliĸen apoptozisin kēsētlanmēĸ olmasēdēr (Qin ve ark. 

1994, Shan ve Lee 1994). Bug¿n kabul gºren teoriye gºre E2F1, ARF proteininin 

ekspresyonunu ind¿kleyerek  MDM-2 baskēlanmasēna neden olur (Sherr 1998). 

ARF ile baĵlanan MDM-2, p53 ile baĵlanamadēĵēndan p53ô¿n ¿bik¿tinasyon 

sonucu paralanmasē engellenir. E2F1, ARFôin olmadēĵē durumlarda baĸka bir yol 

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

ARF-baĵēmlē veya baĵēmsēz aktive olan p53, pro-apoptotik proteinler olan  Bax, 

Puma ve Noxa ind¿ksiyonu yaparak  apoptozisin gerekleĸmesine neden olur 

(Schuler ve Green 2001). Buna ek olarak E2F1, p53ô¿n fosforilasyonunu 

gerekleĸtirip aktive olmasēnē saĵlayan ATM (ataxia telangiectaisa mutated) ve 

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

Ginsberg 2003, Rogoff ve ark. 2004)  E2F1, p53 stabilizasyonuna ek olarak p53ô¿n 

pro-apoptotik kofaktºrleri olan ASPP1/2 (Apoptosis Stimulating Protein of p53) 

genlerinin de ekspresyonunu ind¿kleyerek p53-baĵēmlē apoptozisôe sebep  

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

 

E2F1ôin p53 ¿zerine olan etkisinin yanēnda  p53 de E2F1ôin fonksiyonunu kontrol 

eder. Bu kontrol; p21-Cdk4-Rb yolaĵē ¿zerinden E2F1 proteininin DP-1 proteiniyle 

oluĸturduĵu heterodimer yapēlarēnēn engellenmesi sonucu gerekleĸmektedir. Bu 

geri besleme, p53 seviyesinin kontrol¿ iin kullanēlan yolaklardan biridir 

(Wikonkal ve ark. 2003).   E2F1, p53ôden baĵēmsēz  olarak da apoptozise neden 

olabilmektedir. Bu yolaklardan biri  E2F1-aracēlē gerekleĸen pro-apoptotik p73 ve 

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

ark. 2001). Ayrēca, E2F1, anti-apoptotik Mcl-1ôin transkripsiyon  faktºr¿ olan NF-

kBônin ekspresyonunu baskēlayarak apoptozis ind¿ksiyonuna katkē yapmaktadēr 

(Ma ve ark. 2002, Stanelle ve Putzer 2006).  T¿m bunlarēn yanēnda E2F1 pro-

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

baskēlayēp Bcl-2 ekspresyonunu ind¿kleyerek h¿crede apoptososin inhibe 

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

ve ark. 2003).  
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ķekil 2.5. E2F1 proteininin apoptotik ve proliferatif s¿reteki hedef molek¿ller. E2F1 

transkripsiyon faktºr¿n¿n h¿cre dºng¿s¿ndeki, proliferasyondaki ve apoptotik s¿reteki 

hedef proteinlerin ĸematik gºsterimi (Ertosun ve ark. 2016). 

 

2.3. pRb/E2F1 yolaĵēnēn biyolojik ve patolojik fonksiyonlarē 

2.3.1.  Embriyo lojik  Geliĸim S¿recindeki Etkileri 

¢ok h¿creli bir organizmanēn embriyo dºneminden yetiĸkin dºneme kadar baĸarēlē 

bir ĸekilde geliĸimi iin h¿cre proliferasyonunun, dºn¿ĸ¿m¿n¿n ve apoptozisin 

belirli bir d¿zende ilerlemesi gerekmektedir. E2F1,  hem h¿cre dºng¿s¿n¿n 

baĸlamasēnda hem de gerektiĵinde apoptozisin ind¿klenmesinde  gºrev yaptēĵē iin 

embriyonik geliĸim s¿recinde de gºzlenen bu iki farklē  s¿recin kontrol edilmesinde 

ºnemli rol oynar (Tsai ve ark. 2008). E2F1, embriyonik geliĸim s¿recinde de 

dºng¿n¿n S fazēnēn gerekleĸmesi iin ĸart olduĵundan E2F1 geninde meydan 
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gelen ve E2F1ôin fonksiyonunu engelleyen mutasyonlar  embriyonun midblastula 

evresine geiĸinde duraksamaya neden olmakta ve embriyonik geliĸim bozukluklarē 

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

2003, Sun ve ark. 2006). Daha da ºnemlisi,  E2F1 fonksiyonunun bozulmasē  

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

embriyonik s¿rete ventral ve posterior h¿crelerin kaderini belirleyerek embriyonik 

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

Brivanlou 2000). 

 

E2F1 proteini, embriyonik geliĸim s¿recinin erken dºnemlerinde etkin olduĵu gibi 

organogenez s¿recinde ºzellikle nºral ºnc¿l h¿crelerin proliferasyonunda,  bunlarēn 

olgun nºron h¿crelerine farklēlaĸmasēnda (Campbell ve ark. 2011, Mohan ve ark. 

2012, Rovani ve ark. 2012, Kusek ve ark. 2001), nºron h¿crelerinin migrasyonunda 

ve neokorteksôin geliĸiminde de ºnemli rol oynar (Li ve DiCicco-Bloom 2004, 

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

h¿crelerinin geliĸimi ve migrasyonunun yanē sēra E2F1 sinir sistemi ile doĵrudan 

iliĸkisi bulunan duyu sistemlerinin geliĸiminde de ºnemli gºrevler ¿stlenmektedir; 

¿nk¿, E2F1 fonksiyonundaki bozukluk gºz¿n retina bºlgesinde patolojilere neden 

olmaktadēr (Mongan ve ark. 2011). Buna ek olarak,  E2F1  sinir ularē ieren 

kulaĵēn i kēsmēndaki siliyer (t¿ys¿) yapēlarēn geliĸiminde, (Rocha-Sanchez ve 

Beisel 2007),  dermisde  epidermal yapēlarēn formasyonu ve tabakalaĸmasēnda  

(Chang ve ark. 2004, Ivanova ve ark. 2005), damaĵēn simetrik geliĸiminde 

(Amasaki ve ark. 2003), diĸ ve diĸ epitelinin farklēlaĸmasēnda ºnemli gºrevler 

¿stlenerek duyu ve sindirim sistemi organogenezisinde  gºrev almaktadēr 

(Andreeva ve ark. 2012, Zhang ve ark. 2012). E2F1, diĵer sistemlerde olduĵu gibi 

gerek intra-uterin dºneminde gerekse ondan sonraki s¿rete organizma 

b¿t¿nl¿ĵ¿n¿ oluĸturarak koruyan kas ve iskelet sisteminin embriyolojik geliĸiminde 

de ºnemli gºrevlere sahiptir.  FGF mutasyonlarē sonucu E2F1 ekspresyonunun 

deĵiĸmesi  ile kēkērdak ve kemik yapēsēnda patolojik deĵiĸimler meydana 

gelmektedir (Dailey ve ark. 2003). E2F1, aynē zamanda kemik ve kēkērdak 

yapēlarēnēn b¿t¿nl¿ĵ¿n¿ saĵlayan kas dokusunun myogenez s¿recinde pRB ve p21 

ile birlikte etkilidir (Jiang ve ark. 2000). 
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2.3.2.  Enerji Metabolizmasē ¦zerindeki Etkile ri  

Embriyonik s¿reten itibaren h¿creler iin gerekli olan enerjinin saĵlanmasē 

amacēyla devamlēlēk gºsteren h¿cre ii enerji metabolizmasēnda pRb/E2F1 yolaĵē 

aktif rol oynamaktadēr. H¿cre ii enerji kaynaĵē olarak kullanēlan lipidlerin 

metabolizmasēnda E2F1 d¿zenleyici bir rol ¿stlenmektedir (Fajas ve ark. 2002, 

Dali-Youcef ve ark. 2007). E2F1, kendisi de bir transkripsiyon faktºr¿ olan PPARg 

aracēlēĵēyla adipogenezi d¿zenlemektedir (ķekil 2.6). E2F1-aracēlē PPARg 

ind¿ksiyonu,  klonal adiposit oluĸum s¿resi boyunca gerekleĸmektedir (Fajas ve 

ark. 2002). Diĵer yandan,  E2F1  yaĵ dokusunda bulunan mitokondriyel aktiviteyi, 

dolayēsēyla enerji ¿retimini de  artērmaktadēr (Dali-Youcef ve ark. 2007). Bunlara 

ek olarak E2F1, lipid metabolizmasēnēn baĸ aktºr¿ olan SREBP (Sterol Regulatory 

Element-Binding Protein) geninin ind¿ksiyonunu da saĵlamaktadēr (Takahashi ve 

ark. 2012). 

  

E2F1 geninin ekspresyonunun engellenmesiyle, diyet aracēlēĵēyla geliĸen obezite 

ºnlenmekte; bununla birlikte pankreas b-h¿crelerinin fonksiyonunun bozulmasē 

sonucu yetersiz ins¿lin salēnēmē meydana gelmektedir (Fajas ve ark. 2004). Ķns¿lin 

salēnēmēnda ºnemli gºrevi olan Kir6.2 geninin ekspresyonunun E2F1 baĵēmlē 

olmasē pankreas b-h¿crelerinde ins¿lin sentezi ve salēnēmē s¿recinde E2F1ôin  

gerekli olduĵunu gºstermektedir (Blanchet ve ark. 2009). Buna ek olarak E2F1, F-

tipi PFK2 ind¿ksiyonunu  saĵlayarak glikoliz s¿recinde de rol almaktadēr (Darville 

ve ark. 1995). Glukoz metabolizmasēnēn E2F1 tarafēndan d¿zenlenmesinin 

yollarēndan biri de, aynē zamanda besin sensºr¿ olarak gºrevli dehidrojenaz kinaz 4 

(PDK4) proteininin aktivasyonu ile glukoz metabolizmasēnē baskēlanmasēdēr (Hsieh 

ve ark. 2008). 

 

E2F1 proteini Atp5g1, Cox5a, Nudf1c gibi mitokondriyal solunum zincirinde gºrev 

alan proteinlerin ekspresyonunu baskēlayarak bazal ĸartlarda mitokondriyal 

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

ēĸēĵēnda E2F1, lipid metabolizmasēnē, oksidatif fosforilasyonu  ve glikolitik yolaĵē 
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d¿zenleyerek enerji metabolizmasēnēn d¿zenlenmesinde ºnemli gºrevler almaktadēr 

(ķekil 2.6). 

ķekil 2.6.  E2F1 proteinini n enerji metabolizmasē ¿zerindeki etkileri. Enerji eldesi s¿recinde 

kullanēlan yolaklarda bulunan E2F1 transkripsiyon faktºr¿n¿n hedef molek¿lleri. (PDK: 

Piruvat Dehidrogenaz Kinaz; PFK2: Fosfofruktokinaz 2; DHFR: Dihidrofolat Red¿ktaz; 

TS: Timdilat Sentetaz; TK: Timidilat Kinaz; SREBP: Sterol Reg¿latuar Element-

Baĵlayēcē Protein; PPAR: Peroksizom Proliferator-Aktive Reseptºr; Cox5a: Sitokrom C 

Oksidaz 5a Alt¿nitesi; Ucp: Mitokondriyal Uncoupling Protein; PGC-1: Peroksizom 

Gamma Ko-aktivitºr; Pdk4: Piruvat Dehidrogenaz Kinaz Ķsozim 4) 

2.3.3.  Anjiogenez S¿recindeki Etkileri 

Anjiogenez, yeni kan damarlarēnēn oluĸmasē anlamēna gelir. Embriyonik s¿rete 

fizyolojik olarak gºr¿len anjiogenez, kanser ve kanser metastazē gibi patolojik 

durumlarda da karĸēmēza ēkmaktadēr. 

