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GIRIS

Okaryotik hiicrelerde hiicre déngiisii birgok diizenleyici
mekanizma tarafindan gerceklestirilen arcigtk bir sistem
olarak isglemektedir. Hiicre donglisi mekanizmasini
kontrol etmede rol oynayan duzenleyici proteinler; siklin
ailesini (cyc), siklin bagh kinazlari (cdk), retinoblastoma
proteinini  (pRB) igermektedir. Cyc/cdk kompleksleri
hiicre déngtsiiniin ilerlemesinde kritik rol oynarlar ve bu
rollerden biri pRB fosforilasyonu yaparak transkripsiyon
faktori E2F1’in aktivasyonunun saglanmasidir (1). Fosforile
olmus pRB’den ayrlarak aktiflesen E2F transkripsiyon
faktorii dimerizasyon partneri (DP) proteini ile heterodimer
yaparak hticre ¢ekirdegine gé¢ edip DNA replikasyonu ve
hiicre boliinmesi igin gerekli hedef genlerin promotorlarina
baglanip bu genlerin transkripsiyonunu indiikleyerek
doéngiinin tamamlanmasina ve proliferasyona yol agar
(2). E2F1 hiicre déngusiniin kontrolindeki vazgecilmez
rolintin yanisira apoptosis ve DNA hasar1 tamirinde de
kritik grevler alarak hiicresel homeostasisin saglanmasinda

da rol oynar (2-5).

E2F1, htcre igi enerji kaynagi olarak adipoz doku
metabolizmasinin  diizenlenmesinde  glikoliz
karsimiza cikar (6, 7). Buna ck olarak E2F1 peptidi, glukoz

surecinde

kullanmminda da rol oynar. Glukoz metabolizmasmin
E2F] tarafindan diizenlenmesinin yollarindan biri de,
ayn1 zamanda besin sensori olarak gérev yapan, Piruvat
Dehidrojenaz Kinaz 4 (PDK4) enziminin aktivasyonu
ile glukoz metabolizmasiin baskilanmasidir (8). Son
yillarda yapilan bir ¢alismada pankreatik -hiicrelerinde,
E2F1 peptidin glukoz ile uyarilan hiicrelerde insilin
sekresyonunu  kolaylagtirdigi  gézlemlenmigtir.  Ayrica
E2F1(-/-) farelerin diyete bagl obeziteye direncli olduklar
gOsterilmigtir. Insiilin salimminda énemli gorevi olan Kir6.2
geninin ekspresyonunun E2F1 bagimh olmast pankreas
B-hiicrelerinde instlin sentezi ve salinimi sirecinde E2F1’in
gerekli oldugunu gostermektedir (9).

Bu cabgmamizda, farkli glukoz konsantrasyonlarimin
E2F1 ekspresyonunu nasil etkiledigini ve bunun hiicre
proliferasyonu ile ilgili olup olamayacagin belirlemeye
calistik.

GEREC ve YONTEMLER
Hiicre Kiiltiiru

Caligmamizda, Insan Embriyonik Bébrek Hiicre Hatt
olan HEKZ293 hicreleri kullanilmigtir. Bu

kullamlmasimin nedeni bazal bir hiicresel metabolizmaya

hiicrenin

sahip olmasi ve transfeksiyon iglemi igin uygun bir htcre
hatti olmasidir. Hiicreler L-glutamin (Lonza), esansiyel
olmayan amino asitler, sodyum pirtivat, %10 Fetal Dana
Serumu  (FBS-Biochrom cat. No:SO0115), Penisilin/
Streptomisin/Amfotersin B (BI- 03 033 113) ve gentamisin
llaveli digtik glukoz (I g/L) miktarina sahip DMEM’e
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(Dulbecco’s Modified Eagle Medium- Sigma D5921), 2g/
L- 4g/L- 8g/L- 12g/L- 20g/L son konsantrasyona sahip
olacak sekilde glukoz (Sigma G8270) eklenerek olusturulan
glukoz miktarlar1 birbirinden farkli besi ortamlar: iginde
monolayer kiiltiirler halinde; %5 CO,’lik atmosfer, %95
nem ve 37°C’lik inkitbatérde ¢ogaltlmugtir.

Transfeksiyon

Hicreigerisinde sentezlenen E2F1 protein seviyesinin artimi
i¢in kullanilan transfeksiyon iglemi -insan E2F1 plazmidinin
HEK293 hiicrelerine aktarimi- Kalsiyum fosfat ¢okttirme
(CGaPO, precipitation) yontemi ile gergeklestirilmistir.
Transfeksiyonun ardindan 16 saat serumsuz besiyerinde
bekletilen hiicreler, deney basamaklarma gore degisen
stirelerde inktbe edilmistir. 30 gin boyunca E2F1 ektopik
ekspresyonu gosteren hticre popilasyonu 800 ug/ml
Neomisin varhiginda segilmistir.

