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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

LETMI1 ILE TRANSFEKTE HUCRELERDE APOPTOTIK BELIRTECLERIN
INCELENMESI

Serdar FINDIK

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Cenk ARAL

LETMI1 hiicre igin kalsiyum ve potasyum homestazisi, mitokondriyal
protein sentezi ve hiicre Oliimiinde rol oynadigr gosterilmis 83,4 kD
agirliginda mitokondri i¢ membraninda lokalize bir transmembran
proteindir. Yakin bir gegmiste yapilan LETM1’ in hiicre 6limiindeki
roliine iligkin az sayida ¢alisma, elde edilen sonuglar bakimindan biiyiik
farkliliklar icermektedir. Bu c¢alismanin amaci LETMI ile transfekte
edilen HeLa hiicrelerinde hiicre canliliginin belirlenmesi ve hiicrelerin
Olimii halinde siirecin apoptotik olup olmadigni arastirmaktir. Tez,
LETMI’in fonksiyonunun aydinlatilmasina yonelik yiriittiglimiiz
calismalar i¢cin bir O6n c¢alisma niteligindedir. Bu amacla HeLa
hiicrelerinde pLETMI1 transfeksiyonu gerceklestirilmis. LETMI1
ekspresyonu western blot yontemi ile tayin edilerek hiicre canliligina
etkisi belirli zaman araliklarinda M TS tayini ile incelenmistir.

Elde edilen verilere gore LETM1 ekspresyonu pLETM1 ile transfekte
edilen HelLa hiicrelerinde basarili bir sekilde artmaktadir. LETMI1' in
asir1 ekspresyonu sonucu hiicre canliliginin kontrol grubuna gore azaldigi
belirlenmistir.

Literatiirde LETMI1 ekspresyon diizeylerinin hiicre canlilig1 {izerine
etkisine dair veriler geliskilidir. Tez ¢alismamiz kapsaminda elde edilen
veriler asir1 ekspresyonun hiicre canliligini azalttigin1 géstermektedir.

Anahtar kelimeler: LETM1, transfeksiyon, mitokondri, hiicre canliligt

2013, 51 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis
INVESTIGATION OF APOPTOTIC MARKERS IN LETM1-TRANSFECTED CELLS
Serdar FINDIK

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Cenk ARAL

LETML is a 83,4 kDa mitochondrial inner mambrane localized protein
which plays an important role in potassium and calcium homeostasis,
mitochondrial protein synthesis and cell death. Recent studies on the
relationship between LETML1 and cell viability show inconsistent data.
The aim of this study is to determine the cell viability in LETM1
transfected HelL a cells and to determine whether cell death is apoptotic in
the case of reduction in cell viability. The thesis is a preliminary study
for our ongoing research on LETM1 function. For this purpose, HelLa
cells; transfected have been with pLETM1. The expression levels of
LETM1 are examined by western blotting and cell viability is determined
with MTS cell proliferation assay.

According to our data, LETM1 expression has successfully increased
in HelLa cells transfected with pLETM1. Cell viability significantly
decreases in transfected cells when compared to control cells.

The current literature about the effects of LETM1 expression on cell
viability is inconsistent. Our data clearly indicates that LETM1 over-
expression results in a decrease in cell viability.

Keywords: LETM1, transfection, mitochondria, cell viability

2013, 51 pages
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kD: Kilo dalton

LB: Luria Broth

LBA: Luria broth agar

LETML: Leucine zipper/EF hand-containing transmembrane-1
LETM2: Leucine zipper/EF hand-containing transmembrane-2
mA: Miliamper

MCU: Mitokondriyal Ca*? uniporter
MRNA: haberci RNA

Na,COs. Sodyum karbonat

NCLX: Na*/Ca*? antiport protein

OD: Optik yogunluk

ONPG: Ortho-nitrofenil-B-D-galaktozid
ort: Ortalama

PAGE: Poliakrilamid jel elektroforezi
PBS: Fosfat tuz tamponu

pDNA: Plazmit DNA

RNaz: Riboniikleaz

rpm: Dakikada ki devir sayis1

RyR: Riyanodin reseptor

SD: Standart sapma

SDS: Sodyum dodesil siilfat

SiRNA: kiiglik baskilayact RNA

SV40: Simian viriis 40
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TEMED:

TNF:

TNFR-1:

TRAIL:

uVv:

WHS:

X-Gal:
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TNF iliskili apoptoz indiikleyen ligand
Unite
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1. GIRIS

Mitokondri hiicrenin enerji tiretim merkezi olmasinin yani sira, apoptoz, sinyal iletimi,
demir metabolizmast, steriodogenez ve Ca?* regiilasyonu gibi pek ¢ok hiicresel olayda énemli
rol oynayan bir organeldir (Jiang ve ark. 2009; Wallace 2005; Wang 2001). Normal
mitokondri fonksiyonunda bozulmaya neden olan degisikliklerin dogrudan veya dolayh
olarak ¢ok sayida patolojide rol oynadigi yapilan ¢ok sayida ¢alismada gosterilmistir (Aral ve
ark. 2006; DiMauro ve Schon 2003; Wallace 2005). Mitokondrilerin apoptotik hiicre
6limiiniin intrensek yolaginda sahip olduklar1 6nemli rol, bu siire¢te sorumlu komponentlerin
belirlenmesi ve bu sayede hiicre Sliimiiniin 6nemli oldugu kanser gibi hastaliklarda yeni
terapotik hedeflerin belirlenmesi bakimindan dikkati ¢cekmektedir. Mitokondriyal apoptoz,
hiicresel proteinlerin mitokondri membranina translokasyonu ile mitokondriyal membran
permeabilizasyonunun saglanmasi ve mitokondriden sitokrom ¢, apoptoz indiikleyici faktor
(AIF), smac/DIABLO ve kaspazlar gibi proapoptotik faktorlerin sitoplazmaya serbestlesmesi
ile karakterizedir. Bu asamalardan mitokondriyal membran permeabilizasyonu hiicreyi 6liime
gotiiren siiregte “doniisii olmayan nokta” olarak tanimlanmaktadir (Costantini ve ark. 2000;
Fulda ve ark. 2010). Buna ek olarak mitokondriyal morfolojinin bu siirecte énemli rol
oynadig1 ve mitokondriyal membran permeabilizasyonu ile yakindan iliskili oldugu
bildirilmektedir (Frank ve ark. 2001; Karbowski ve Youle 2003; Scorrano ve ark. 2002; Wu
ve ark. 2011; Yaffe 1999).

LETM1 (Leucine zipper/EF hand-containing transmembrane-1) geni ilk olarak Wolf-
Hirschhorn sendromunda tanimlanmis ve hastalarin neredeyse tamaminda geninin delesyonlu
oldugu bildirilmistir. LETM1 geni 4. kromozom iizerinde lokalize olup bir mitokondriyal i¢
membran proteini kodlamaktadir (Endele ve ark. 1999; Rauch ve ark. 2001). Bu protein maya
homologu olan mdm38 proteininde oldugu gibi iki Ca®* baglama domeni (EF hand)
tasimaktadir ve mitokondriyal morfolojinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Bernardi
1999; Nowikovsky ve ark. 2004). LETM1 proteinin fonksiyonu iizerine yapilan galigmalar
hiicre i¢i iyon homeostazisinde 6nemli rol oynadigin1 gdstermistir ancak, bir kisim ¢aligma bu
siirecte potasyum tasinmasindaki roliine deginirken, diger ¢alismalarda kalsiyum tasinmasinda

rol oynadig bildirilmektedir (Nowikovsky ve ark. 2012).

Son yillarda LETM1 proteinin hiicre 6liimiinde de 6nemli rol oynayabilecegi yapilan
cesitli caligmalarda gosterilmis ve 6zellikle karsinogenez siireci acisindan ele alinmistir. Diger

taraftan LETM1’ in hiicre 6liimiindeki roliinii ele alan sinirli sayidaki ¢alisma da celiskilidir.