 

E2F1, anj iogenez s¿recinde olduka ºnemli gºrevlere sahiptir. E2F1 aktivitesinin  

baskēlandēĵē durumlarda endotel h¿cre proliferasyonu dolayēsēyla anj iogenez 

artmaktadēr (Qin ve ark. 2006). E2F1, Vask¿ler Endotelyal B¿y¿me Faktºr¿ 

(VEGF) salēnēmēnē hipoksik ĸartlarda baskēlar ve bunu p53 aracēlēĵēyla yapar. 

E2F1/p53 ortaklēĵē VEGF protein seviyesinde azalmaya neden olsa da diĵer 

anjiogenik faktºrlerin baskēlanmasēna ve de protein seviyelerinde herhangi bir 

deĵiĸime neden olmamaktadēr (Teodoro ve ark. 2007, Berger ve ark. 2010). Bunun 

yanē sēra E2F1, p53ôden baĵēmsēz olarak da VEGF sentezini baskēlayabilmektedir. 
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Bunu yaparken,  E2F1 bir splicing proteini (Serin/Arjinin-zengin splicing proteini-

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

proteininden anti-anjiogenik ºzellik gºsteren VEGF165b formunun oluĸumunu 

arttērken anjiogenik VEGF165a formunun miktarēnē azaltmaktadēr (Merdzhanova 

ve ark. 2010). VEGFôin yanē sēra, VEGF reseptºrleri olan FLT1 (VEGFR1) ve 

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

transkripsiyonunu ind¿kler (Pillai ve ark. 2010). Sonu olarak E2F1, anjiogenik 

VEGF165a  oluĸumunu baskēlarken bu ligantēn reseptºrlerinin ekspresyonunu 

ind¿kleyerek anjiogenez s¿recini doĵrudan etkilemektedir. 

 

2.3.4.  Kanser ve Metastaz S¿recindeki Etkileri 

Kanser ve kanser s¿recinde karĸēlaĸtēĵēmēz metastazlar insanlēĵēn son yēllarda baĸa 

ēkmaya alēĸtēĵē en ºnemli saĵlēk sorunlarēndan biridir. Bu nedenle, kanserleĸme 

s¿recinde rol alan hedef genlerin belirlenmesine yºnelik pek ok alēĸma 

yapēlmēĸtēr. Bu alēĸmalar sonucunda, E2F1ôin kanser geliĸiminde rol oynadēĵēna 

yºnelik bir izlenim oluĸmuĸtur (ķekil 2.7). ¥rneĵin kadēnlarda en sēk gºr¿len 

kanser t¿r¿ olan meme kanserinde E2F1 transkripsiyon faktºr¿n¿n ekspresyon 

artēĸē meydana gelmektedir ve bu artēĸ meme kanserinin metastaz s¿recinde de rol 

oynamaktadēr (Thomassen ve ark. 2008). Meme kanserinin yanē sēra, kolorektal 

kanserler ve melanoma metastazlarēnda da, E2F1 genini de barēndēran 20q11 

bºlgesinin amplifikasyonu gºzlenmektedir (Iwamoto ve ark. 2004, Nelson ve ark. 

2006). 
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ķekil 2.7.  E2F1 proteininin doku ve kanser t¿rlerindeki ekspresyon oranlarē. E2F1 

transkripsiyon faktºr¿n¿n deĵiĸik dokularda ve bu dokulardan kºken alan kanserlerdeki 

protein ekspresyon d¿zeyi (http://www.proteinatlas.org/ENSG00000101412-

E2F1/cancer). 

 

E2F1ôin metastaz s¿recinde rol oynadēĵēna dair gºstergelerden bir diĵeri ise, 

kolorektal kanserlerde metastatik dokuda primer t¿mºr bºlgesine oranla daha 

y¿ksek E2F1 ekspresyonu olduĵunun belirlenmesi olmuĸtur (Banerjee ve ark. 2000, 

Enders 2004, Blanchet ve ark. 2009). Metastatik odaklarda artēĸ gºsteren E2F1 

ekspresyonu, metastatik bºlgede Timidilat  Sentaz ekspresyonundaki artēĸē da 

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

2.8). Timidilat Sentaz n¿kleotid sentezinde gºrev alan enzimdir. Bu enzimin artēĸē, 

n¿kleotid sentezini arttērmak suretiyle h¿crenin proliferasyon kapasitesini 

arttērmaktadēr. Proliferasyon kapasitesi artan t¿mºr dokusu, daha agresif bir ĸekilde 

b¿y¿r. Bu bilgileri doĵrular biimde; metastazēn oluĸumuna neden olduĵu bilinen 

E2F1 ve hedef geni olan Skp2, karsinomalarda ve gastrik yerleĸimli t¿mºrlerde 

nod¿l metastazē gºstergesi olarak da karĸēmēza ēkmaktadēr ve klinik olarak ileri 

evre gºstergesidir (Yasui ve ark. 1999, Salon ve ark. 2007). 
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E2F1, invazyona ve metastatik kapasite artēĸēna olan katkēsēnē transkripsiyonunu 

kontrol ettiĵi matriks metalloproteazlar aracēlēĵēyla da saĵlamaktadēr (Zhang ve ark. 

2000, Stanelle ve ark. 2002). ¥zellikle MMP9, MMP14 ve MMP15 ekspresyon 

artēĸēna neden olduĵu bilinmekle beraber, ayrēca 23 adet matriks metalloproteazēn 

promoter bºlgesinde E2F1 baĵlanma bºlgesi gºsterilmiĸtir (Johnson ve ark. 2012) 

(ķekil 2.8).  

 

 

ķekil 2.8. E2F1 proteininin h¿cre invazyonu ve metastatik s¿re ¿zerine etkileri. E2F1 

transkripsiyon faktºr¿n¿n h¿cre invazyonu ve kanser metastazē s¿recinde etkilediĵi 

hedef molek¿ller. (MMP: Matriks MetalloProteinaz; VEGF: Vask¿ler Endothelyal 

B¿y¿me Faktºr¿; FGFR: Fibroblast B¿y¿me Faktºr Reseptºr¿; PDGFR: Platelet iliĸkili 

B¿y¿me Faktºr Reseptºr¿; MT1G: Metallothionein-1G) 

 

Kanserin oluĸumu ve metastatik s¿rete gºrev alan E2F1 aynē zamanda kanser 

tedavisinde kullanēlan anti-kanser ilalarēn klinik etkisinde de rol oynamaktadēr. 

Cdk2/E2F1 yolaĵē in vitro ve in vivo koĸullarda Sisplatin sitotoksisitesini 

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

solid t¿mºrlerinde E2F1 proteininin ekspresyon artēĸē sisplatin tedavisine diren 

oluĸturmaktadēr (Chen ve ark. 2014, Yan ve ark. 2014).  
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Bu bilgiler pRB/E2F1 yolaĵēnēn kanser oluĸumunda ve metastatik s¿rete olduka 

ºnemli bir rol¿ olduĵunu gºstermektedir (Chen ve ark. 2009).  

 

2.4.  E2F1 Transkripsiyon Faktºr¿n¿n Post-Translasyonel Modifikasyonlarē 

E2F1 proteininin post-translasyonel modifikasyonlara uĵrayabileceĵi, 1989 yēlēnda 

E2F1 fosforilasyonunun gºsterilmesi ile fark edilmiĸtir (Bagchi ve ark. 1989). Bu 

alēĸmada gºsterilen fosforilasyon E2F1 transkripsiyon faktºr¿n¿n DNA baĵlanma 

aktivitesini doĵrudan etkilediĵi iin, E2F1ôin aktivitesinin kontrol¿n¿n sadece Rb 

sistemi tarafēndan deĵil post-translasyonel modifikasyonlarla da kontrol 

edilebileceĵini d¿ĸ¿nd¿rm¿ĸ ve bu konuda birok alēĸma yapēlmēĸtēr. E2F1 post-

translasyonel modifikasyonlarē, fosforilasyon, asetilasyon, metilasyon, 

NEDDilasyon ve Poli(ADP-Ribozil)asyonu olarak gruplandērēlabilir (ķekil 2.9). 

 

ķekil 2.9.  E2F1 proteininin post-translasyonel modifikasyonlarē. E2F1 transkripsiyon faktºr¿ 

bulundurduĵu motifler aracēlēĵēyla fosforillenebilmekte, asetillenebilmekte ve 

metilasyona uĵrayabilmektedir.(NLS: N¿kleer Lokalizasyon Sinyali, CyA: Siklin A 

Baĵlama Bºlgesi, Rb: pRb Baĵlama Bºlgesi) (Ertosun ve ark. 2016) 

2.4.1. E2F1 Transkripsiyon Faktºr¿n¿n Fosforilasyonu 

E2F1ôin post-translasyonel modifikasyonlarēndan biri siklin-A/cdk2 kompleksi 

tarafēndan fosforile edilmesidir. Bu fosforilasyon, E2F1ôin  DNAôya baĵlanma 

kapasitesini azaltmaktadēr (Krek ve ark. 1995), zira  cdk2 kinazēn yokluĵunda veya 
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aktivitesinin engellenmesi durumunda, E2F1 fosforilasyonunun azalmasēnēn 

sonucu, E2F1ôin DNA baĵlanma aktivitesinde artēĸ meydana gelmektedir (Li  ve 

ark. 1997). Bu meydana gelen deĵiĸiklik nedeniyle h¿cre dºng¿s¿n¿n normal 

iĸleyiĸ d¿zeni bozulduĵundan h¿cre dºng¿s¿ duraksama aĸamasēna gemektedir.  

 

DNA hasarē sērasēnda aktive edilen ATM ve CHK2, sērasē ile,  E2F1ôi  31. ve 364. 

pozisyonundaki Serin amino asitlerinden fosforile ederler. Her iki fosforilasyona 

uĵrayan E2F1, 14-3-3Ű ile baĵlanarak ubikutinizasyon-baĵēmlē paralanmadan 

kurtulur ve bºylece E2F1 proteininin stabilizasyonu saĵlanmēĸ olur (Lin ve ark. 

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

E2F1, pro-apoptotik genlerin ekspresyon artēĸēna neden olmak suretiyle h¿creyi 

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

Chk2 transkripsiyonel olarak E2F1 tarafēndan ind¿klenirler, dolayēsyle sistem 

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

Powers ve ark. 2004).  

 

E2F1ôin  CHK2 tarafēndan fosforile edilen Ser364 rezid¿s¿ aynē zamanda 

MAPKAP-kinase2 (MK2) tarafēndan da fosforile edilir (de Olano ve ark. 2012). Bu 

fosforilasyon, epirubicine gibi kemoterapºtik ajanlarēn kullanēldēĵē durumlarda 

gºzlenmektedir. MK2ônin kendisi p38 tarafēndan fosforile edilerek aktive 

edildiĵinden p38-MK2-E2F1 yolaĵē bazē kemoterapiklere karĸē diren 

geliĸtirilmesinde  ºnemli bir role sahiptir. 

 

Post-translasyonel modifikasyonlar E2F1ôin sadece stabilizasyonunu saĵlamakla 

kalmaz, aynē zamanda diĵer proteinlerle olan etkileĸimini de kontrol eder. 

