ONSOz

Tlrkiye Cumbhuriyeti Namik Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan desteklenen “LETM1 gen ekspresyonu ile JNK aktivasyonu arasindaki
iligkinin arasgtiriimasi” baslikli ve NKUBAP.00.10.AR.13.01 numarali projemize ait
sonu¢ raporu sunulmaktadir. Calismamiz kapsaminda elde edilen sonuglar bir
mitokondriyal i¢ membran proteini olan LETM1" in ekspresyon duzeyinin
arttinlmasinin JNK fosforilasyonunda da artisa neden olduguna isaret etmektedir.
Diger taraftan bu tip calismalarda kullanilan madde ve malzemelerin fiyatlarinin
yuksek olusu bultge kosullart c¢ercevesinde elde edilen verilerin detayh bir
incelemesine olanak saglamamaktadir. Bu nedenle bu calismadan elde edilen on
verilerin yeni proje destekleri ile devam ettirilmesi 6ncelikli hedefimizdir. Bu ¢alisma
kapsaminda yardimlarini eksik etmeyen tum Biyoloji Bolumu 6gretim elemanlarina,
calismaya aktif olarak katilarak buyuk yarar saglayan lisansusti 6grencilerimize ve
projemizi destekleyen Universitemiz Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi Bagkanhgina
proje ekibi olarak tesekkurlerimizi sunariz.
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Sekil 1. LETM1 kodlayan plazmid ile transfeksiyonu takiben HeLa hicrelerinde
LETM1, JNK ve fosfo-JNK (pJNK) dlzeyleri. 1,2 ve 3. cU kuyular LETM1 ile
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OZET

LETM1 (Leucine zipper/EF hand-containing transmembrane-1) proteini hicre i¢i iyon
homeostazisi ve oksidatif fosforilasyon zinciri biyogenezinde rol oynayan bir
mitokondriyal i¢c membran proteinidir. Proteinin fonksiyonuna yonelik ¢alismalar daha
ziyade Ca®* ve K' tasinmasina yénelik olmakla birlikte maya homologunda protein
sentezi ile olan iligkisi ele alinmaktadir. Bir Gguncu c¢alisma alani olarak hucre
olumundeki rolunu sorgulayan galismalar ise sinirli sayidadir.

Proje calismamiz kapsaminda LETM1 ekspresyonundaki artisin JNK fosforilasyonu
Uzerine etkisinin olup olmadig! ele alinmistir. Bu cergevede Lipofektamin ile Hela
hdcrelerinin transfeksiyonunu takiben LETM1 ve JNK duzeyleri western blot yontemi
ile test edilmistir. Ayrica LETM1 ekspresyonundaki artisin hdcre canliigina etkisi
MTS ile belirlenmistir.

Calismamizda Lipofektin aracili transfeksiyon sonrasi LETM1 ekspresyonunun arttigi

ve bu hicrelerde JNK fosforilasyonunun degistigi belirlenmistir. Ayrica hlcre
canlihginin da LETM1 ekspresyonundaki artisa paralel olarak azaldigi gorulmustur.

LETM1 asin ekspresyonunun JNK yolagindaki roll laboratuvarimizda halen devam
etmekte olan bir aragtirma konusudur. Bu amagla yeni projeler ile LETM1 fonksiyonu
hakkinda daha fazla veri alinmasi planlanmaktadir.



ABSTRACT

LETM1 (Leucine zipper/EF hand-containin transmembrane-1) is a mitochondrial inner
membrane protein which plays role in intracellular ion homeastasis and biogenesis of
oxidative phosphorilation. In general, most of the current studies focusing on the Ca
and K transport function and its role in protein synthesis in its yeast homolouge of
LETM1. There are limited number of studies questioning its role in cell death.

In this study, effect of increased expression of LETM1 on phosphorilation of JNK
studied. JNK and LETM1 levels were tested by western blotting after Lipofectamine
transfection of HeLa cells. Also effect of increased LETM1 levels on cell viability was
tested by MTS.