1



Proteinin potasyum veya kalsiyum taginmasindaki roliinii ele alan ¢aligmalarda gerek genin
asirt ekspresyonu, gerekse baskilanmasimin sonucunda hiicre Oliimiine hi¢ deginilmedigi
halde, gen ekspresyon diizeylerinin baskilanmasinin nekrotik hiicre 6liimiine yol agtigini
bildiren calismalar mevcuttur. Buna karsilik ayni fenotip genin asir1 ekspresyonunda da
goriilmiis ve takip eden caligmalarda hiicre Olimiiniin nekrotik degil apoptotik oldugu
bildirilmistir (Dimmer ve ark. 2008; Hwang ve ark. 2010a; Piao ve ark. 2009a; Piao ve ark.
2009Db).

LETM1’ in hiicre igerisindeki fonksiyonunun arastirilmasi boliimiimiizde ele
alinmaktadir. Bu cergevede oOncelikle genin asir1 ekspresyonunun hiicre canliligi {izerine
etkisinin incelenmesi ve eger bir etki varsa bunun apoptotik olup olmadiginin anlasilabilmesi
bir 6n calisma olarak bu tezin kapsamina alinmistir. Bu amacla oncelikle transfeksiyon igin
plazmid DNA’ larin hazirlanmasi, in vitro transfeksiyon optimizasyonu, gen ekspresyonu

tayini ve hiicre canliliginin belirlenmesi ile apoptotik belirteclerin tayini ele alinmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. LETM1 Hakkinda Genel Bilgiler
2.1.1. LETM1 geni ve proteini

Insan LETM1 geni 4. kromozomun kisa kolunun 1. bdlgesinin 6. bant1 3. subbantinda
(4p16.3) lokalizedir ve 14 ekzondan olusmaktadir. Genin kodladigt LETMI1 proteini ilk
olarak Wolf-Hirschhorn sendromunda (WHS) tanmimlanmis ve hastalarin neredeyse
tamaminda genin delesyonlu oldugu bildirilmistir (Endele ve ark. 1999; Rauch ve ark. 2001).
Bu gen bolgesinin delesyonunun hastalikta gériilen nébetlerle iliskili oldugunu 6ne siiriilmiis,
ancak daha sonra yapilan ¢alismalar bu proteinin patolojide tek etmen olmadigini gostermistir
(Maas ve ark. 2008; Nowikovsky ve ark. 2004; Schlickum ve ark. 2004).

Insan LETML1 proteini 83,4 kD molekiiler agirliga sahip ve 739 amino asitten olusan
bir mitokondriyal i¢ membran proteinidir (Zollino ve ark. 2003). Proteinin tiim asagi
Okaryotlar, hayvan ve bitkilerde korunmus oldugu ve c¢alisilan tiim tiirlerde benzer yapisal
ozellikler gosterdigi bulunmustur. Bu yap1 mitokondri i¢ membraninin iizerinde yer alan ve
amino terminale yakin hidrofobik bir kisim ve mitokondri matriksinde yerlesmis olan
karboksi ucunu da kapsayan biiylik bir hidrofilik kismla karakterizedir. Karboksi terminal
kisminin primer amino asit dizisi en az 2 tane kivrilmis sarmal ve 2 tane Ca*? baglayan EF el
benzeri motife sahip oldugunu gostermektedir. Ancak Ca'® baglanma motifi mayada
gozlenmemistir. Yine mitokondriyal matriks tarafinda yerlesim gosteren ve 14-3-3 proteinlere
benzeyen bir domen de (14-3-3-benzeri domen) protein yapisinda yer almaktadir. Ancak bu
bolge a-heliks sayist bakimindan orijinal yapidan farkliliklar gostermektedir (Sekil 2.1)
(Nowikovsky ve ark. 2004).

