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ONSOz
Tirkiye Cumbhuriyeti Namik Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan desteklenen “LETM1 ekspresyonuna bagli JNK fosforilasyonundaki
degisimde PERK' in rolunun arastirimasi” baglhkh ve NKUBAP.00.10.AR.14.12
numarall projemize ait sonu¢ raporu sunulmaktadir. Bu proje daha dnce NKUBAP
tarafindan desteklenen "LETM1 Gen Ekspresyonu ile JNK Aktivasyonu Arasindaki
lliskinin Arastirimasi” bashkli projemizin devami niteliginde olup molekiler biyoloji
alaninda yapilan calismalarin yliksek maliyeti nedeniyle ayri bir proje Onerisi olarak
sunulmusgtur. LETM1 ekspresyonundaki artiga paralel olarak belirlenen JNK
fosforilasyonundaki artis tek basina bilimsel bir anlam ifade etmemekte ve bu
nedenle bu proteinin hedefinde yer alan c-jun fosforilasyonun dogrulanmasi ve
endoplazmik retikulum stresi ile iligkili bir protein olan PERK in bu sdregte rolinin
varligi incelenmesi hedeflenmistir. Bu ¢alismada tim deneyler tekrar edilerek JNK
fosforilasyonuna ek olarak c-jun fosforilasyonu belirlenmis ancak PERK
fosforilasyonunda bir degisim gdzlenmemistir. Bu ¢alisma kapsaminda yardimlarini
eksik etmeyen tium Biyoloji Bolumu 6gretim elemanlarina, calismaya aktif olarak
katilarak buyuk yarar saglayan lisansustu ogrencilerimize ve projemizi destekleyen
Universitemiz Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi Baskanligina proje ekibi olarak

tesekkurlerimizi sunariz.
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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 ic membran proteinidir. Proteinin fonksiyonuna yonelik ¢alismalar daha
ziyade Ca®* ve K* taginmasina yénelik olmakla birlikte maya homologunda protein
sentezi ile olan iligkisi ele alinmaktadir. Bir tGg¢lincl calisma alani olarak hucre

olumundeki rolunu sorgulayan galismalar ise sinirli sayidadir.

Proje calismamiz kapsaminda gec¢mis projemizde belirlemis oldugumuz JNK
aktivasyonun da endoplazmik retikulum stresinde rol oynayan PERK' in rolu ele
alinmis ayrica c-jun fosforilesyonu incelenmistir. Bu gergevede Lipofektamin ile HelLa
hicrelerinin transfeksiyonunu takiben LETM1 ve c-jun ve PERK dlzeyleri western

blot yontemi ile test edilmigtir.

Calismamizda Lipofektin aracili transfeksiyon sonrasi LETM1 ekspresyonunun arttigi
ve bu hucrelerde c-jun fosforilasyonu belirlenmistir. Ancak PERK proteininin varligi

gosterildigi halde bu proteinin fosforilasyonu gérilmemistir.

LETM1 ekspresyonundaki degisimlerin hucresel etkilerinin incelenmesine yonelik
calismalarimiz TUBITAK destekli projemiz kapsaminda devam etmektedir. Bu
cercevede gerek hicre igi sinyal iletim yollarinin belirlenmesi gerekse mitokondriyal

fonksiyon Uzerine etkilerin ¢alisiimasi planlanmaktadir.



ABSTRACT

LETML1 (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 PERK
and c-jun in the light of the data obtained from our previous study. LETM1, c-jun and
PERK levels were tested by western blotting after Lipofectamine transfection of HeLa

cells.

According to our data, LETM1 levels were significantly increased and phosphorilated
c-jun was detected in transfected HelLa cells. On the other hand PERK

phosphorilation did not observed.

Cellular effects of LETM1 expression are still under investigation in our laboratory
with the project granted by TUBITAK. In this regard, we are planning to determine
intracellular signal cascades as well as mitochondrial function in response to LETM1

expression changes.