Hiicre Lizat Eldesi

Besi ortami uzaklagturilarak hiicre lizati Triton-X (25 mM
Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, I mM EDTA, 1%
TritonX-100 and 5% gliserol) ve proteaz inhibitor kokteyli

igeren lizis tamponunda hazirlanmigtir.
Klonlama

293T hicrelerinden Trizol (Sigma-T9424) ile RNA
1zolasyonu yapilarak izole edilen RNA’nin Roche kiti (05
081 955 001) kullanilarak ¢cDNA kiitiiphanesi elde edilmig
ve bu kutiiphaneden E2F1 ¢cDNAsinin amplifikasyonu i¢in
ileri primer: 5’- CCG GAA TTC GCC GCC ATG GCC
TTG GCC GGG GCC CCT GGG GG- 3’ ve geri primer:
5’- GGG GAA TTC GAA ATC CAG GGC GGT GAG
GTC CCC AAA GTC- 3’ kullamlmigtir. Amplifiye edilen
insan E2F1 ¢cDNA’st pcDNA 3.1B vektortine klonlanmigtir
ve ckspresyonu wester blot ile gosterilmistir (Sekil 1).

Western Blot

Hicre lizatlarinin protein konstrasyonu Bradford tayin
yontemi ile belirlenmigtir. Konsantrasyonu belirlenen
proteinler egit miktarda (100 ug) yiiklenerek SDS-Page
e ayrigtirlmis ve gece boyu PVDF membrana (Biorad
cat No:1620177)
antikorla (Deneylerde kullanilan Anti-E2F1 monoklonal
antikoru kendi laboratuvarlarimizda tiretilmistir.) ve HRP-
konjuge sekonder antikor ile isaretlenmistir. Membranda

transfer edilmigtir. Blotlar primer

igaretlenen protein seviyelerinin filme aktarilmasinda
Clarity ECL Western Blot substrati (Biorad Clarity ECL
cat. No:1705061) kullanilmistur.

MTT Assay

Yabanil tip HEK293 ve E2F1 transfekte 293 T hiicreleri
96 kuyulu kiltir kaplarma kuyu bagma 25.000 hicre
olacak sekilde ekim yapilmigtir. Metabolik aktivitenin
6l¢imtne dayal hiicre proliferasyonunu 6lgmek amaciyla

313 W



Ertosun M.G. ve ark.

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
(MTT) test Farkli
konsantrasyonlarindaki  biylime hizlarmi  aragtirmak
icin 1g/L, 2¢/L, 4g/L, 8g/L, 12g/L, 20g/L glukoz
konsantrasyonlarinda besiyerleri ile muamele edilmistir. 24
saat sonra bestyerleri ortamdan uzaklagtirilarak 100ul %10
FBS’li besiyeri icerisine 25 ul MT'T soliisyonu ile 3 saat

bromide kullamlmugtir.

glukoz

boyunca 1stksiz ortamda inkitbasyonu saglanmistir. Stre
sonunda DMSO (Sigma) ile enzim aktivitesi durdurulan
hiicreler 1g/mL glukoz konsantrasyonu iceren besi ortanmu
icinde buyiiyen yiiksek E2F1 ekspresyonu gésteren hticreler
referans alimarak 540 nm referans 690 nm dalga boylarinda
Olgim yapilmistir. Elde edilen verilerin analizleri Prism

GraphPad programlari kullanilarak degerlendirilmistir.
Istatistiksel Analiz

Western Blot yonteminde elde edilen sonuclar Image
J programi kullamilarak analiz edilmigtir. Grafikler,
GraphPad Prism programu ile olusturulmustur. Istatistiksel
analizler yine GraphPad Prism programi araciigiyla
yapilmugtir.

BULGULAR

Ektopik olarak E2F1 ekspresyonu gosteren
HEK293 hiicrelerinde farkli Glukoz konsantras-
yonlarinin E2F1 ekspresyonuna olan etkisinin
belirlenmesi.