Yapilan calismalar da mitokondriyal lokalizasyon i¢in gerekli hedefleme dizisinin
amino terminalde yer aldigin1 ve bu hedefleme dizisi ile proteinin mitokondriyal yerlesimli
oldugu belirtilmektedir (Nowikovsky ve ark. 2012). Diger taraftan son yillarda karboksi
terminalde yer alan AEVK aminoasit dizisinin endoplazmik retikulum retensiyon sinyali
oldugu ve proteinin mitokondriyal oldugu kadar endoplazmik retikulumda da yerlesim

gosterebildigi bildirilmektedir (Kuum ve ark. 2012).



membranlar arast | | mitokondriyal matriks
bosluk
S. caravisiae | I —
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Transmembran domen

D Kivnilmis sarmal domen
1 14-3-3-benzeri domen

"EF-Ca:' baglanma motifi

Sekil 2.1. LETM1 proteininin mitokondriyal i¢ membran tizerindeki yerlesimi ve fonksiyonel
kisimlarinin sematik goriinimii (Nowikovsky ve ark. 2012)

Saccharomyces cerevisia iki adet LETM1 maya ortologu kodlamaktadir. Bunlar
YOLO027¢c ve YPRI125w’ dur. YOL027¢ 65 kD agirliginda bir protein kodlamaktadir ve
mitokondriyal dagilim ve morfoloji lizerine etkili oldugu i¢in Mdm38 olarak adlandirtlmistir
(Dimmer ve ark. 2002). Drosophila melanogaster homologu 113,6 kD’ luk agirligindan
dolayt LETM1 protein ailesinin en biiyiik iiyesidir. Bu protein insan LETM1 proteini ile % 42
dizi homolojisi gostermektedir (McQuibban ve ark. 2010).

Insanda gen duplikasyonu ile olustugu diisiiniilen LETM1 benzeri LETM2 geni de
tanimlanmistir. Sigan LETM1 homologu ile ilgili yapilan ¢alismalar LETM1’in ¢aligilan tiim
dokularda eksprese edildigini oysa LETM2’nin sadece testis ve spermde eksprese edildigini
ortaya koymustur (Tamai ve ark. 2008). Endele ve ark., (Endele ve ark. 1999)’nin yaptig
calismada insan LETM1 ekspresyonu transkripsiyon diizeyinde incelenmis ve calisilan tiim
yetiskin ve fetal dokularda belirlenmistir. Bu ¢alismada LETM1 mRNA’ smin alternatif
poliadenilasyon veya alternatif transkripsiyon baslama noktalarina bagli olarak 4 farkl
uzunlukta olabildigi bildirilmistir ancak intron-ekzon kesimi i¢in alternatif kesilme (alternatif
splicing) goriilmemistir. Translasyon baslangi¢c kodonunun birinci ekzonda yerlesimli oldugu

yine ayni ¢alismada bildirilmistir.

LETM1I’ in fonksiyonu {lizerine ¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Genel olarak
LETM1’ in hiicre i¢inde oynadigi roller 3 ana baslikta ele alinabilir. Bunlar kalsiyum ve

potasyum/hidrojen antiportu, protein sentezi ve hiicre oliimiidiir. Yaptigimiz tez c¢aligmasi
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kapsaminda ele alinan LETM1 asir1 ekspresyonu ve hiicre 6liimii iliskisi acisindan protein
sentezindeki rolii konumuz disinda oldugu i¢in ayrica ele alinmamis ancak iyon transportu ve

hiicre 6ltimii rolleri asagida verilmistir.
2.1.2. LETM1’ in potasyum Ve Kalsiyum transportundaki rolii