GiRrRis

LETM1 (Leucine zipper/EF hand-containing transmembrane-1) proteini ilk olarak
Wolf-Hirschhorn sendromunda tanimlanmis ve hastalarin neredeyse tamaminda
geninin delesyonlu oldugu bildirilmis bir mitokondriyal ic membran proteinidir (Endele,
Fuhry et al. 1999; Rauch, Schellmoser et al. 2001). Gerek LETM1 gerekse onun
maya homologu olan Mdm38 ve MRS7 uUzerine 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
belirtilmistir (Nowikovsky, Pozzan et al.). insan LETM1 proteini iki Ca* baglama
domeni (EF hand), iki “coiled-coil” domeni ve mitokondri i¢ 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 oynadigi 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 ic membran proteini 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 anlamli derecede dusurdugunu bildirmislerdir. Ayni calismada 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 htcre 6limundn induklenebilecegini belirtmislerdir. Diger taraftan son
yillarda yapilan g¢aligsmalar bu asinmanin LETM1' in bir direkt fonksiyonu olmaktan
ziyade degdisen potasyum tasinmasinin bir sonucu olarak elektroforetik olarak
gerceklestigini gostermektedir. Dimmer ve ark., (Dimmer, Navoni et al. 2008), LETM1
ekspresyonunun HelLa hlcrelerinde baskilanmasinin mitokondriyal
fragmentalizasyona yol acgtigini ve kaspaz aktivasyonundan bagimsiz, Bcl-2 asiri
ekspresyonuna duyarsiz nekrotik hicre 6lumune yol acgtigini bildirmislerdir. Diger

taraftan Piao ve ark., (Piao, Li et al. 2009), LETM1 geninin adenoviral transduksiyonu



sonrasi Hela hucrelerinde ylksek miktarda eksprese edildigini ve bu asir
ekspresyonun nekrotik hicre olumune yol agtigini bildirmigler ancak, Dimmer ve
arkadaslarinin yaptigi calismada (Dimmer, Navoni et al. 2008) LETM1 baskilanmasi
sonucu ortaya c¢ikan fenotipin neden asiri ekspresyonla da gdzlendigini
aciklayamamiglardir. Calismada nekrotik hicre 6lumdnin solid timorlerin ortak
noktasi olmasindan hareketle gesitli kanserlerdeki ekspresyonu incelenmis ve asiri
ekspresyonun oldugu bildirilmigtir. 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 LETM1’in karboksi terminal modulator proteinle iligkili oldugu ve
adenoviral transdiksiyon sonrasi asiri eksprese ettirilen LETM1 proteininin apoptotik
hicre 6limune yol agtigini bildirmistir (Piao, Li et al. 2009). Arastirmacilar LETM1
asiri ekspresyonuna bagli apoptotik hticre dlimu icin LETM?1’in tek basina yeterli
olmadigini sadece staurosporin ve aktinomisin D gibi apoptotik ajanlara hassasiyeti
arttirarak etkili oldugunu bildirmislerdir. Bu c¢alismada arastirmacilar karboksi
modulator protein aktivasyonunun Akt yolaginin bir inhibitori olmasi noktasina
deginmigler ancak Akt aktivasyonunu degerlendirmemiglerdir. Bir diger ¢calismada ise
adenoviris yolu ile LETM1 gen ekspresyonun arttirimasinin 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 6lumune neden oldugunu
ve adenoviral transduksiyon sonrasi ekspresyonu artan LETM1 proteininin tek basina
bu etkiden sorumlu oldugunu bildirmislerdir (Hwang, Piao et al. 2010). Bu
calismalarinda arastirmacilar, LETM1’in akciger kanserinin gelisimine etkisini
arastirmiglar ve fare akciger modelinde adenoviral LETM1 uygulamasinin timaorin
gelisimini  yavaslattigini  ve tumoér kitlesinde azalmaya neden oldugunu
gostermiglerdir. LETM7?’in fonksiyonu ve hucre olumuyle iligkisini gosteren
calismalardan elde edilen sonuglar celigkili olmakla beraber tum c¢alismalarda
mitokondriyal morfoloji ile ilgisi oldugu ve asirn ekspresyonunun mitokondriyal ATP
uretiminde azalmaya yol actigi belirtimektedir. Bu c¢alismalar LETM1’' in hucre
olimuandeki rolundn anlasilabilmesi igin asiri ekspresyon veya baskilanmanin nasil
bir hucre i¢i mekanizmay! harekete gecirdiginin arastiriimasi gerekliligini acikga
ortaya koymaktadir (Nowikovsky, Pozzan et al.). Ozellikle ayni tipte uygulamalarin
hem proapoptotik hem de antiapoptotik etkilerinin gdozlenmig olmasi proteinin her iki



sekilde de etkili olabilecek protein partnerleri oldugunu (ANT ailesi, Bcl ailesi gibi) ya
da her iki sekilde de hlcresel cevap olugturabilecek yolaklari aktive ettigini

dusundurmektedir.

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
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araciligi ile proteinin Thr'®® ve Tyr'®® bakiyelerinden fosforilasyonu ile gerceklesir.