HEK?293 insan embriyonik bobrek hiicre hattinda gergek-
lestirilen ¢aliymamizda HEK293 hiicreleri olusturdugumuz
yabaml tip E2F1 ekspresyon vektorii ile kalsiyum fosfat
yontemi ile transfeksiyon iglemi gergeklestirilmig ve 30 giin
boyunca E2F1 ektopik ekspresyonu gosteren hticre poptlas-
yonu 800 ug/ml Neomisin varhginda secilmigtir. Ardindan,
bu hiicreler farkli konsantrasyonlarda glukoz bulunduran
ortamlarda 24 saat inkiibe edildikten sonra hiicre lizatlar
hazirlanmis ve lizatlarin protein miktar: saptandiktan sonra
100 mikrogram protein SDS-PAGE’de vyiuritildikten
sonra hazirlanan blott’da E2F1 protein seviyesi ve GAPDH
miktarlar1 Western Blott yontemi ile saptanmugtir.

Ektopik olarak E2F1 ekspresyonunun gosteril-
mesi. Kaha transformasyon yontemi (Kalsiyum fosfat
yontemi) ile transfekte edilmis HEK293 ve yabanil tip
HEK293 hiicrelerinde olusturulan ektopik ekspresyon
vektoriinin etkisinin gosterilmesi i¢in hiicre lizatlarindan
SDS-Page yontemi ile E2F1 protein seviyeleri gosteril-
mistir. Ektopik ekspresyon saglanan transfekte HEK293
hticrelerdeki E2F1 protein seviyesinin yabanil tip HEK293
hiicrelerine gore yaklagik 25 kat artmig oldugu saptanmugtir.

Ektopik olarak E2F1 ekspresyonu gosteren hiicre-
lerde farkli Glukoz konsantrasyonlarmin E2F1
ekspresyonuna olan etkisi. Kalicr transformasyon
yontemi (Kalsiyum fosfat yontemi) ile transfekt edilmig ve
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Neomisin varliginda 30 giin boyunca segilmiy HEK293
htcreleri 1,4,8,12 ve 20 g/L glukoz iceren besi ortaminda
24 saat boyunca inkiibe edilmis ve hazirlanan hicresel
lizatin 100 mikrograminda E2F1 ve GAPDH miktarlan
Wester Blott yontemi ile belirlenmigtir. E2F1 ve GAPDH
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Sekil 1: Ektopik olarak E2F1 ekspresyonunun gosterilmest.
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Sekil 2: Ektopik olarak E2F1 ekspresyonu gosteren
hicrelerde farkli  Glukoz konsantrasyonlarmin  E2F1
ekspresyonuna olan etkisi.
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Sekil 3: Ektopik E2F1 ekspresyonu gosteren HEK293
ve transfekte edilmemis HEK293 hicrelerinde farkh
Glukoz konsantrasyonlarmin hiicre proliferasyonuna olan
etkilerinin belirlenmesi.
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bantlarmin densitometrik degerleri elde edildikten sonra
E2F1/GAPDH normalizasyonu yapilarak E2F1 seviye-
sindeki degisim saptanmgtir. En yiiksek E2F1 ekspresyonu
8g/L glukoz konsantrasyonunda saptanmig olup; 8g/L'nin
altinda veya ustindeki glukoz konsantrasyonlarinda E2F1
seviyesi, 8g/L glukoz konsantrasyonuna gore azalma
gostermektedir.

Ektopik E2F1 ekspresyonun farkh glukoz konsantrasyon-
larinda hiicre proliferasyona etkisinin olup olmadigim
saptamak icin cktopik E2F1 ekspresyonu gosteren HEK293
hiicreleri ile transfekte edilmemis HEK293 hiicreleri farkh
glukoz konsantrasyonu igeren besi ortaminda 72 saat
boyunca inkiibe edilmis ve bu siire sonunda hiicre proli-
terasyonu, M'TT yontemi belirlenmistir. Sekil 3’de goste-
rildigi gibi 2 ve 4 g/L glukoz hiicrenin proliferasyonunu
artirirken bu artiy ektopik E2F1 ekspresyonu gdsteren
hiicrelerde ¢ok daha az olmustur. Ayrica, yiksek glukoz
varhginda 8,12 ve 20 g/L konsantrasyonlarinda ektopik
E2F1 ekspresyonu gosteren hiicrelerde proliferasyon 1 g/L
dozunda elde edilen proliferasyondan daha disiik seviyeye
inmigtir (p<0.05); ancak transfekte edilmemis hticrelerde
anlamli bir degisim saptanmamugtir.