According to our data, LETML1 levels were significantly increased and phoshorilation
status of JNK was changed in transfected HelLa cells. Also, cell viability was
significantly decreased in regard to increase in LETML1 levels.

Effect LETM1 overexpression on JNK cascade is still under investigation in our
laboratory. We are planning to extend our research with new funds to gain more data
on the LETMZ1 function.



GIRIS

LETM1 (Leucine zipper/EF hand-containing transmembrane-1) proteini ilk olarak
Wolf-Hirschhorn sendromunda tanimlanmis ve hastalarin neredeyse tamaminda
geninin delesyonlu oldugu bildirilmig bir mitokondriyal i¢ membran proteinidir (Endele,
Fuhry et al. 1999; Rauch, Schellmoser et al. 2001). Gerek LETM1 gerekse onun
maya homologu olan Mdm38 ve MRS7 Uzerine yapilan g¢alismalarda proteinin
K*/Ca®* homeostazisi ve oksidatif fosforilasyon zinciri biyogenezinde rol aldigi ve
eksikligi ve/veya asiri ekspresyonunun mitokondriyal morfoloji Gzerine etkili oldugu
belirtiimistir (Nowikovsky, Pozzan et al.). Proteinin yapisi genel olarak iyi korunmus
ve tlrler arasinda biyiik benzerlik gdstermektedir. Insan LETM1 proteini iki Ca**
baglama domeni (EF hand), iki “coiled-coil” domeni ve mitokondri ic membranini kat
eden transmembran domen ile mitokondriyal matrikse uzaman N-terminalinden
olusmaktadir (Bernardi 1999; Nowikovsky, Froschauer et al. 2004; Dimmer, Navoni
et al. 2008). Matrikste yer alan bu kismin mitokondriyal ribozomlarla iligkili oldugu ve
dolayisiyla mitokondriyal protein sentezi ve oksidatif fosforilasyon zinciri
biyogenezinde rol oynadidi bildiriimektedir. Bu yapinin bozulmasinin sitokrom b, Atp6
ve kompleks Il proteinlerinin yerlesimini etkiledigi bildirilmistir (Frazier, Taylor et al.
2006; Nowikovsky, Reipert et al. 2007; Tamai, lida et al. 2008). Jiang ve ark., (Jiang,
Zhao et al. 2009), Letm1’ in bir mitokondriyal icmembran protein olarak Ca**/H* anti-
porter protein oldugunu ve asiri ekspresyonunda pH bagimh Ca*" aliminin 5 kat
arttigini bildirmislerdir. Benzer sekilde LETM1 baskilanmasinin mitokondriyal Ca®*
alimini anlamh derecede dusurdugunu bildirmislerdir. Ayni galismada arastirmacilar
LETM1 ekspresyonuna bagli mitokondri morfolojisindeki degisimlerin sekonder
oldugunu ve hucre tipine bagh olarak meydana geldigini vurgulamiglardir.
Calismacilar makalelerinde LETM1’ in Ca®* homeostasizindeki rolii ile apoptotik veya
nekrotik hucre Olumunun induklenebilecegini belirtmislerdir. Dimmer ve ark.,
(Dimmer, Navoni et al. 2008), LETM1 ekspresyonunun Hela hiucrelerinde
baskilanmasinin  mitokondriyal fragmentalizasyona yol actigini ve kaspaz
aktivasyonundan bagimsiz, Bcl-2 asiri ekspresyonuna duyarsiz nekrotik hicre
olimune yol actigini bildirmiglerdir. Diger taraftan Piao ve ark., (Piao, Li et al. 2009),
LETM1 geninin adenoviral transduksiyonu sonrasi Hela hucrelerinde ylksek
miktarda eksprese edildigini ve bu asiri ekspresyonun nekrotik hicre olumune yol
actigini bildirmigler ancak, Dimmer ve arkadaslarinin yaptidi ¢alismada (Dimmer,
Navoni et al. 2008) LETM1 baskilanmasi sonucu ortaya ¢ikan fenotipin neden asiri
ekspresyonla da gdzlendigini acgiklayamamiglardir. Calismada nekrotik hicre
olumundn solid tumorlerin ortak noktasi olmasindan hareketle gesitli kanserlerdeki
ekspresyonu incelenmis ve asiri ekspresyonun oldugu bildiriimigtir. Calismacilar
LETM1 asiri ekspresyonu ile iligkili mitokondriyal fonksiyon yitiminin, artan glikolitik
aktivite ile birlikte PTEN oksidasyonu ile PI3-kinaz/PKB yolaginin aktive oldugunu
bildirmislerdir. Ayni arastirma grubu bir diger calismada ise LETM71’in karboksi
terminal modulator proteinle iligkili oldugu ve adenoviral transduiksiyon sonrasi asiri
eksprese ettirilen LETM1 proteininin apoptotik hucre 6lumune yol agtigini bildirmistir
(Piao, Li et al. 2009). Arastirmacilar LETM1 asirn ekspresyonuna baglh apoptotik