JNK aktivasyonunda endoplazmik retikulum stresi ile ortaya c¢ikan Ca**

2* un mitokondri tarafindan

serbestlesmesinin dnemli roli oldugu ve serbestlesen Ca
alinmasinin apoptotik hticre dlumunde 6nemli oldugu bilinmektedir (Verma and Datta
2012). Ayrica mitokondriyal disfonksiyona bagl olarak ROS artisi ve ATP
sentezindeki dususte ayni yolagin aktive edilmesinde rol oynaktadir (Silva, Wong et
al. 2009; Wang, Yuan et al. 2013). Mitokondrinin enerji GUretim merkezi olmasinin yani
sira programli hdcre oOlumunde oynadigi onemli rol JNK yolagi ile mitokondri
arasindaki iligkiyi de ilgi ¢ekici hale getirmektedir. Mitokondrinin hdcre olumundeki
rolinun Bax ve Bak araciligi ile mitokondriyal membran potansiyelinin degismesi ve
sitokrom ¢, Smac/DIABLO ve apoptoz indukleyici faktérin (AIF) mitokondriyal
permeabilite tranzisyon parlarindan sitozole gecerek kaspaz aktivasyonuna ve
sonugta hiucre olumune yol agtigi bilinmektedir. Bu slUrecte meydana gelen pro-
apoptotik mekanizmalar tam anlamiyla ¢ézumlenmis degildir. Bu suregte rol oynayan
onemli bir faktdr kalsiyumdur. Endoplazmik retikulumdan Ca®* serbestlesmesi JNK
fosforilasyonunu uyarir ve Bad fosforilasyonuna yol acar. Ayrica JNK
fosforilasyonunu takiben daha fazla Ca?" salinimina neden olur ve Bak/Bax'in
mitokondriyal membranda por olusturmasina ve sitokrom c¢ serbestlesmesine neden
olur. Serbestlesen sitokrom ¢ kaspaz 9 ve kaspaz 3 aktivasyonu ile hlicreyi apoptoza
gotirir. Serbestlesen Ca®* ayni zamanda kaspaz 12' yi de etkileyerek bu siirece
dahil olur.

LETM1" in asin ekspresyonunun gerek apoptotik hicre 6limunde rolu olabileceginin
gosterilmis olmasi gerekse direkt veya indirekt olarak (elektroforetik) sitozolik Ca**
duzeylerini etkilediginin belirlenmesi bu sdregte JNK' nin dahil olabilecegini
disundurmustir. Bu cercevede Universitemiz tarafindan desteklenen bir 6nceki

projemizde LETM1 ekspresyonundaki artisin JNK fosforilasyonu Uzerine etkili oldugu



belirlenmistir. Diger taraftan proje butgemiz sinirlari igerisinde JNK fosforilasyonunun
gosterilmesinden oOteye gidilememigtir. Bu calisma bu bakimdan tamamlanan
projemize ek olarak kisa sureli planlanmistir. Calisma kapsaminda oncelikle JNK
fosforilasyonuyla iligkili bir protein olan c-jun fosforilasyonu ve endoplazmik retikulum

stresinde rol oynayan PERK fosforilasyonu ele alinmigtir.
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YONTEM

Hucre kiiltura ve in vitro transfeksiyon

Proje  kapsaminda HelLa  hacreleri %10 fetal sigir serumu (FBS),
penisilin/streptomisin ve L-glutamin iceren D'MEM besiyerinde T75 hlcre kaltlrG
kaplarinda yetistirilmistir. Hlcre pasajlari PBS ile yikamayi takiben tripsin/EDTA
kullanilarak gercgeklestirilmistir. Hucre kultira ¢alismalarinda 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
Fakultesi, Avusturya) temin edilmigtir. E.coli JM107 susuna transformasyon sonrasi
bakteri kultirlerinden 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 icerisinde  antibiyotik ve FBS icermeyen ortamda LIPOFEKTAMIN
(invitrogen, ABD) kullanilarak Uretici  firmanin  direktifleri  dogrultusunda

gerceklestirilmigtir.