Mitokondri kiiciik molekiilere karsi gecirgenligi farkli olan iki membranla g¢evrilidir.
Dis membrandan metabolit ve iyonlarin gegisi esas olarak voltaj bagimli anyon kanali
tizerinden gergeklestigi halde i¢ membran trafigi substrata Ozgiin tasiyicilar aracilign ile
saglanir (Bernardi 1999; Blachly-Dyson ve Forte 2001). Bu aktif tasima sisteminin yani sira
mitokondriyal membranin negatif yiikii, katyonlarin pasif diflizyonla gegisine neden olur ve
bu iyon akisinin diizenlenmemesi mitokondride osmotik basincin artmasina ve sonugcta
organelin par¢alanmasina neden olur (Bernardi 1999). Mitokondri i¢ membraninda pasif
difiizyona kars1 elektrondtral karsilikli transferi saglayan tasiyict sistemlerin varligi ilk olarak
1961 yilinda 6nerilmistir (Nowikovsky ve ark. 2004). Bu antiport tasiyicilar (katyon-proton,
anyon-hidroksil) membran potansiyeline bagli katyon sizintisini ve mitokondriyal
fizyolojideki degisimler sonucu ortaya ¢ikacak katyon dengesizliklerinin diizenlenmesini ve
boylece katyon dagiliminin siirekli dengede kalmasimi saglarlar. Hiicre igerisinde ve
mitokondride en fazla bulunan iki katyon olan Na* (5mM) ve K* (150 mM) igin iki farkli
antiport sisteminin varh@ diisiiniilmiis ve K'/H" antiport proteininin yaklasik 82 kD

agirliginda oldugu bildirilmistir (Jezek ve ark. 1990; Li ve ark. 1990).

Mitokondriyal K*/H" antiport proteini olarak LETM1’ in ve onun maya homologu
olan YOLO027’ nin roliinii ele alan ilk ¢alisma Nowikovski ve arkadaslar1 tarafindan 2004
yilinda gerceklestirilmis ve bu proteinin katyon antiportunda rol aldigi belirlenmistir
(Nowikovsky ve ark. 2004). 2005 yilinda ayni arastirma grubu tarafindan LETM1 {iizerinde
K" ve H" tasmmasmin karsilikli ve elektrondtral dzelligi farkli deneysel yontemlerle test
edilerek ileri diizeyde karakterize edilmeye calisilmistir (Froschauer ve ark. 2005). Diger
taraftan, LETM1’ in mitokondri membranini kat eden tek bir transmembran domene sahip
olmasi bu sekilde bir antiport gorevi gormesi igin sasirtici olarak ifade edilmistir. Bununla
uyumlu olarak Hasegawa ve van der Bliek (Hasegawa ve van der Bliek 2007) ko-
immiinopresipitasyon yontemi ile LETM1’ in in vivo homodimer olusturabildigini ve
kromatografik yontemlerle LETM1’ in yaklasik 550 kDa agirliginda bir kompleksin parcasi
oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 calismada arastirmacilar LETM1’ in 7 veya daha fazla
LETML1 proteini ile bir araya gelerek biiyiikk bir homokompleks olusturabilecegini ve bu
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komplekslerin antiport sistemini olusturabilecegini bildirmislerdir. Arastirmacilar ko-
imminopresipitasyon caligmalarinda oksidatif fosforilasyon zinciri komponentlerinin
goriilememesine dayanarak bu yapinin mitokondriyal protein sentezi ile iliskili olmayacagini
one siirmiislerdir. Ayrica LETMI1 asir1 ekspresyonu veya siRNA ile gen ekspresyonunun
azaltilmasi sonucu mitokondriyal martiks hacminin etkilendigini ve bu durumun K*/H*
tasinmasiyla uyumlu oldugunu bildirmislerdir (Hasegawa ve van der Bliek 2007). Sonug
olarak LETM1 veya onun homologu olan mdm38’ in baskilanmasi ekstrem mitokondriyal
matriks sismesine ve krista yapisinin bozulmasina yol agarken bu proteinlerin asiri
ekspresyonu mitokondriyal kontraksiyona ve krista sismesine yol agmaktadir (Hasegawa ve
van der Bliek 2007; Nowikovsky ve ark. 2007).