hidcre olumu icin LETM?1’in tek basina yeterli olmadigini sadece staurosporin ve
aktinomisin D gibi apoptotik ajanlara hassasiyeti arttirarak etkili oldugunu
bildirmiglerdir. Bu c¢alismada arastirmacilar karboksi ~modulator protein
aktivasyonunun Akt yolaginin bir inhibitdri olmasi noktasina deginmigler ancak Akt
aktivasyonunu degerlendirmemiglerdir. Bir diger calismada ise adenovirls yolu ile
LETM1 gen ekspresyonun arttiriimasinin mitokondriyal ATP uretimini azaltarak AMP-
ile aktive olan protein kinaz (AMPK) aktivasyonuna yol actigini ve Akt/mTOR
yolaginin inhibe oldugunu belirtmistir. Ayrica in vitro ve in vivo sistemlerde LETM1
asiri ekspresyonunun apoptotik hucre olumune neden oldugunu ve adenoviral
transduiksiyon sonrasi ekspresyonu artan LETM1 proteininin tek basina bu etkiden
sorumlu oldugunu bildirmiglerdir (Hwang, Piao et al. 2010). Bu c¢alismalarinda
arastirmacilar, LETM7’in akciger kanserinin gelisimine etkisini arastirmiglar ve fare
akciger modelinde adenoviral LETM1 uygulamasinin tumaoran gelisimini yavaslattigini
ve tumor kitlesinde azalmaya neden oldugunu goéstermiglerdir. LETM1’in fonksiyonu
ve hucre olumayle iligkisini gosteren calismalardan elde edilen sonuclar celiskili
olmakla beraber tim calismalarda mitokondriyal morfoloji ile ilgisi oldugu ve asiri
ekspresyonunun mitokondriyal ATP Uretiminde azalmaya yol actigi belirtimektedir.
Bu c¢alismalar LETM1’ in hicre o6lumindeki rolinin anlagilabilmesi igin asiri
ekspresyon veya baskilanmanin nasil bir hicre igi mekanizmayi harekete gegirdiginin
arastirimasi gerekliligini acikga ortaya koymaktadir (Nowikovsky, Pozzan et al.).
Ozellikle ayni tipte uygulamalarin hem proapoptotik hem de antiapoptotik etkilerinin
g6zlenmis olmasi proteinin her iki sekilde de etkili olabilecek protein partnerleri
oldugunu (ANT ailesi, Bcl ailesi gibi) ya da her iki sekilde de hlcresel cevap
olusturabilecek yolaklari aktive ettigini dusundirmektedir.