Adenoviral enfeksiyon durumunda aktive olan  p34cdc2 enziminin E2F1ôi S332 ve  

S337 pozisyonlarēndan fosforile ettiĵi gºsterilmiĸtir. Bu fosforilasyonlar E2F1ôin 

pRB ile baĵlanmasēnē engellerken adenoviral E4 proteini ile baĵlanmasēnē 

ind¿klemektedir. E4 ile baĵlanan E2F1 de adenovir¿s replikasyonu iin gerekli 

olan E2A transkripsiyonunu ind¿klemektedir (Fagan ve ark. 1994).  
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E2F1ôin  bazē bºlgeleri spesifik kinazlar tarafēndan fosforile edilse de, bazē 

aminoasidler birden fazla kinaz tarafēndan fosforile edilebilir. ¥rneĵin, HeLa 

h¿crelerinde E2F1ôin Ser403 ve Thr433 rezid¿lerinde  in vitro ortamda h¿cre 

dºng¿s¿n¿n S fazēnda RNA polimeraz II transkripsiyon faktºr¿ TFIIH tarafēndan 

fosforile edildiĵi gºsterilmiĸtir (Vandel ve Kouzarides 1999). Aynē fosforilasyon 

bºlgelerinin HEK293T h¿crelerinde in vitro ortamda Glikojen Sentaz Kinaz-3ɓ 

(GSK3ɓ) tarafēndan da fosforile edildiĵi gºsterilmiĸtir (Garcia-Alvarez ve ark. 

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

ĸartlarda da aynē amino asitlerin p38 tarafēndan da fosforile edildiĵi gºsterilmiĸtir 

(Ivanova ve ark. 2009). Bu fosforilasyon, E2F1ôin n¿kleer transportunu ve 

degredasyonunu etkilemektedir. Buna ek olarak p38-aracēlē fosforilasyonun 

keratinosit dºn¿ĸ¿m¿ne de neden olduĵu bilinmektedir. E2F1, p38 gibi, stres 

ĸartlarēnda aktive edilen JNK1 tarafēndan da fosforile edilebilmektedir (Wang ve 

ark. 1999). Bu fosforilasyon, E2F1 DNA baĵlanma etkinliĵini d¿ĸ¿r¿rken, aslēnda 

JNK aktivitesinin kontrol¿n¿ de saĵlar (Bashari ve ark. 2011). Benzer durum 

Ser375 rezid¿s¿ iin de geerlidir. In vitro ortamda E2F1 Siklin-A ile kompleks 

halindeyken, CDK1 tarafēndan Ser375 rezid¿s¿nden fosforile edilir (Peeper ve ark. 

1995). Sonraki yēllarda yapēlan alēĸmalarda aynē bºlgenin baĸka bir Siklin-baĵēmlē 

kinaz olan CDK8 tarafēndan da fosforile edildiĵi belirtilmiĸtir (Zhao ve ark. 2013). 

CDK8 tarafēndan gerekleĸtirilen bu fosforilasyon E2F1ôin transkripsiyonel 

aktivitesini etkilemektedir.  

 

2.4.2. E2F1 Transkripsiyon Faktºr¿n¿n Asetilasyonu ve Metilasyonu 

E2F1 proteini translasyon sonrasē fosforilasyona uĵradēĵē gibi baĸka 

modifikasyonlara da uĵramaktadēr. Bu modifikasyonlardan biri de asetilasyondur. 

E2F1 proteini Lys117, Lys120 ve Lys125 rezid¿lerinden asetilasyona uĵramaktadēr 

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

p300/CBP-iliĸkili Faktºr (P/CAF) tarafēndan gerekleĸtiril mektedir (Martinez-

Balbas ve ark. 2000, Marzio ve ark. 2000). P/CAF ieriĵinde bulunan Adenozin 

Deaminaz 2 (ADA2) baĵlama domaini aracēlēĵēyla E2F1 proteinine baĵlanēr 

(Martinez-Balbas ve ark. 2000). E2F1ôin  in vitro veya in vivo asetilasyona 

uĵramasē; konsensus E2F DNA baĵlama bºlgesine olan baĵlanma affinitesini 
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arttērēr (Marzio ve ark. 2000). Buna ek olarak E2F1ôin asetilasyonu, Activating 

Signal Cointegrator-2 (ASC-2) ile direkt etkileĸime girmesini saĵlamaktadēr. Bir 

mitojenik transkripsiyon faktºr ko-aktivatºr¿ olan ASC-2 ile E2F1ôin 

interaksiyonu, h¿crenin proliferasyonuna ve h¿cre siklusunun ilerlemesine neden 

olmaktadēr (Kong ve ark. 2003).  

 

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

kalmēĸ h¿crelerde E2F1ôni Lys120 ve Lys125 rezid¿lerinden asetilasyona uĵratarak 

proteinin stabilizasyonunu saĵlamaktadēr (Van Den Broeck ve ark. 2012). Ayrēca 

Tip60/E2F1 kompleksi ERCC1óin (Enzyme Excision Repair Cross-Complementing 

Group 1) birikimini kontrol ederek Sisplatin muamelesi sonrasē DNA tamirini 

kontrol altēna almaktadēr. Bilindiĵi ¿zere ERCC1 Sisplatin maruziyeti sonrasē hasar 

gºrm¿ĸ DNAônēn tamiri ile doĵrudan iliĸkili bir molek¿l olup platinum tedavisine  

direnlilik saĵlamaktadēr (Miyamoto ve ark. 2008, Steffensen ve ark. 2009).  

 

E2F1, kendi deasetilasyonunu destekleyerek asetillenmesini kontrol altēna 

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

arttērarak asetilasyon ¿zerinde negatif geri besleme oluĸturmaktadēr (Pediconi ve 

ark. 2009). Bu negatif besleme mekanizmasē SIRT1 ¿zerinden engellendiĵinde 

p53-negatif kanser h¿crelerinin DNA hasarēna baĵlē h¿cre ºl¿m¿nde artēĸ olduĵu 

gºr¿lmektedir.  Bu bilgileri doĵrulayēcē biimde birok ila direnliliĵi bulunan 

kanser tiplerinde SIRT1 ekspresyonunda artēĸ olduĵu bilinmektedir (Olmos ve ark. 

2011). Gºr¿ld¿ĵ¿ ¿zere kanserde ila direnliliĵinin ºn¿ne geilmesinde; E2F1ôin 

asetilasyonu ve SIRT1-aracēlē deasetilasyonu muhtemel hedeflerin baĸēnda 

gelmektedir. 

 

Diĵer bir post-translasyonel modifikasyon olan metilasyonun da E2F1ôin  

fonksiyonunda ºnemli gºrevleri bulunmaktadēr. Bir histon H3 metiltransferaz olan 

Set9 tarafēndan Lys185 rezid¿s¿ metillenmektedir (Kontaki ve Talianidis 2010). 

Metillenmiĸ E2F1, DNA baĵlanma affinitesinde deĵiĸim gºstermez iken; 

ubik¿tinlenme dolayēsēyla degredasyona yatkēnlēk gºsterir. Beklenebileceĵi ¿zere, 

E2F1ôin Lizin-Spesifik Demetilaz 1 (LSD1) tarafēndan demetillenmesi de E2F1ôin 
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stabilizasyonunu saĵlamaktadēr (Kontaki ve Talianidis 2010, Xie ve ark. 2011). 

Set9ôun yanē sēra bir diĵer metil transferaz olan Protein Arjinin Metiltransferaz 5 

(PRMT5), E2F1 proteinini Arg111 ve Arg 113 rezid¿lerinden tip 2 metilasyona 

uĵratmaktadēr. Bu metilasyon diĵer metilasyonlar gibi E2F1ôin ubikuitinleĸmesini 

arttērarak E2F1ôin degredasyonuna neden olmaktadēr. PRMT5 inhibisyonu E2F1 

proteinin h¿cre ierisinde birikmesine yol amaktadēr. Bu birikim E2F1 

transkripsiyon faktºr¿n¿n hedefi olan pro-apoptotik genlerin ekspresyonel artēĸēna 

ve p53-baĵēmsēz apoptozisin ind¿klenmesine neden olmaktadēr. PRMT5 geni 

bulunmayan h¿creler ila-baĵēmlē apoptoza yatkēnlēk gºsterir. Aynē ĸekilde, 

PRMT5 metilasyon bºlgeleri mutant olan E2F1ôin pro-apoptotoik genlerin 

ekspresyonunu daha fazla artērdēĵē gºzlenmiĸtir (Cho ve ark. 2012). 

 

2.4.3. E2F1 Transkripsiyon Faktºr¿n¿n NEDDilasyonu 

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

Expressed Developmentally Downregulated 8) baĵlanmasē ile gerekleĸen bir 

modifikasyondur. E2F1 proteini NEDD8 aracēlēĵēyla Lys185ôden NEDDilasyona 

uĵramaktadēr. E2F1 NEDDilasyonu; aynē aminoasitte gerekleĸen metilasyona 

benzer bir biimde; protein stabilizasyonunda ve transkripsiyonel aktivitede 

azalmaya yol amaktadēr (Loftus ve ark. 2012).  DNA hasarē olmadēĵē durumlarda 

E2F1ôin pro-apoptotik aktivitesini engelleyen NEDDilasyonun bu etkisi  DNA 

hasarē sonrasē NEDD8ôin SENP8 (Sentrin-cysteine protease 8) aracēlēĵēyla 

E2F1ôden ayrēlmasē ile son bulur. SENP8 tarafēndan gerekleĸtirilen 

DeNEDDilasyon, E2F1ôin p73 gibi hedef genlerinin ekspresyonunu arttērabilmesini 

saĵlar (Aoki ve ark. 2013). 

 

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

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

d¿zenlenmesi (remodelling) iin ºnemli bir n¿kleer enzimdir. PARP1 enzimi, E2F1 

ile etkileĸime girdiĵinde, ortamda b¿y¿me faktºr¿n¿n varlēĵēna ve yokluĵuna baĵlē 

olarak E2F1ôin  fonksiyonunda farklē etkiler gºstermektedir. Ortamda b¿y¿me 

faktºr¿ olduĵunda  E2F1ôin aktivitesi ind¿klenerek  G2/M h¿cre siklusunda 

duraksamaya neden olurken; serumsuz ortamda E2F1-aracēlē apoptozisi  



26 

 

arttērmaktadēr (Kumari ve ark. 2015). Poli(ADP-ribozil)asyonôa uĵrayan E2F1, 

n¿kleusta bir t¿mºr baskēlayēcē protein olup, pRb-baĵēmsēz E2F1 korepressºr¿ gibi 

davranabilen BIN1 ile etkileĸime geer. BIN1ôin E2F1ôin ekspresyonuna neden 

olduĵu genler arasēnda olmasē, bu modifikasyonun bir geri besleme mekanizmasē 

ile kontrol edildiĵini gºstermektedir. 

 

2.4.5. E2F1ôin Post-translasyonel Modifikasyonlarēnēn Birbiri ile olan 

Etkileĸimleri 

Bu kadar farklē post-translansyonel modifikasyonun birbirinden baĵēmsēz hareket 

etmesi d¿ĸ¿n¿lemez. Nitekim, E2F1ôin post-translasyonel modifikasyonlarēnēn  

birbirleriyle etkileĸim halinde olduĵu gºsterilmiĸtir. 2010 yēlēnda E2F1ôin Lys185 

pozisyonundan metillenmesinin gºsterilmesiyle post-translasyonel 

modifikasyonlarēn birbiriyle olan iliĸkisi de ortaya ēkmēĸtēr (Kontaki ve Talianidis 

2010). E2F1 proteini, Lys185ôden Set9 tarafēndan metillenmesi sonucu N-terminal 

bºlgesinden ubikuitinlenir ve degredasyona uĵrar. Ayrēca, metillenmiĸ E2F1, 

P/CAF ve  CHK2 iin daha zayēf bir substrat haline gelir. Bu nedenle asetilasyon ve 

fosforilasyon engellenir. Bunun tersi olarak,  Ser364ôden fosforillenmesi Set9-

aracēlē asetilasyonlar iin daha zayēf bir substrata dºnmesine sebep olur ve  

metilasyonu gerekleĸemeyen E2F1 proteini degredasyondan korunur (Kontaki ve 

Talianidis 2010). 