TARTISMA

Hicre canhligimin devam ettirilmesi ve proliferasyonun
kontrold, enerji iretim ve tiketim dengesinin saglanmast ile
miimkindur. Evrensel olarak glukoz tiim canllarda enerji
eldest i¢in kullanimu ve tedarigi en kolay bilesik olup hticre
icine alinmast ve yakilmasi ¢ok siki kontrol altinda olan
bir molekiildiir. Son yillarda E2F1’in hiicre dongiisiintin
kontroliiniin diginda enerji metabolizmasimin diizenlenme-
sinde de kilit rol oynadig1 ortaya konmustur. Bu baglamda
Annicotte ve ark. 2009 yilinda CDK4-pRB-E2F1 yolag:
sonucu aktive olan E2FI1’in pankreas beta-hiicrelerinden
glukoz-bagimli insulin sekresyonunda 6nemli rol oyna-
yan Kir6.2 isimli KATP kanal proteinin ekspresyonunu
indikledigini gostermiglerdir. Bu sonug E2F1 aktivitesinin
Glukoz Homeostasis'inin saglanmasinda ¢ok 6nemli oldu-
gunu gostermigtir (10). Buna benzer yapilan bir diger ¢alig-
mada ise E2F1(-/-) farelerde ise viicut kitlesinin azaldigy,
pankreas biiylimesi ve instilin sekresyonunda bozulmalarin
meydana geldigi ve bu farelerin besin-induklii diyabet geli-
simine dayanikl olduklar gdsterilmistir (11). Yapilan bir
diger ¢alismada ise E2F1’in enerji Giretimini gerektirmeyen
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bazal sartlarda hem kas hem de kahverengi yag dokusunda
oksidatif metabolizmay1 baskiladigr gosterilmis ve bununla
uyumlu E2F1-negatif farelerde kontrolsuz oksidatif fosfo-
rilasyondan dolayr viicut kitlesinde azalma saptanmigtir
(11, 12). Bu sonugclarla paralellik gosterecek sekilde yap-
lan diger caliymalarda ise E2F1’in glukoz oksidasyon inhi-
bitéri PDK4 enzimin ekspresyonunu indukleyerek glukoz
yakilmasini artirdigi (13) ve yag dokusuna 6zgul pRB inak-
tivasyonu yapildiginda, artan E2F1 aktivitesine bagh olarak
enerji metabolizmasinda biytk bir artiy saptanmig ve bu
kilo kaybi olarak kendini gostermistir (14). Bu ¢aligmalar
E2F1’1in birbirinden bagimsiz olarak E2F'1°in hem hticre ve
viicut biiyiimesini hem de glukoz homestasisinin saglanma-
sinda ¢ok 6nemli oldugunu ortaya koymustur.

Bu bilgiler miginda, Sekil 2°de gorildigi gibi HEK293
hiicreleri artan glukoz varhiginda, glikozun kullanimin
saglayabilecek yolaklarin aktivasyonu igin E2F1 seviyesini
yiikseltmektedir. Her ne kadar 20 g/L glukoz varhiginda
hticresel E2F1 seviyesi 4-8-12 g/L dozlarina kiyasla
disiiyor gibi gortnse de o seviyedeki E2F1 miktar 1
g/L dozdaki miktarindan daha yiksektir. Asir1 glukoz
birikimine kargi hticrenin geri-beslemeli kontrol yollar:
mutlaka olabilir ancak artan glukoz konsantrasyonuna
bagh olarak, glikozun kullammmin kolaylagtiracak E2F1
miktarinin da yiikselmesi 6nemli bir bulgudur. HEK293
hticreleri ile kiyaslandiginda ektopik E2F1 ekspresyonunun
beklenilen aksine hiicre proliferasyonunu artirmamasi
aslinda aciklanabilir bir durumdur. Zira, daha 6nce de pek
¢ok yayinda gosterildigi gibi E2F1 seviyesinin agir1 miktarda
artmasi, kontrolstiz ¢ogalmanin 6niine ge¢mek icin E2F1’in
apotosis indiksiyonu yapan genlerin ekspresyonunu
indiikledigi bilinmektedir (15).

Hucrenin orkestra sefi olarak galisan E2F1 transkripsiyon
faktori, hiicre proliferasyonundan, apoptoza, DNA hasar
tamirinden, enerji metabolizmasmna bir¢ok hiicre il
sistemde uyum ve denge i¢inde c¢aligarak cok yonli bir
protein oldugunu kanitlamaktadir. E2F1 proteininin glukoz
homeostazisindeki kesfi ile bircok metabolik hastahiga
ozellikle Tip-2 diyabete yeni kapilar agarak literatiire
katki saglanmigtir. Sadece bir hiicre dongiisi diizenleyicisi
olmanin 6tesinde E2F1, metabolik yasamsal faaliyetlerde
o6nemli bir rol ustlenmekte ve metabolik hastaliklarin
tedavilerine yeni yaklagimlar ortaya koymaktadir.
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