c-jun N-terminal kinaz (JNK) mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) super
ailesinin bir Uyesidir. JNK basta c-jun olmak Uzere p53, ATF2, c-Myc gibi
transkripsiyon faktorleri ile Bcl2, Bcl-xL, Bad ve Bim gibi proteinleri fosforiller
(Bogoyevitch and Kobe 2006). JNK aktivasyonu hucresel stres ile MAPK kinazlar
araciligi ile proteinin Thr'®® ve Tyr'®® bakiyelerinden fosforilasyonu ile gerceklesir.
JNK aktivasyonunda endoplazmik retikulum stresi ile ortaya c¢ikan Ca**
serbestlesmesinin 6nemli roli oldugu ve serbestlesen Ca2+’ un mitokondri tarafindan
alinmasinin apoptotik hticre dliminde 6nemli oldugu bilinmektedir (Verma and Datta
2012). Ayrica mitokondriyal disfonksiyona bagli olarak ROS artisi ve ATP
sentezindeki dususte ayni yolagin aktive edilmesinde rol oynaktadir (Silva, Wong et
al. 2009; Wang, Yuan et al. 2013). JNK’ nin gerek sitosolik kalsiyum homeostazisi ile
ilgisi gerekse mitokondriyal disfonksiyona cevaben aktivasyonu bu yolagin LETM1
ekspresyonundaki degisimlere cevaben aktive olabilecegini dislindirmis ve bu
kapsamda proje dnerimiz sekillendirilmigtir. Hipotezimizi test etmek amaciyla HelLa
hlcrelerinde in vitro transfeksiyonu takiben LETM1 gen ekspresyonunun transfekte
olmamis hucrelere kiyasla arttirlmasi saglanarak her iki hicre grubunda da JNK
fosforilasyonu western blot yontemi ile protein dizeyinde incelenmigtir. Bir on galisma
niteligindeki ¢alismamizdan elde edilen sonuglar LETM1 ekspresyonundaki artisin



JNK fosforilasyonunu da etkiledigi yonundedir. Elde edilen verilerin hicresel
etkilerinin anlasilimasi i¢in daha detayl calismalara gereksinim bulunmaktadir.



YONTEM

Hucre kiltiri ve in vitro transfeksiyon

Proje  kapsaminda HelLa hicreleri %10 fetal sigir serumu (FBS),
penisilin/streptomisin ve L-glutamin iceren D'MEM besiyerinde T75 hlcre kaltlrG
kaplarinda yetistirilmistir. Hlcre pasajlari PBS ile yilkamayi takiben tripsin/EDTA
kullanilarak gergeklestirilmistir. Hucre kultura galismalarinda kullanilan tim malzeme
ve kimyasallar Sigma (ABD) veya SantaCruz (ABD) firmalarindan temin edilmigtir.
Insan LETM1 kodlayan plazmid DNA Prof. Wolfgang G. Graier' den (Graz Tip
Fakdiltesi, Avusturya) temin edilmistir. E.coli JM107 susuna transformasyon sonrasi
bakteri kulturlerinden izole edilen plazmidlerin konsantrasyonu spektrofotometrik
olarak belirlenmisdir. Transfeksiyon amaciyla hucreler, bir gin 6énceden 300.000
hicre/kuyu olacak sekilde 6-kuyucuklu kultlr kaplarina pasajlanmistir. Transfeksiyon
OPTIMEM igerisinde antibiyotik ve FBS icermeyen ortamda LIPOFEKTIN
(invitrogen, ABD) kullanilarak (retici firmanin  direktifleri  dogrultusunda
gerceklestirilmigtir.

Hucre canliiginin tayini

Hucre canliiginin belirlenmesi amaciyla MTS testi gerceklestiriimistir. Transfekte ve
transfekte olmamis kontrol hicrelerine hazirlanan MTS sollisyonundan karanlhk bir
ortamda eklenip 1 saat 37°C'de inkiibe edilmis ve olusan renk 490 nm'de mikroplaka
okuyucuda olgulmustar.