Western Blot

Transfeksiyonu takip eden 48. saatte hucreler PBS ile yikamayi takiben kazinarak
soguk PBS igerisinde toplanmis ve 14000 rpm, 10 dakika santrifyj ile ayriimistir. Her
grupta hucrelere 50 pl proteaz inhibitor kokteyli iceren RIPA tamponu ile eklenerek
buz icerisinde 30 dakika inkibasyonu takiben hucre lizati 14000 rpm hizda 10 dakika
santrifij ile ayrilmistir. SUpernatantta total protein miktari Bradford yodntemi 4x
Bradford reaktifi (BioRAD) kullanilarak standart egri Uzerinden spektrofotometrik
olarak belirlenmistir. Lizatlardan her bir kuyuya 20 ug protein olacak sekilde %7,5
SDS-PAGE jele yukleme yapilarak oda sicakhdinda 2 saat yurutulmustar. Jelde
ayrilan proteinler PVDF membrana oda sicakliginda 40V akimda %10 metanol iceren
tris glisin tamponu igerisinde transfer edilmistir. LETM1, c-Jun, PERK ve fosfo-PERK
protein duzeylerinin belirlenmesi amaciyla membranlar uygun antikorlar ile muamele
edilerek kemiliminesans substrat varliginda X-ray filmlerde gdsterilmigtir.  Ayni
membranlarda molekul agdirhdr birbirinden farkli 6rnekler icin membranlar renkli
belirteglerin yardimi ile uygun boyutlarda kesilerek galisiimigtir. Western blot tayinleri
icin fare veya tavsan antikorlarina ézgiin western breeze kit (invitrogen, ABD)
kullaniimigtir. Kullanilan tum antikorlar Novus, ABD' den temin edilmigtir. Ayni
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membran Uzerinde birden fazla proteinin tayininde membranlar éncelikle "stripping
buffer" ile 10 dakika yikanmis ve ilgilenilen diger protein igin tayin islemi tekrar
edilmistir. Tum western blot calismalarinda Beta-aktin internal kontrol olarak

kullaniimistir.
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SONUGLAR

Calismamiz kapsaminda HelLa hicrelerinde LETM1 gen ekspresyonu
lipofektamin transfeksiyonu ile basarilh sekilde arttirimistir. Bu asamada kullanilan
kontrol proteini olan B-aktinin LETM1 gen ekspresyonuna bagli olarak degismedigi
gerek protein duzeyide, gerekse mRNA dizeyinde halen devam etmekte olan
TUBITAK projemiz kapsaminda gésterilmis olup ¢alismanin saglikli degerlendiriimesi
acisindan uygun oldugu sonucuna varilmistir. Transfeksiyon sonrasi LETM1

duzeylerinde degisim Sekil 1' de gosterilmistir.

Sekil 1. LETM1 kodlayan plazmid ile transfeksiyonu takiben Hela hucrelerinde
LETM1 ve aktin duzeyleri. 1 ve 2 kontrol, 3 ve 4 ise transfekte hlcre grubunu ifade

etmektedir.

LETM1 ile transfekte hicrelerde JNK fosforilasyonunun hedeflerinden biri olan c-jun
fosforilasyonu western blot yontemi ile incelenmis ve fosforile c-jun transfekte
hicrelerde gosterilmigtir. Diger taraftan endoplazmik retikulum stresinde rol oynayan
bir protein olan PERK gerek transfeksiyon gerekse kontrol grubunda gdsterildigi

halde fosfo-PERK her iki grupta da goériimemistir (Sekil 2).

13



p-cJUN

PERK

Sekil 2. LETM1 ile transfekte hlcrelerde fosfo-cJun ve PERK. 1 ve 2. kuyular

transfekte hicreleri, 3. kuyu ise kontrol grubunu ifade etmektedir.

Calisma kapsaminda incelenen ve bir endoplazmik retikulum stres proteini
olan PERK fosforilasyonuna rastlanmamistir ancak bu suregte rol oynayan IRE1 ve
ATFG6 gibi diger yolaklarin aktivasyonuna iligskin bir veri bulunmamaktadir. LETM1
ekspresyonundaki degisimlerin rolintn arastiriimasinda bu proteinin plazmid DNA
transfeksiyonu ile ekspresyonunun artiriimasinin elde edilen veriler gergevesinde
yetersiz kaldigi gorulmektedir. Diger taraftan siRNA kullanilarak gen ekspresyonunun
baskilanmasi ve hicresel degisimlerin bu ¢er¢cevede incelenmesi proteinin rolinun
sorgulanmasi bakimindan ¢ok daha verimlidir. Bu nedenle laboratuvarimizda gen
LETM1 ekspresyonunun arttiriimasi yolu terk edilerek siRNA uygulamalari ile gen
ekspresyonunun baskilanmasi yolu benimsenmistir ve devam etmekte olan

¢alismalarimiz bu yontem gergevesinde surdurtlmektedir.
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