 

DNA hasarē meydana geldiĵinde h¿cre havuzunda bulunan metillenmiĸ E2F1, 

LSD1 demetilaz enzimi ile metillerinden kurtulur ve  fosforillenmesi/asetillenmesi 

iin CHK2 ve P/CAF substratē haline gelir. Fosforillenmiĸ/asetillenmiĸ E2F1 

degredasyondan kurtulduĵu iin bu ĸartlarda dºng¿n¿n durmasēna veya apoptozis 

ind¿ksiyonuna sebep olur. 

 

2.4.6. E2F1 Transkripsiyon Faktºr¿n¿n Ubik uitinasyonu 

Genel olarak, E2F1 degredasyondan pRB proteinine baĵlanarak korunur ve yēkēmē 

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

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

dºng¿s¿n¿n S/G2 fazēnda SCFSKP2-baĵēmlē ¿bik¿tinasyona baĵlē olarak seviyesi 
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d¿ĸ¿r¿l¿r (Marti ve ark. 1999, del Pozo ve ark. 2002). In vitro ortamda ise ROC-

cullin ligaz, E2F1ôin Skp2-baĵēmsēz ubikuitinlenmesinden sorumludur. E2F1ôin 

Siklin-A / Cdk1 tarafēndan fosforilasyona uĵramasē E2F1 proteininin 

ubikutinlenmesi ¿zerine herhangi bir etkiye sahip deĵildir (Ohta ve Xiong 2001). 

Diĵer bir E3 ubikuitin ligaz kompleksi olan APC/C (The Anaphase-Promoting 

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

E2F1ôin h¿cre dºng¿s¿n¿n  ge S fazē boyunca stabilizasyonunu d¿zenlemektedir 

(Peart ve ark. 2010). H¿cre dºng¿s¿ iin bu kadar ºnemli olan ayrēca bir ok post-

translasyonel modifikasyona uĵrayan bir proteinin birden fazla E3 ligaz ile 

etkileĸime girerek h¿cre ii seviyesinin sēkē kontrol altēnda tutulmasē, beklenilen bir 

durumdur. 

 

2.5. cAMP Aracēlē Sinyal Ķletimi 

H¿cre ii ikincil mesajcē olarak tanēmlanan ilk biyomolek¿l adenozin 3ô5ô-siklik 

monofosfat (siklik AMP)ôdēr (Rall ve Sutherland 1958). cAMP, her canlē h¿crede 

bulunan ve Adenilat Siklaz tarafēndan ATP s¿bstrat alēnarak oluĸturulan bir 

molek¿ld¿r. cAMP doĵrudan h¿cre fonksiyonlarēnē kontrol edebileceĵi gibi h¿cre 

metabolizmasēndan h¿crede bulunan iyon kanallarēnēn kontrol¿ne kadar birden 

fazla farklē etkiye sahiptir (Chin ve ark. 2002). cAMP yolaĵē; Jak/STAT yolaĵēndan 

ve Ca+2 aracēlē sinyallerden sitokin cevabēna kadar ok sayēda  h¿cre ii sinyal 

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

zamanda ERK aktivitesini olumsuz etkileyerek h¿cre proliferasyonuna negatif etki 

yapar (Cook ve McCormick 1993). Buna ek olarak olfaktºr reseptºrlerinde cAMP 

direkt olarak iyon kanallarēnē etkilemektedir (Biel 2009). cAMPônin baĵlanarak 

aktive ettiĵi iki h¿cresel hedefi vardēr. Bunlardan biri  Guanin N¿kleotidi 

Deĵiĸtirme Faktºr¿ olan EPAC diĵeri ise  Protein Kinaz A (PKA)ôdēr.  

 

2.5.1. Protein Kinaz A 

Protein Kinaz-A (PKA), intrasell¿ler cAMPônin efektºr molek¿l¿ olarak gºrev alēp 

ok sayēda yolaĵa etki eden bir enzimdir. PKA, h¿cre ii cAMP seviyesinin ok 

d¿ĸ¿k olduĵu ĸartlarda tetramerik bir yapē iindedir. Bu tetramerik yapē iki katalitik 

ve iki reg¿latºr alt ¿niteden oluĸur. H¿cre ii cAMP miktarē y¿kseldiĵinde cAMP 
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reg¿latºr alt ¿nitelere baĵlanarak  katalitik alt ¿nitelerin serbest kalmasēnē saĵlar. 

Serbest kalan katalitik alt ¿nite PDK1 tarafēndan S176 ¿zerinden fosforile 

edildikten sonra aktivite kazanēr  ve yapēsēnda RXXT veya RRXS konsensus dizisi 

bulunduran proteinleri Serin veya Treonin amino asitinden fosforile eder 

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

  

Reg¿latºr alt ¿niteler kendi iinde dºrt farklē alt gruba ayrēlmaktadēr. Bunlar RIa, 

RIb, RIIa, RIIb dēr. Bu alt tipler farklē h¿cre t¿rlerinde farklē seviyelerde 

sentezlenmektedir (Cadd ve McKnight 1989). Kendi aralarēnda ufak farklēlēklarē 

bulunsa da genel olarak b¿t¿n reg¿latºr altgrup elemanlarē aynē fonksiyona sahiptir 

(Taylor ve ark. 2008). Reg¿latºr alt ¿nitesinde olduĵu gibi katalitik alt ¿nite de 

kendi iinde alt gruplara ayrēlmaktadēr. Bu katalitik ¿nitenin alt gruplarē Ca, Cb ve 

Cg dēr. Bahsedilen katalitik alt grup elemanlarē fonksiyonel farklēlēk gºstermektedir. 

Aynē h¿crede deĵiĸik uyaranlar ile meydana gelen cAMP ve sonrasēndaki PKA 

aktivasyonu deĵiĸik fizyolojik cevaplar doĵurmaktadēr (Steinberg ve Brunton 

2001). Bu fizyolojik cevaplarēn eĸitliliĵi PKAônēn sahip olduĵu deĵiĸik alt 

gruplardan kaynaklanacaĵē gibi genel sinyalin aktarēlmasēnda PKAôya yardēmcē 

olan AKAP (PKA Anchoring Proteins) gibi proteinlerin eĸitliliĵinden de 

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

 

2.5.1.1.Protein Kinaz Aônēn H¿cre Siklusundaki Etkileri 

H¿cre proliferasyonunda, birok farklē h¿cre ii sinyal yolaĵē gºrev almaktadēr. 

cAMP ve PKA bu s¿rete deĵiĸik  gºrevler ¿stlenmiĸtir (Stork ve Schmitt 2002). 

Mitoz boyunca cAMPônin h¿cre iindeki seviyesi minimal d¿zeyde olup; h¿cre 

siklusunun G1 ve erken S fazēnda miktarē artmaktadēr. Sentez fazēnda h¿cre ii 

miktarē artan cAMP mitoz bºl¿nmenin Metafaz-Anafaz evreleri arasēnda bazē 

makromolek¿l komplekslerinin fosforilasyonuyla mitotik siklinlerin yēkēlmasēna ve 

kardeĸ kromatidlerin ayrēlmasēna katkē saĵlamaktadēr (Ferrari 2006). 

 

Protein Kinaz A farklē h¿crelerde h¿cre siklusu aēsēndan farklē fizyolojik cevap 

oluĸturmaktadēr. cAMP, PKA aracēlēĵēyla PC12 ve Sertoli h¿crelerinde h¿cre 

b¿y¿mesini saĵlarken (Vossler ve ark. 1997, Boulogne ve ark. 2003), NIH3T3 
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h¿creleri ve adipositlerde h¿cre b¿y¿mesini inhibe etmektedir (Sevetson ve ark. 

1993, Chen ve Iyengar 1994). Buna ek olarak; cAMP analoglarēnēn h¿cre 

b¿y¿mesini engellediĵi ve glioma ve nºroblastoma h¿crelerine dºn¿ĸ¿m¿ arttērdēĵē 

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

birbirinden farklē sonular, h¿crelerdeki bazal cAMP seviyelerinin farklē 

olmasēndan ve cAMP/PKA yolaĵēnēn hedef intrasell¿ler makromolek¿llerinin 

eĸitliliĵinden kaynaklanmaktadēr. 

 

2.6. Hipotez 

H¿crelerde besin sensºr¿ olarak gºrev alan cAMP/PKA yolaĵēnēn h¿cre 

dºng¿s¿n¿n kontrol¿ ¿zerine etkisinin olacaĵēnē d¿ĸ¿n¿rek dºng¿de gºrev alan 

E2F1ôin PKA substratē olabileceĵini d¿ĸ¿nd¿k. Bunun iin,  E2F1ôde PKA 

fosforilasyon motifinin olup olmadēĵēna baktēk ve  ¿ adet muhtemel PKA 

fosforilasyon motifinin (RXXT veya RRXS) olduĵunu saptadēk. Bu motifler  

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

baĵlamda, cAMP aracēlēĵēyla aktive olan PKAônēn E2F1ôi yukarēda belirtilen amino 

asitlerden fosforile etmesi durumunda, PKA aracēlē fosforilasyonun E2F1 fonksiyon 

ve stabilitesine nasēl etki yapacaĵēnē sorguladēk. Bunun iin, klonladēĵēmēz 

ºkaryotik E2F1 ekspresyon vektºr¿n¿ kullanarak  PKA tarafēndan fosforile 

edilebilecek T130, S235 ve S364 amino asitlerinin kodonlarēnē fosforilasyonu 

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

kodonlarēna evirdik. Ardēndan, bu vektºrleri insan embriyonik bºbrek h¿cre hattē 

olan HEK293 h¿crelerinde stabil ekspresyonlarēnē gerekleĸtirip bu vektºrlerin 

h¿crelerin proliferasyonuna, apoptozis ind¿ksiyonuna, glukoz alēmēnēna ve 

Sisplatin duyarlēlēklarēna nasēl etki ettiĵini gºstermeye alēĸtēk.  
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3. GERE¢ VE Y¥NTEM 

 

3.1. H¿cre K¿lt¿r¿ 

¢alēĸmamēzda transforme insan embriyonik bºbrek h¿creleri (HEK293) kullanēldē. 

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

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

Penisilin/Streptomisin/Amfotersin B (BI-03 033 113) ve gentamisin eklenmiĸ 

DMEM (Dulbeccoôs Modifeid Eagle Medium ï Biochrom FG0415) iinde 

monolayer k¿lterler %5 CO2ôlik atmosfer, %95 nem ve  37oCôlik ink¿batºrde   

oĵaltēldē. 

 

3.2.  H¿crelerden TRĶZOL ile RNA Ķzolasyonu 

1. H¿cre k¿lt¿r¿ kabēndan besiyeri uzaklaĸtērēldē. 

2. H¿creler ¿zerine 100mmôlik petriye (Corning-430167) 6 ml 

olacak ĸekilde direkt olarak TRĶZOL (Sigma-T9424) eklendi. 

3. Oda sēcaklēĵēnda 5 dk ink¿basyondan sonra s¿spansiyon birer 

mililitrelik hacimlerde 1,5 mlôlik ependorf t¿plere (Axygen MCT-

150-C) bºl¿nd¿. 

4. ¦zerine 100 ml 1-Bromo-3-chloropropane (BCP ï Sigma B9673) 

eklendi ve vorteks yardēmēyla karēĸtērēldē. 

5. Oda sēcaklēĵēnda 10 dakika ink¿basyondan sonra 12.000gôde 15 

dk 4oCôde santrif¿j (Ependorf ï Minispin) edildi. 

6. Oluĸan iki fazdan ¿stteki renksiz kēsēm yeni bir ependorfa 

aktarēldē. 

7. ¦zerine 500 ml izopropanol (Merck 995.1000) eklendi ve alt¿st 

edilerek karēĸtērēldē. 

8. Oda sēcaklēĵēnda 10 dakika ink¿basyondan sonra 12.000 gôde 8 

dakika 4oCôde santrif¿j edildi. 