Dimmer ve ark., (Dimmer ve ark. 2008) bu ¢alismalarla uyumlu olarak LETM1” in
yiiksek molekiil agirlikli kompleksler seklinde bulundugunu ve ekspresyon diizeylerindeki
azalma sonucu ortaya c¢ikan morfolojik degisimlerin nigerisin ile geri doniisebildigini
bildirmislerdir. Biyolojik membranlarda K*/H" transportu saglayan bir farmakolojik ajan olan
nigerisinin bu etkisi LETM1’in mitokondriyal morfoloji iizerine rolii ile bu antiport
mekanizmasinin roliinii kanitlar niteliktedir. Ayrica LETM1 ile onun maya ve Drosophila
homologlarinin baskilanmasi ile potasyum homeostazisinin bozulmasinin mitofajiye yol agtig
konfokal mikroskobi ve elektron mikroskobisi ile gosterilmistir (McQuibban ve ark. 2010;
Nowikovsky ve ark. 2007). LETM1 kayb1 ve mitokondriyal sisme/mitofaji arasindaki iliski ve

nigerisin araciligl ile geri dontigiim Sekil 2.2.” de 6zetlenmistir.



Normal

LETMA1 yoklugu

k 4

Nigerisin

Mitofaji ve hiicre alimi

Sekil 2.2. Mitokondriyal K* homeostazisi. RC, solunum zinciri; K¢, potasyum kanali; KHE,
K*/H" antiportu (Nowikovsky ve ark. 2012)

Mitokondriyal Ca?* alimi i¢ membran iizerinden iyi regiile edilmis kanallar aracigi ile

gerceklesir. Mitokondriyal matriks icersinde Ca*" miktarinin artis1 trikarboksilik asit siklusu

enzimleri ve ATP sentaz aktivitesinde artisa neden olurken, yiiksek seviyelere ulastiginda

hiicre oliimiine yol agar (Giacomello ve ark. 2007; Hajnoczky ve ark. 1995; Rasola ve

Bernardi 2007; Szabadkai ve Duchen 2008). Mitokondriyal Ca®* tasinmasinda rol oynayan

dort farkli mekanizma tanimlanmustir. Bunlar mitokondriyal Ca?* uniporter (MCU), NCLX,
ryanodin resoptor (RyR) ve LETM1” dir (Sekil 2.3).
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IMM Mitokondrival

matriks

Sekil 2.3. Mitokondriyal Ca?* taginmasi. SR/ER; Sarkoplazmik/endoplazmik retikulum.
SERCA,; Sarkoplazmik ER Ca** ATPaz, OMM; Mitokondriyal dis membran, IMM;
Mitokondriyal i¢ membran, VDAC; voltaj-bagimli anyon kanali, IP3R; inositol 1,4,5-trifosfat
reseptorii, RyR; ryanodin reseptér, MCU; Mitokondriyal ca®* uniporter, NCLX; Na‘/Ca®
antiport proteini (Hajnoczky ve Csordas 2010)

Kalsiyum-mitokondri iliskisini ele alan 1960’larda yapilan ¢alismalar izole edilmis
mitokondride yiiksek miktarda Ca®* almmin varligint ortaya koymus ancak bunun cok
yiiksek Ca?* konsantrasyonlari (10-100 pM) gerektirdigi gosterilmistir (Deluca ve ark. 1962;
Vasington ve Murphy 1962). Diger taraftan hiicrede Ca®* konsantrasyonundaki ¢ok diisiik
degisiklikler =~ mitokondriye  aktarilmaktadir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda
endoplazmik/sarkoplazmik retikulum ile mitokondri arasindaki Ca? akismn inositol 1,4,5-
trifosfat reseptorleri ve ryanodin reseptorleri ile saglandigi ve bu organeller arasi iligskide

mitofusin 2 gibi tether proteinlerinin rol oynadig: bildirilmistir (O-Uchi ve ark. 2012).