Western Blot

Transfeksiyonu takip eden 48. saatte hlicreler PBS ile yilkamayi takiben kazinarak
soguk PBS igerisinde toplanmig ve 10000 rpm, 5 dakika santrifdj ile ayrilmigtir. Her
grupta hucreler 50 yl proteaz inhibitdr kokteyli iceren RIPA tamponu ile pargalanarak
total protein miktari BCA yodntemi ile sigir serum albumini kullanilarak elde edilmis
olan standart egriye Uzerinden spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Lizatlardan her
bir kuyuya 5 ug protein olacak sekilde %7,5 SDS-PAGE jele ylikleme yapilarak oda
sicakliginda 2 saat yurutulmustur. Jelde ayrilan proteinler PVDF membrana oda
sicakliginda 40V akimda %10 metanol i¢eren tris glisin tamponu igerisinde transfer
edilmistir. LETM1, JNK ve fosfo-JNK protein duzeylerinin belirlenmesi amaciyla
membranlar uygun antikorlar ile mumele edilerek kemiliminesans substrat varliginda
X-ray filmlerde gosterilmigtir. Western blot tayinleri igin fare veya tavsan antikorlarina
dzglin western breeze kit (invitrogen, ABD) kullaniimistir. Kullanilan tim antikorlar
Novus, ABD' den temin edilmistir. Ayni membran Uzerinde birden fazla proteinin
tayininde membranlar 6ncelikle "stripping buffer" ile yikanmis ve ilgilenilen diger
protein igin tayin islemi tekrar edilmigtir. TUm western blot ¢alismalarinda Beta-aktin
internal kontrol olarak kullaniimigtir.



SONUGLAR

Lipofektin aracili in vitro transfeksiyon sonrasi elde edilen sonucglar LETM1
ekspresyonunun Hela hucrelerinde arttigini géstermektedir (Sekil 1). Bu érneklerde
fosforile JNK duzeyleri kontrol grubundan belirgin sekilde fazladir (Sekil 1).
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Sekil 1. LETM1 kodlayan plazmid ile transfeksiyonu takiben Hela hucrelerinde
LETM1, IJNK ve fosfo-JNK (pJNK) duzeyleri. 1,2 ve 3. cu kuyular LETM1 ile
transfekte hdcreler, 4 kuyu kontrol grubunu ifade etmektedir. En alt sirada internal
kontrol olarak kullanilan aktin verilmigtir.

LETM1 ile transfekte hicrelerde hicre canliiginin mevcut literatlirle uyumlu olarak
azaldigi belirlenmigtir (Sekil 2).
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Sekil 2. LETM1 ile transfekte hicrelerde MTS ile belirlenen hucre canlihgr.
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Sonu¢ olarak elde edilen veriler LETM1 ekspresyonundaki artisin JNK
fosforilasyon duzeyinde dedisime neden oldugunu ortaya koymaktadir. Diger taraftan
hacre canhhiginin azalmasi literatirle uyumlu gozukmekle beraber elde edilen
sonuglarin MTS gibi metabolik aktiviteye dayanan bir yontem yerine FACS ile
dogrulanmasi gerekmektedir. Bu proje kapsaminda bu sekilde bir metodoloji gerekli
alt yapi olanaklarinin olmamasi nedeniyle kullanilamamistir.  Universitemiz
blnyesinde olusturulan merkezi arastirma laboratuvari hizmete girmis ve gelecek
calismalarimiz icin gerekli alt yapi olanaklarina sahiptir. Bu deneylerin belirtilen
merkezde tekrarlanmasi planlanmaktadir. Ayrica JNK yolaginda etkili diger faktérlerin
belirlenmesi ve elde edilen sonuglarin daha detayli olarak ele alinmasi gelecek
¢alismalarimiz i¢in planlanmaktadir.
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