9. S¿pernatant atēlarak RNA pelleti ¿zerine 1 mL %75ôlik etanol 

(Merck 100967) ilave edilerek yēkandē. 

10. 7.500 gôde 5 dakika 4oCôde santrif¿j edildi. 
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11. S¿pernatant atēlarak RNA pelleti 3-5 dk kurumaya bērakēldē. 

12. Peletin yoĵunluĵuna gºre RNaz iermeyen H2O eklendi. 

 

3.3.  RNA ¥rneklerinin Spektrofotometrik ¥l¿m¿ 

Ķzole edilen RNA ºrneklerinin saflēk ve miktarlarē spektrofotometre (Thermo 

Multiskan GO) ile ºl¿ld¿ ve aĸaĵēda belirtilen form¿le gºre hesaplandē. cDNA 

sentezi iin 1.5 mg RNA kullanēldē. 

 

 RNA (mg/mL) = 40 x A260 X DF (Dil¿syon Faktºr¿) 

 

3.4.  Ķzole Edilen RNAônēn cDNAôya Dºn¿ĸt¿r¿lmesi Reaksiyonu 

Bu reaksiyon iin Roche Kiti (05 081 955 001) kullanēldē. Spektrofotometre ºl¿m¿ 

ile miktarē belirlenen RNAôdan 1,5 mg, Random Hekzamerôden 2 ml ve steril 

H2Oôdan 7,9 ml alēnarak 0,2 mLôlik ependorf t¿p¿ne konuldu ve 65oCôde 10 dakika 

denat¿re edildi. Bu karēĸēmēn ¿zerine 4ml 5X Reaksiyon Tamponu, 0,5 ml Rnaz 

inhibitºr¿, 2 ml dNTP karēĸēmē, 1 ml DTT (Dithiothretiol D0632) ve Revers 

Transkriptaz enzimi ilave edilerek final hacmi 20 ml olan bir reaksiyon karēĸēmē 

hazērlandē. Reaksiyon 55oCôde 30 dakika ve 85oCôde 5 dakika olacak ĸekilde 

thermal cycler cihazēnda gerekleĸtirildi. 

 

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Yºntemi 

PZR reaksiyonu Bio-Rad (MyCycler) ve PZR System (Gene Amp È) marka 

thermal cyclerlarda gerekleĸtirildi. 

 

3.5.1.  PZR Reaksiyonu, Ķeriĵi ve Koĸullarē 

Ķnsan E2F1 klonlama primerleri ile yaptēĵēmēz PZR koĸullarē ĸºyledir; 1X Tampon, 

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

Cat. No:D5879), 2 ¿nite Taq Polimeraz ve 100 ng cDNA (Kit: Thermo Scientific ï 

Fermentas ï EP0401). Thermal Cycler cihazēnda 94oCôde 5 dakika ºn 

denat¿rasyon, 35 dºng¿ olmak ¿zere; 94oCôde 1 dk, 65oCôde 1 dk, 72oCôde 4 dk ve 
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son uzatma 72oCôde 7 dk olacak ĸeklide amplifikasyon gerekleĸtirildi. Reaksiyon 

agaroz jel elektroforezinde kontrol edildi. 

 

3.5.2.  Ķnsan E2F1 cDNAôsēnēn Amplifiye Edilmesi Ķin Kullanēlan Klonlama                

Primerleri  

 

Ķleri primer : 5ô-CCG GAA TTC GCC GCC ATG  GCC TTG GCC GGG GCC 

CCT GCG GG-3ô 

 

Geri primer : 5ô- CCG GAA TTC GAA ATC CAG GGG GGT GAG GTC   CCC 

AAA GTC -3ô  

 

EcoRI kesim bºlgesi altē izgili olarak gºsterilmiĸtir. 

 

3.6. Amplifiye Edilen Ķnsan E2F1 cDNAôsēnēn pcDNA 3.1 (B) Ekspresyon 

Vektºr¿ne Klonlanmasē 

Klonlama iĸlemi iin, insert olarak adlandērēlan insan E2F1 cDNAôsē ve vektºr 

EcoRI enzimi ile kesildi ve fenol ile temizlendi. Vektºr¿n 5ô-terminali defosforile 

edildikten sonra insert ile ligasyon iĸlemine tabi tutuldu. Ligasyon sonrasēnda 

vektºrdeki insert yºn¿ XhoI enzim kesimi ile belirlendi. 

 

3.6.1.  Ķnsan E2F1 cDNAôsēnēn ve pcDNA3.1 (B) Vektºr¿n¿n EcoRI 

Restriksiyon Enzimi ile Kesilmesi 

EcoRI enzim kesimi iin Fermentas (ER0271) kiti kullanēldē. Reaksiyon koĸullarē: 

1X Reaksiyon Tamponu, 10 ¿nite EcoRI enzimi, 1 mg pcDNA3.1(B) veya E2F1 

cDNA ve streil H2Oôdur. Reaksiyon 50 mlôde gerekleĸtirildi ve gece boyu 37oCôde 

ink¿basyona bērakēldē. 

 

3.6.2. Agaroz Jel Elektroforezi ve Gºr¿nt¿leme Sistemi 

3.6.2.1 %1,5 Agaroz Jelin Hazērlanmasē 

1,5 gram toz agaroz (Sigma Cat. A5093) tartēlarak 100 ml 1X TBEôde (Tris-

Sigma/Borat- Merck 1.00165.1000 / EDTA ï Sigma E5134) ºz¿ld¿. 50oCôye 
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gelene kadar soĵutuldu. 0,5 mg/ml etidyum brom¿r (Sigma E87519) ilave edildi. 

Elektroforez k¿vetine taraklar yerleĸtirilerek sēcak agaroz jel elektroforez k¿vetine 

dºk¿ld¿. Oda sēcaklēĵēnda 15-20 dk polimerize olmasē iin beklendi. Jel polimerize 

olduktan sonra taraklar jelden ēkarēldē ve agaroz jel elektroforez tankēna 

(BIORAD) yerleĸtirildi. 

 

 Ķĸlemler 

%1,5ôlik agaroz jel, ierisinde 1X TBE bulunan elektroforez tankēna yerleĸtirildi. 

PZR ¿r¿n¿ ve 100 bôlik marker y¿kleme tamponu kullanēlarak kuyucuklara 

mikropipet yardēmēyla y¿klendi. Elektroforez tankēna baĵlē g¿ kaynaĵē ile 100 

voltta 40 dk y¿r¿t¿ld¿. S¿re sonundan ºrnekler UV ēĸēk veren transilluminatºr 

yardēmēyla incelendi. Syngene (Ķngenius) transilluminatºr aletine baĵlē olan 

monitºr sistem kullanēlarak fotoĵraf alēndē. 

 

3.6.3. pcDNA3.1(B) Vektºr¿n¿n ve E2F1 cDNAôsēnēn Fenolle ¢ºkt¿rme 

Yºntemiyle Temizlenmesi  

  Uygulama: 

1. Enzim kesimi yapēlmēĸ ºrnek (50 ml) ¿zerine 250 ml 1X TE (Tris-

EDTA) eklendi. 

2. ¦zerine 300 ml Fenol (AppliChem A1624.0500)/Kloroform (Merck 

1.02445.2500) / Ķzoamil alkol (Merck 977.1000) (25:24:1) eklendi. 

3. 30 saniye vorteks (Biosan V1 plus) yardēmēyla karēĸtērēldēktan sonra 15 

dakika buzda bekletildi. 

4. 10.000 rpmôde santrif¿j edildi. 

5. Ayrē bir t¿pe ¿st fazēn 250 mlôsi alēnarak 25 ml 3M Sodyum Asetat 

(pH:5.4)(Sigma S2889) ile karēĸtērēldē. 

6. Bu karēĸēm ¿zerine 2 hacim kadarēyla (550 ml) soĵuk absol¿ etanol 

eklenerek bir saat -20oCôde bekletildi. 

7. S¿re sonunda 14.000 rpmôde, +4oCôde, 30 dakika santrif¿j edildi. 

8. Etanol uzaklaĸtērēlarak kurutuldu ve steril H2Oôda ºz¿ld¿. 
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3.6.4. pcDNA3.1(B) Vektºr¿n¿n Dana Ķntestin Alkalen Fosfataz (CIAP) ile 

Muamelesi 

Enzim kesimi yapēlmēĸ vektºr¿n klonlamada kullanēlabilmesi iin 5ô-terminal 

kēsēmlarēndaki fosfat gruplarēnēn defosforile olmasē gerekmektedir. Klonlama iĸlemi 

iin hazērlanan vektºr¿n CIAP reaksiyonu Invitrogen kiti (18009-027) kullanēlarak 

gerekleĸtirildi. Kit koĸullarē ĸºyledir; 1X Buffer, 0,01 ¿nite CIAP enzim, 1mg 

vektºr ve steril H2O. Reaksiyon 40mlôde hazērlanmēĸ ve 37oCôde 30 dakika 

ink¿basyona bērakēlmēĸtēr. S¿re sonunda vektºr fenolle temizleme iĸlemine tabii 

tutuldu ve %1ôlik agaroz jelde kontrol edildi.  

  

3.6.5. Ķnsan E2F1 cDNAôsēnēn pcDNA3.1(B) Vektºr¿ne T4 DNA Ligaz Enzim 

Reaksiyonuyla Klonlanmasē 

EcoRI ile kesilmiĸ ve fenolle ºkt¿rme yºntemi ile temizlenmiĸ olan vektºr 

ierisine insert T4 DNA ligaz (Ķnvitrogen 15224-017) yardēmēyla klonlandē. 

Reaksiyon koĸullarē ĸºyledir : 1X Reaksiyon Tamponu, 3 vol¿m (600 mg) insert 

(E2F1 cDNAôsē), 1 vol¿m (200 m) vektºr (pcDNA3.1(B)), 1 ¿nite T4 DNA Ligaz 

ve steril H2O. Reaksiyon karēĸēmē 12-16oCôde geceboyu ink¿basyona bērakēldē. 

Klonlamanēn gerekleĸip gerekleĸmediĵi %1 agaroz jelde kontrol edildi. 

 

3.6.6.  Ķnframe Klonlama Ķĸleminin Oryantasyon Yºn¿n¿n Belirlenmesi iin 

XhoI Enzim Kesiminin Gerekleĸtirilmesi 

T4DNA Ligaz reaksiyonu sonrasēnda insert ieren vektºrler %1 agaroz jelde 

belirlendi. Ķnsertin vektºrde yºn¿n¿n (oryantasyonunun) saptanmasē iin ilgili 

vektºr¿n XhoI enzimi (Thermo Fisher ER0691) ile kesimi gerekleĸtirildi. 

Reaksiyon koĸullarē ĸºyledir: 1X Reaksiyon Tamponu, 1X H2O. Reaksiyon 

karēĸēmē 30oCôde geceboyu ink¿basyona bērakēldē ve %3ôl¿k agaroz jelde kontrol 

edilerek vektºr¿n anlamlē veya anlamsēz yºn¿ belirlendi. 

 

3.7. Doĵru Oryantasyon Klonlama Yºn¿ne Sahip pcDNA3.1(B) Vektºr¿n 

¢oĵaltēlmasē Amacēyla E.Coli DH5a  Suĸuna Transformasyonu 

Vektºr¿n oĵaltēlmasē iin E.coli DH5Ŭ suĸu kullanēldē. Transformasyon iĸleminin 

gerekleĸtirilebilmesi amacēyla ºncelikle DH5Ŭ suĸu, plazmid vektºr¿ alabilecek 
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kompetan hale getirildi ve ardēndan transformasyon iĸlemine geildi. 

 

3.7.1.  CaCl2 Yºntemiyle Kompetan DH5Ŭ Hazērlanmasē 

Kullanēlan Sol¿syonlar 

1. LB (Luria-Bertani) Sēvē Besiyeri: %2ô lik olacak ĸekilde 4 g LB (Merck 

1.10285.0500) toz 200 ml distile su ierisinde ºz¿lerek otoklav edildi. 

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

3. %100 gliserol (Sigma G2025) 

 

Uygulama 

1. Bir koloni ya da dondurulmuĸ DH5Ŭ E.coli suĸundan 20 ɛl alēndē ve 10 

ml LB sēvē besiyerine konuldu. 

2. 37oC alkalamalē et¿vde gece boyu ink¿be edildi. 

3. Ķnk¿basyon sonucunda 1-2 ml alēnarak 200 ml LB besiyerine kondu ve 

4 saat ink¿be edildi. 

4. Bakteri yoĵunluĵu O.D600 =0,2-0,5 aralēĵēnda olmalēdēr. 

5. 200 ml besiyeri 10 dk buzda bekletildi. 

6. 50 mlôlik falkonlara bºl¿nd¿ ve 2000 rpmôde 4oCô te 5 dk santrif¿j 

edildi. 

7. S¿pernatan atēldē. Pelet ¿zerine ºnceden soĵutulmuĸ 50 mM CaCl2 /10 

mM Tris (pH: 7.4)ô den 100 ml ilave edildi. 

8. 15 dk buzda bekletildi. 2000 rpmôde 4 oCô de 5 dk santrif¿j edildi. 

9. S¿pernatant atēldē. Pelet ¿zerine 9 ml 50 mM CaCl2 /10 mM Tris (pH: 

7.4) ve 1 ml %100 gliserol karēĸēmēndan konarak homojenizasyon 

saĵlandē.  

10. 250 ɛl miktarlarēnda 1,5 mlôlik ependorf t¿plere bºl¿nd¿ ve ï80 oCô 

de saklandē. 

 

3.7.2.  Agar Hazērlanmasē 

2 gr LB Broth ve 1 gr Bakteriyolojik agar (Oxoid L11) ¿zerine 100 ml distile su 

ilave edilerek otoklavlandē. Agar donmadan hemen ºnce (yaklaĸēk 40 oCô de) 100ml 

agara 100ɛl ampisilin (50mg/ml) eklendi ve petri kaplarēna daĵētēlarak soĵumasē 
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beklendi. 

3.7.3.  E. Coli DH5Ŭ Suĸuna Plazmid Transformasyonu 

1. DH5Ŭ kompetan E. colilerden 75 ɛl ve plazmidden 7 ɛl alēnarak 

ependorfa kondu. 

2. 30 dk buzda bekletildi. 

3. 1 dk 42 oCô de su banyosunda bekletilerek tekrar buza alēndē. 

4. T¿pe 1 ml LB besiyeri kondu ve 1 saat 37oCô de 150 rpmôde 

alkalayēcēda (Sartorius) ink¿basyona bērakēldē. 

5. Petriye ekim yapēlacaksa 4 oCô de 5000 rpmô de 10 dk ya da 2500 rpmô 

de 15 dk santrif¿j edildi. S¿pernatanēn 900 ɛlôsi atēldē. Geri kalan 100ɛl 

ile pelet s¿spanse edildi. 

6. ñLò ĸeklindeki pastºr pipeti ile 50 mg/ml ampisilinli (Sigma A9393) LB 

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

7. Ertesi g¿n oluĸan koloni alēnarak 200 ml ampisilinli sēvē LB ierisine 

alēnarak gece boyu 37 oCô de 150 rpmô de ink¿basyon yapēldē.  

8. 2500 rpmôde santrif¿j edildi. S¿pernatan atēldē ve pelet -20oCô de 

saklandē. 

9. Daha sonra peletten plazmid izolasyonu gerekleĸtirildi. 

 

3.8.  Bakteriden Plazmid Ķzolasyonu:  

Kullanēlan Sol¿syonlar 

50 mM D-Glukoz (Sigma 16301) (MA: 180) Hazērlanēĸē: 0,9 gr glukoz 100 ml 

distile suda ºz¿ld¿. 

10N NaOH (Sigma 06203) (MA: 40) Hazērlanēĸē: 40 gr NaOH 80 ml distile suda 

ºz¿ld¿kten sonra hacim 100 mlô ye tamamlandē. 

 

Sol¿syon I Hazērlanēĸē:  

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

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

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

Karēĸēm 100 mlôye tamamlandē. 
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Sol¿syon II Hazērlanēĸē: (Kullanēmdan hemen ºnce hazērlanēr) 

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

2. %1 SDS   :  10 ml (%10ô luk SDS stoktan) (SDS-Merck 

8.22050.1000) 

Karēĸēm 100 mlô ye tamamlandē. 

 

Sol¿syon III Hazērlanēĸē: 

1. 5M potasyum asetat (Codex 358907): 49,075g 100 mlô de ºz¿lerek 60 

mlô si kullanēldē. 

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

3. 28,5 ml steril H2O. 

 

Uygulama 

1. 100 ɛg/ml Ampisilin ieren 100 ml besiyerinde gece boyu ¿retilen 

transforme bakteriler oĵaldēktan sonra 50 mlô lik falkonlara bºl¿nd¿. 

2. 5000 rpmô de 5 dk santrif¿j edildi. 

3. S¿pernatan atēldē ve pelet kaldērēldē. Pelet ¿zerine 5 ml Sol¿syon Iô den 

ilave edilerek vortekslendi ve 5 dk buzda bekletildi. 

4. ¦zerine 10 ml Sol¿syon IIôden ilave edildi. T¿p alt ¿st edilerek buzda 5 

dk bekletildi. 

5. Buzda bekletilen t¿plere 7,5 ml Sol¿syon IIIôden ilave edildi ve 

karēĸtērēlarak 10 dk buzda bekletildi. 

6. T¿pler, 5000-8000 rpmô de 10 dk santrif¿j edildi. 

7. ¦st faz yeni t¿pe alēnēr, final konsantrasyonu 0,5 mg/ml olacak ĸekilde 

RNaz ilave edildi. 37oCô de 30 dk su banyosunda ink¿basyona bērakēldē. 

8. S¿re sonunda eĸit hacimde ¿zerine fenol/kloroform/izoamilalkol 

(25:24:1) ilave edildi ve 8000 rpmôde 10 dk santrif¿j edildi. 

9. S¿pernatant yeni t¿plere aktarēldē. ¦zerine 2 hacim saf etanol eklendi. - 

80oCôde 1 saat ya da gece boyu bekletildi. 

10. T¿pler 8000 rpmô de 1 saat santrif¿j edildikten sonra s¿pernatant atēldē, 

pelet kurutuldu ve 1 ml TEô de ºz¿ld¿. 
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3.9. HEK293 H¿crelerine Kalsiyum Fosfat Yºntemiyle Plazmid 

Transfeksiyonu  

Kullanēlan Sol¿syonlar 

1. 2XHEPES ï pH: 7,05 

500 ml hazērlamak iin; 

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

10mM KCl (Sigma H3375)     0,37g 

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

12 mM D-Glukoz (Sigma 16301)    1g 

50 mM Hepes (Sigma H3375)    5g 

 

2. 2M Ca2Cl (Sigma C1016): 5,88 gr 20 ml distile suda ºz¿l¿r. Deney 

aĸamasēnda 0,25 M oranēnda kullanēlēr. 

3. 0,1X TE pH:8.0 

4. %10 gliserol ieren DMEM 

5. Phosphate Buffer Saline (PBS) Sol¿syonu: 8 g NaCl (Sigma), 0,2 g KCl 

(Sigma), 1,44 g NaH2PO4 (Sigma), ve 0,24 g KH2PO4 (Sigma) 

tartēlarak, 800 ml distile su iinde ºz¿ld¿. NaOH ile pH 7.4ô e ayarlandē 

ve toplam hacim distile su ile 1 litreye tamamlandē. Sol¿syon steril 

kabinde 0,22 ɛm vakumlu filtreden geirildi. 

 

Uygulama 

293T h¿creleri transfeksiyondan bir g¿n ºnce 100 mmôlik petrilere pasajlandē ve 

ertesi g¿n yaklaĸēk %70-80 konfluent olan h¿crelere transfeksiyon yapēldē. 

Transfeksiyonda 30 ɛg vektºr DNAôsē Sodyum asetat/Etanol ºkt¿rme yºntemi ile 

sterilize edildi ve ºken pelet 1 ml 2xHEPES pH:7.05 iinde ºz¿ld¿. Bunun 

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

karēĸtērēlan ºrnek laminar kabin iinde 30 dk bekletildi. Bu s¿re sonunda oluĸan ve 

net olarak gºr¿len kalsiyum fosfat-DNA kompleksi pipetaj ile daha k¿¿k paralara 

bºl¿nd¿ ve ºrnek 10 ml besiyerinde bulunan h¿crelerin ¿zerine 20 cm mesafeden 

damlalar halinde bērakēldē. Gece boyu ink¿basyondan sonra besiyeri uzaklaĸtērēldē 

ve h¿creler %10 gliserol ieren DMEM ile 1 dk ĸoklandē. ķoklamanēn ardēndan 
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ĸoklama sol¿syonu ortamdan uzaklaĸtērēldē. H¿creler 1XPBS ile iki kere yēkandē ve 

normal b¿y¿me ortamē (%10 serum ieren DMEM) h¿crelere verildi. 

3.10.  Transfekte Olan HEK H¿crelerinin Seilmesi ve Tek Koloni Seimi 

H¿cre k¿lt¿r¿nde sadece transfekte edilen h¿crelerin yaĸēyor olmasēnē ve yaĸayan 

h¿crelerin aynē seviyede ekspresyon gºstermesini saĵlamak iin h¿cre seimi ve tek 

koloni seimi gerekleĸtirildi. 

 

3.10.1. Transfekte Olan HEK H¿crelerinin Seilmesi 

pcDNA3 vektºr¿n¿n seilim belirteci olarak yapēsēnda neomisin/G418 diren geni 

mevcuttur. Bu nedenle vektºr ile transfekte olan HEK293 h¿crelerinin seilimi iin 

neomisin/G418 (Calbiochem 345810) (0,4g/mL) ieren DMEM besiyeri kullanēldē. 

Transfeksiyon iĸleminden iki g¿n sonra HEK293 transfekte h¿creleri 

neomisin/G418 ieren besiyeri ile muamele edildi ve bundan sonraki aĸamalarda bu 

hazērlanan seici besiyeri kullanēldē. 

3.10.2. Tek koloni Seimi 

Seici besiyeri ile k¿lt¿re edilen transfekte HEK293 h¿creleri tripsinize edilerek 

kaldērēldē ve 96 kuyucuklu neomisinli DMEM ieren k¿lt¿r kaplarēna kuyu baĸēna 

bir h¿cre d¿ĸecek ĸekilde ekildi. Yaklaĸēk 1 ay s¿resince yapēlan seilimde 

neomisinli ortamda oĵalabilen koloniler seildi. 

3.10.3. Seilen Kolonilerdeki E2F1 Ekspresyonunun Gºsterilmesi 

Tek koloni olarak seilen ve devamēnda oĵaltēlan h¿creler tripsinize ederek 96-

well plateden sērasē ile 24-well plateôe, 6-well plateôe oradan da petrilere aktarēldē. 

Petrilerdeki h¿crelerin lizatlarē alēnarak Western Blot yºntemi ile ekspresyonu en 

uygun koloni sonraki deneyler iin seildi. 

 

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

1. H¿creler k¿lt¿r kabēnē %70-80 kaplayana kadar %10 FBS ieren 

DMEM besi ortamē ierisinde %5 CO2ô li et¿vde k¿lt¿re edildi. 

2. H¿crelerin bulunduĵu besi ortamē uzaklaĸtērēldē. 

3. Ķki defa 1xPBS ile yēkandē. 
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4. H¿crelere serum iermeyen besiyeri verildi. 

5. H¿creler gece boyu veya 16 saat s¿resince serumsuz ortamda bekletildi. 

6. S¿re sonunda ilgili gruplara 10mM final konsantrasyonu olacak ĸekilde 

Forskolin, Laktasistein ve/veya Kaspaz 3 Ķnhibitºr¿ verildi ve deney 

basamaklarēna gºre deĵiĸen s¿reler boyunca beklendi. 

7. Muamele sonunda h¿creler tekrar 1xPBS ile iki defa yēkandē. 

8. H¿cre kazēyēcēsē (Greiner cell scraper 541 080) yardēmēyla h¿creler 

Liziz tamponu ierisinde kaldērēldē ve vortekslenerek lizatlarē hazērlandē. 

 

3.12.  H¿cre Lizatē Hazērlanmasē 

Kullanēlan Solusyonlar:  

Triton -X Lizis Tamponu 

100mM Sodyum Flor¿r (NaF-Sigma S7920), 50mM HEPES (Sigma H3375), 

150mM Sodyum Klor¿r (NaCl- Merck1.06404.1000), %10 Gliserol (Sigma 

G2025), %1,2 Triton-X100 (Merck 1.08603.1000), 1mM Magnezyum Klor¿r 

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

(Sigma S6508) ve 1x proteaz inhibitºr kokteyli (Roche-cat. no: 11 836 145 001). 

Solusyon pH: 7,4 (pH metre: Hanna Instruments pH 211)ô e ayarlandē. 

 

Uygulama  

Besi ortamē uzaklaĸtērēlarak, h¿creler 10 mL soĵuk 1xPBS ile yēkandēktan sonra 1 

mL Triton-X Lizis tamponu h¿crelerin ¿zerine konarak h¿creler kazēndē ve steril 

1,5 mLôlik ependorf t¿p¿ne alēndēlar. Buz iinde 10 dk tutulan ºrnekler 1 dk. 

vortekslendikten sonra 10.000 rpmôde santrif¿j edildi ve s¿pernatant lizat olarak 

steril bir ependorf t¿pe transfer edildi. ¥rnekler kullanēlana kadar -80oCôde 

(Thermo scientific 994) saklandē. 

 

3.13.  Protein Miktar Tayini  

Toplanan h¿cre lizatlarēnēn protein miktarē Bradford (BioRad 500-0006) reaktifi 

kullanēlarak BSA standartēna karĸē gerekleĸtirildi. Kēsaca tarif etmek gerekirse, 

stok BSA (10mg/mL) sol¿syonundan 1ɛg/ɛl olacak ĸekilde sol¿syon hazērlandē. 

Standart eĵrinin izilmesi iin bu sol¿syondan ¿l¿ tekrarlar olacak ĸekilde 96 
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kuyucuklu kaplara 1, 3, 5, 7 ve 9 ɛg olacak ĸekilde ayrē ayrē konuldu. Yine -

80oCôdeki h¿cre lizatlarē buzda eritilerek aynē 96 kuyucuklu kaba ¿er tekrar olacak 

ĸekilde 1ôer ɛl ilave edildi. BSA standardē ile ºrnekler spektrofotometrede 595 nm 

dalga boyunda okundu. ¦l¿ tekrarlarēn ortalama verisi alēnarak oluĸturulan 

standart eĵrinin form¿l¿ne gºre ºrneklerin protein konsantrasyonlarē belirlendi. 

 

3.14.  Ķmm¿nopresipitasyon Yºntemi 

E2F1 ve PKAônēn fiziki olarak birbirine baĵlandēĵēnē gºstermek iin her iki protein 

hem ekspresyon yapēlmamēĸ hem de 48 saat boyunca ekspresyonu yapēlmēĸ 293T 

h¿crelerinden hazērlanan 2 mg h¿cre lizatē kullanēlarak immunopresipitasyona tabii 

tutuldu. 

Uygulama 

1. 2mg protein lizatlarē ¿st¿ne 950 ɛlô ye tamamlayacak ĸekilde Triton X 

liziz tamponu eklendi. 

2. Karēĸēmēn ¿st¿ne 50 ɛl Agaroz G/A bead (sc-2003) eklendi ve 1 mlô ye 

tamamlandē. Bu aĸamada beadlerin homojenizasyonu olduka ºnemlidir. 

Bu nedenle pipetaj yapēlmalēdēr. 

3. Karēĸēm nutatºr yardēmēyla 4oCôde 30 dk alkalandē. 

4. S¿re sonunda t¿p 10.000 rpmôde 4oCôde 1 dk santrif¿j edildi. 

5. S¿pernatant yeni ependorflara dºk¿lerek aktarēldē, bead ieren pellet 

atēldē. 20 ɛl Anti-E2F1 (Santa Cruz KH95) eklendi.  

6. Nutatºrde, 4oCôde 4 saat ink¿basyona bērakēldē. 

7. Ķnk¿basyon sonunda ¿zerine 100ɛl agaroz A/G bead eklendi ve gece 

boyu 4 oC alkalandē. 

8. Ertesi g¿n ºrnekler 10000 rpmôde 1 dk santrif¿j edildi. S¿pernatan atēldē 

ve pelet ¿zerine 1 ml Triton-X Liziz Tamponu eklenerek alt ¿st edildi. 

Bu yēkama iĸlemi iki kez daha tekrarlandē. 

9. A/G beadler ¿zerinde tampon kalmayacak ĸekilde s¿pernatant atēldē. 

10. Pelet ¿zerine 100 ɛl ɓ-merkaptoetanol ieren SDS y¿kleme tampon 

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

11. Son olarak, ºrnekler 10000 rpmôde 1 dk santrif¿j edildi. 
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12. A/G beadlerden kurtulan ve s¿pernatantta mevcut olan proteinlerin 50 

ɛlôsi western blot yºntemiyle analiz edildi. 

 

3.15. Western Blot Yºntemi 

Kullanēlan Sol¿syonlar: 

Resolving (Ayrēĸtērma) Tamponu: 1,5M TrisBase pH: 8.8. 1 lt.ô si iin 181,64 gr 

TrisBase tartēldē ve distile H2Oôda ºz¿ld¿. 

Stacking (Y¿kleme) Tamponu: 0,5M TrisBase pH:6,8. 1 ltô si iin 60,5 gr 

TrisBase tartēldē ve distile H2Oôda ºz¿ld¿.  

Akrilamid/Bisakrilamid (29/0.8):  29g Akrilamid (Merck 8.00830.1000) ve 0,8g 

Bisakrilamid (Merck 2610) 100 ml bidistile H2Oôda ºz¿lerek 0,22 umô lik 

filtre kullanēlarak filtre edildi. 

Running Buffer (10X): 15 gr. TrisBase, 94 gr. Glisin (Vivantis PR0608), 50 ml 

%10 SDS karēĸēmē 1ltô ye distile H2O ile tamamlandē. Sol¿syon pH ayarē 

gerektirmemektedir. 

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

edildi.  

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

ml (1M) Tris-HCl pH:6,7, 1-2 ɛg bromofenol mavisi eklendi. Filtreden 

geirilerek kullanēldē. Kullanmadan ºnce 1mlôye 50 ɛl b-merkaptoetanol 

(Sigma M3148) ilave edildi. 

%10 Amonyum pers¿lfat (APS): 0,1 gr APS (Sigma A3678) 1 ml distile suda 

ºz¿ld¿. Taze hazērlandē ve 4oCôde saklandē. 

Transfer Tamponu: 3,75g Glisin ve 7,25g TrisBase 1 lt distile suda ºz¿lerek 

karēĸēma 250 ml metanol eklendi. 
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3.15.1 Western Blot Yºnteminde Kullanēlan Jelin Hazērlanmasē 

 

 

 

3.15.2  ¥rneklerin Jelde Y¿r¿t¿lmesi 

Bradford yºntemiyle protein miktari belirlenen ºrneklerden 150 ɛg alēnarak ¿zerine 

yarē hacminde ɓ-merkaptoetanol ieren SDS y¿kleme tamponu konuldu ve 

kaynayan suda 5 dk bekletildi. Uygun pipet ularēyla hazērlanan poliakrilamid jele 

y¿klendi. Jele y¿klenen ºrnekler stacking jeli geene kadar 120 voltta, resolving 

jelde ise 150 voltta y¿r¿t¿ld¿ (Cihaz: Amersham 80-6171-96). Y¿r¿me sonunda 

PVDF membrana transfer aĸamasēna geildi. 

 

3.15.3 Jelde Y¿r¿m¿ĸ olan Proteinlerin PVDF Membrana Transferi 

¥rnekler y¿r¿t¿ld¿kten sonra transfer iin kullanēlacak s¿ngerler transfer 

tamponunda ēslatēldē. Transfer aparatēnēn siyah veya negatif y¿kl¿ olacak kēsmēna 

s¿ngerlerden biri yerleĸtirildi. ¦zerine transfer tamponunda ēslatēlmēĸ whatman 

kaĵēdē yerleĸtirildi. Bunun ¿zerine ºrneklerin y¿r¿t¿ld¿ĵ¿ jel cam plakalar 

arasēndan dikkatli bir ĸekilde ēkarēlarak kondu. Jel ¿zerine saf metanolde ēslatēlmēĸ 

PVDF membran (Biorad Cat. No: 1620177) hava kabarcēĵē kalmayacak ĸekilde 

yerleĸtirildi. ¦zerine transfer tamponuyla ēslatēlmēĸ whatman kaĵēdē (Sigma 

Z691011) ve diĵer s¿nger konularak transfer aparatē kapatēldē. Bekletmeden 

transfer tamponuyla doldurulan ve buz ierisine konulmuĸ transfer cihazēna 

yerleĸtirildi. ¥rnekler gece boyu 70 voltta transfer edildi. 
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3.15.4. PVDF Membranēn Ķĸaretlenmesi 

Transferin ardēndan blot PBST-BSA (1X PBS, %0.1 Tween-20, %1 BSA) 

sol¿syonunda 2 saat bloklandē. Bunun ardēndan, PBST-BSA iinde hazērlanan 

primer antikorunun 1/1000 dil¿syonu ile 1,5 saat iĸaretlendi, takiben, antikor 

uzaklaĸtērēldē ve blot PBST (1X PBS, %0.1 Tween-20) ile otuzar dakikadan 2 kez 

oda sēcaklēĵēnda yēkandē. Ardēndan, PBST-BSA iinde hazērlanmēĸ uygun anti-

mouse veya anti-rabbit sekonder antikorunun 1/5000 dil¿syonu ilave edildi ve 

iĸaretleme 1 saat oda sēcaklēĵēnda yapēldē. Sekonder antikorun uzaklaĸtērēlmasēnēn 

ardēndan blot PBST ile 30 dk yēkandē. ECL reaktifi (Biorad Clarity ECL 

Cat.1705061) ilave edildi ve 1 dk beklendikten sonra bu da uzaklaĸtērēldē ve 

kemil¿minasana duyarlē film karanlēk odada blotôēn ¿zerine konarak 1 dakika 

bekletildi. Gºr¿nt¿leme iin film, film banyo cihazēnda  (Kodak 8116428) banyo 

edildi. 

 

Gºr¿nt¿lenerek fosforilasyon seviyesi belirlenen proteinlerin, bazal seviyelerinin 

belirlemesi amacēyla iĸaretlemesi yapēlacak spesifik antikor uygulamasēndan ºnce 

fosforile formun belirlendiĵi membrana ñstrip offò iĸlemi uygulandē.  

 

3.15.5. Strip-Off Ķĸlemi 

Kullanēlan Sol¿syonlar: 

Strip off Sol¿syonu: 12.5 ml 0.5 M Tris PH.6.8, 20 mL %10ôluk SDS, 67 ml steril 

distile su ve hazērlandēktan sonra 704 ɛl ɓ-merkaptoetanol eklenecektir.  

1X PBS, %0.1 Tween-20: Bºl¿m 3.15.ô de aēklanēldēĵē gibi hazērlanmēĸtēr. 

 

Uygulama: 

Hazērlanmēĸ olan strip off sol¿syonu 55oCôe ēsētēldē (Mikrodalga Fērēn)  ve 

solusyona eker ocak ierisinde 704 ɛl ɓ-merkaptoetanol eklendi. Aynē zamanda 

iĸlemin gerekleĸtirileceĵi alkalamalē ink¿batºr de aynē sēcaklēĵa getirildi. Aĵzē 

kapalē plastik kaba konan membranēn ¿zerine ēsētēlmēĸ strip off sol¿syonu konuldu. 

Membran aynē dereceye ēsētēlmēĸ alkalamalē ink¿batºrde 20 dk alkalandē. Bunun 

ardēndan sol¿syon uzaklaĸtērēldē ve blot PBS-T (1X PBS, %0.1 Tween-20) ile 30ôar 
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dakikadan 2 kez oda sēcaklēĵēnda yēkandē. Bu aĸamadan sonra membran tekrar daha 

ºnce bahsedilen koĸullarda iĸaretlendi. 

 

3.16. Monoklonal Antikor Yapēmē 

Kullanēlacak E2F1 primer antikorun yapēmē iin hayvan imm¿nizasyonu, 

hibridomanēn oluĸturulmasē ve oluĸturulan hibridomalarēn denemeleri yapēldē. 

 

3.16.1. Ķmm¿nizasyon 

Ķmm¿nizasyon iin 6 haftalēk Balb/C t¿r¿ fareler kullanēldē. Tasarlanan ve ticari 

olarak alēnan E2F1 peptidi enjeksiyonluk su iinde final konsantrasyonu 1ɛg/ɛl 

olacak ĸekilde ºz¿ld¿. 1.,15.,30. ve 59. g¿nler bu peptid intraperitonal olarak 

uygulandē.  

 

3.16.1.1 Ķmm¿nizasyonun Kontrol¿ 

Ķmm¿nizasyona tabi tutulan farelerin kuyruk damarēndan 30. ve 45. g¿nler kan 

alēndē. Alēnan 250 ɛl kanēn santrif¿gasyon yºntemi ile serumu ayrēldē. E2F1 peptidi 

SDS-PAGE jelinde y¿r¿t¿ld¿ ve PVDF membrana aktarēldē. Fareden elde edilen 

serum primer antikor olarak kullanēldē ve PVDF membranēn iĸaretlemesi yapēldē. 

 

3.16.2. H¿cre K¿lt¿r¿ ve Hibridoma Oluĸturma 

Kullanēlan Sol¿syonlar: 

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

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

Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin B (BI-03 033 113) ve gentamisin eklenmiĸ 

DMEM (Dulbeccoôs Modifeid Eagle Medium ï Biochrom FG0415) 

Seici Besi Yeri: Normal besiyerine litrede 20 ml olacak ĸekilde Hypoxanthine-

aminopterine-thymidine (50X)(GIBCO Cat.21-060-017) eklenerek hazērlandē. 

PBS Sol¿syonu: Phosphate Buffer Saline (PBS) Sol¿syonu: 8 g NaCl (Sigma), 0,2 

g KCl (Sigma), 1,44 g NaH2PO4 (Sigma), ve 0,24 g KH2PO4 (Sigma) tartēlarak, 

800 ml distile su iinde ºz¿ld¿. NaOH ile pH 7.4ô e ayarlandē ve toplam hacim 

distile su ile 1 litreye tamamlandē. Sol¿syon steril kabinde 0,22 ɛm vakumlu 

filtreden geirildi. 
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3.16.2.1 Myeloma H¿crelerinin Hazēlanmasē  

F¿zyondan 10 g¿n ºncesinde k¿lt¿rde normal besi yeri ierisinde oĵaltēlan FO 

myeloma  h¿creleri h¿cre k¿lt¿r petrilerinde oĵaltēldē. F¿zyon g¿n¿ k¿lt¿r petri 

iindeki besi yeri steril bir ĸekilde uzaklaĸtērēldē ve h¿creler pasajla 50 mlôlik 

santrif¿j t¿p¿ ierisine alēndē ve 900 rpmôde 10 dakika santrif¿j edilerek 1X PBS ile 

2 kez yēkandē.  ¢ºken h¿creler 10 ml PBS ierisine alēnarak h¿cre sayēmē yapēldē. 

 

3.16.2.2 Besleyici H¿crelerin Hazērlanmasē 

F¿zyondan bir ºnceki g¿n gerekleĸtirildi.  Bu basamakta imm¿nize olmamēĸ 

normal fare kullanēldē. Farenin karēn bºlgesi yanlara doĵru aēldē ve periton gºr¿n¿r 

hale getirildi. Yaĵsēz bir bºlgeden organlara deĵmeden periton ierisine 5 ml 

DMEM (serumsuz) verildi, farenin karnē DMEM ile kaplanmasēndan sonra 

enjektºre geri ekildi. Enjektºr ierisindeki h¿creler bir t¿pe alēndē ve h¿cre sayēmē 

yapēldē.  ¢alēĸēlacak h¿cre k¿lt¿r plaĵē sayēsēna gºre her kuyuya ~6000 h¿cre + 

normal besiyeri karēĸēmē 100 Õl olacak ĸekilde daĵētēldē. 

 

3.16.2.3. Dalak H¿crelerinin Elde Edilmesi 

Antijen ile imm¿nize olan fareler servikal dislokasyon yºntemi ile ºld¿r¿ld¿. Derisi 

%70ôlik alkol ile dezenfekte edildi. Dalak yaĵ dokusundan arēndērēlmēĸ bir ĸekilde 

15 ml DMEM ierisine alēndē ve bu ĸekilde laboratuvar ortamēna taĸēndē. Steril 

kabin iinde dalak yabancē dokulardan temizlenerek 10 ml PBS tamponu ieren 

baĸka bir petri kabēna alēndē. Dalak k¿¿k bir s¿zgete cam baget ile ezilerek 

h¿creler aēĵa ēkarēldē ve pipet yardēmē ile s¿spanse edildi. H¿creler, PBS 

tamponunda 900 rpm'de 10 dakika santrif¿j edilerek 2 kez yēkandē. ¢ºken h¿creler 

10 ml PBS ierisine alēnarak h¿cre sayēmē yapēldē. 

 

3.16.2.4. Hibridoma Oluĸturma 

H¿cre sayēmē yapēlan FO myeloma h¿creleri ve dalak h¿creleri 1/6 oranē olacak 

ĸekilde birleĸtirildi ve 1000 rpmôde 10 dakika santrif¿j edildi. ¦st kesim atēlarak 

ºken h¿cre karēĸēmēna 37ÁCôde ēsētēlmēĸ 1 ml Polietilen Glikol (PEG) 4000 1 

dakika ierisinde olduka yavaĸ eklenir. 2 dakika h¿cre karēĸēmē 37ÁC  beklendi. 10 

ml  sadece DMEM (FCS +antibiyotik iermeyen) 5 dakika ierisinde yavaĸ yavaĸ 
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ilave edildi. Daha sonra 20 ml %10 FBS  DMEM eklendi. Karēĸēm 1 saat 37ÁC 

ēsēdaki CO2 et¿vde bekletildikten sonra,  santrif¿j edildi. ¢ºken h¿crelere seici 

k¿lt¿r ortamē ilave edilerek bir ºnceki g¿n makrofaj ekilmiĸ h¿cre k¿lt¿r plaklarēna 

100 Õl /kuyu olacak ĸekilde ĸeklinde daĵētēldē. 10 g¿n sonra h¿crelerin ¿st 

sēvēlarēndan 100 Õl ekildi ve ¿zerine 100 Õl seici HAT ieren besiyeri ilave 

edildi. H¿crelerin geliĸme periyoduna baĵlē olarak normal besi yerine geildi. 

 

3.16.3. Hibridomalarēn Antikor ¦retiminin Kontrol¿ 

Hibridomalarēn antikor ¿retiminin kontrol¿ ELISA ve western blot yºntemleri ile 

gerekleĸtirildi. 

 

3.16.3.1. ELISA Yºntemi ile Antikor ¦retiminin Kontrol¿ 

Kullanēlan Sol¿syonlar: 

1X PBS, %0.1 Tween-20: Bºl¿m 3.15.ô de aēklanēldēĵē gibi hazērlanmēĸtēr. 

%1 BSA ieren 1X PBS-T:  100 ml 1X PBS-T iinde 1 gr BSA ºz¿lerek 

hazēlanmēĸtēr. 

 

Uygulama: 

1. 96 kuyuluk ELISA 1mg/ml konsantrasyondaki antijen ºzeltisinden 

100ml ile kaplandē. 

2. Gece boyu veya en az 6 saat, +4 ÁCôde ink¿be edildi.  

3. ELISA plate, 3 kez PBS-Tween 20 sol¿syonu ile yēkandē.  

4. Her kuyuya 150 ml %1 BSA ieren 1X PBS-T sol¿syonu eklendi.  

5. 2 saat 37ÁCôde bekletildi.  

6. Hibridoma ¿st besiyerleri direk olarak plaklara eklendi ve 37ÁCôde 1,5 

saat bekletildi.   

7. ELISA plaklarē 3 kez PBS-Tween 20 sol¿syonu ile yēkandē. 

8. Kuyular 1/1000 dilusyonunda anti mouse-IgG 37ÁCôde 1 saat ink¿be 

edildi. 

9. Kuyular 5 kez yēkandēktan sonra substrat tamponu ilave edilerek (100 

Õl), 45 dakika oda  sēcaklēĵēnda karanlēkta ink¿be edildi ve antikor 
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d¿zeyi renk deĵiĸiminden  405 nmôde ELISA okuyucusunda (Thermo 

Labs. Multiskan Spectrum) belirlendi. 

 

3.16.3.2.Western Blot Yºntemi ile Antikor ¦retiminin Kontrol¿ 

ELISA yºntemi ile diĵer kolonilerden gºreceli y¿ksek antikor sentezleyen h¿creler 

seildi. Seilen kolonilerin h¿cre k¿lt¿r¿ndeki besiyeri SDS-PAGE yºntemiyle 

jelde y¿r¿t¿lm¿ĸ ve PVDF membrana transfer edilmiĸ E2F1 peptidi ve HEK293 

h¿cre lizatēnēn iĸaretlemesinde primer antikor olarak kullanēldē. Ķĸaretlemeleri 

pozitif olarak gºr¿len koloniler belirlendi. 

 

3.17. In Vitro  Kinaz Reaksiyonu 

Hazērlēk Aĸamasē 

PKA enziminin E2F1ôi fosforile ettiĵinin gºsterilmesi iin HEK293 h¿crelerinde 

72 saat boyunca ekspresyonu saĵlanan E2F1 proteini anti-E2F1 antikoru 

kullanēlarak imm¿nopresipitasyon yºntemi ile saflaĸtērēlmēĸtēr. Aynē ĸekilde PKA 

enziminin E2F1 proteini ile etkileĸimde olduĵunu anlamak iin PKA proteini anti-

PKA antikoru kullanēlarak imm¿nopresipitasyon yºntemi ile saflaĸtērēlmēĸtēr. 

 

            Kullanēlan Sol¿syonlar 

1X NEBuffer for Protein Kinases (PK): 

50 mM Tris-HCl 

10 mM MgCl2 

0.1 mM EDTA 

2 mM DTT 

0.01% Brij 35 

pH 7.5 ve  25ÁC sēcaklēkta 

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

P6000S) 

 200 mM ATP  

 

 

 