Mitokondriyal Ca?* transportunda rol oynayan en 6nemli etmen i¢ membran
potansiyeli ve Ca®" gradientidir. Mitokondriyal Ca®* uniporter Ca®*” un igeri alinmasinda rol
oynarken degisen katyon konsantrasyonu iki H" iyonunun solunum zinciri iizerinden disari
¢ikarilmasi ve bu sayede ATP iiretimi ile kompanse edilir (Alam ve ark. 2012). Diger taraftan
mitokondriyal Ca®* dengesinin saglanmasinda Ca®un sitozole serbestlesmesi yine bir
antiport mekanizmasi ile saglanir. Mitokondri igerisine Na® alinmasi karsilifinda sitozole
Ca®* serbestlestiren sodyum-kalsiyum degistirici (NCX) mitokondri i¢ membraninda
tamimlanmustir (O-Uchi ve ark. 2012).



Jiang ve ark., (Jiang ve ark. 2009) 2009 yilinda insan LETM1 proteinin Drosophila
homologunun mitokondriyal Ca”*IH* antiportu roliinii tanimlamiglardir. Arastirmacilar
LETMI1 tastyan lipozomlarda bu transportu incelemisler ve bu iki katyonun karsilikli
tasinimini gostermislerdir. Diger taraftan Nowikovski ve ark., (Nowikovsky ve ark. 2012) bu
bulgunun dogruluguna siipheyle yaklagmakta ve transportun elektroforetik olabilecegini
bildirmektedirler. Ayrica aragtirmacilar LETM1’ in bu sekilde bir antiport rolii olmasini
membrani kat eden tek bir domen nedeniyle miimkiin olamayacagini bildirmektedirler. Ancak
mitokondriyal K*/H" tasinmasini ele alan galismalarda gosterilen ve yukarida kisaca dzetlenen
biiyiikk molekiil agirlikli homo-/hetero-komplekslerin varligini tartismamislardir. LETM1” in
Ca®" transportundaki roliinii ele alan diger calismalarda LETM1’ in baskilanmasi ya da
arttirlmasinin membran potansiyeli ve/veya K* homeostazisi iizerine etkilerinin géz oniine
alinmamig olmasi da bu rolii sorgulanabilir kilmaktadir (Hajnoczky ve Csordas 2010;
Nowikovsky ve ark. 2004; Waldeck-Weiermair ve ark. 2011). Sonug olarak LETM1’ in Ca?*

tasinmasindaki rolii kesin olarak belirlenmemistir ve daha fazla ¢alismaya gereksinim vardir.
2.1.3. LETM1 ve hiicre 6liimii

LETMI” in yukarida kisaca 6zetlenen fonksiyonlarina ek olarak hiicre 6liimii iizerine
etkileri de ilgi cekici bir arasgtirma alanidir. Bu siirecte LETM1’ in roliiniin incelenmesi
beklendigi tlizere agirlikli olarak karsinogenez ile ilgili olarak ele alinmis ve yapilan
calismalar genelde bu ¢ercevede degerlendirilmistir. LETM1’ in eger varsa hiicre dliimiindeki

rolii yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar ¢ergevesinde ele alindiginda tartismalidir.

Jiang ve ark., (Jiang ve ark. 2009) hiicre i¢i kalsiyum ve potasyum dengesindeki
bozulmalarin nekrotik veya apoptotik hiicre 6liimiine neden olabilecegini bildirmisler ancak
LETMI1 gen ekspresyonunun HelLa hiicrelerinde 3 giine kadar baskilanmasinin hiicrelerin
genel durumu tizerinde (morfolojik veya sayica) bir degisiklik yaratmadigini bildirmislerdir.
Arastirmacilar tekrarlayan siRNA uygulamalariyla 3 giinii asan siireyle LETMI1
ekspresyonunun baskilanmasinin ise HeLa hiicrelerinin yaklasik %20’ sinde morfolojik
degisikliklere yol ac¢tigin1 vurgulamiglar ancak hiicre 6liimiine dair bir veri sunmamislardir.
Aragtirmacilarin kisa ve uzun donemde LETMI1 baskilanmasini ve etkilerini ele almig
olmalar1 hiicre canliligini degerlendirmemis olma olasiligini diistirmektedir ve bu bakimdan
calismada hiicre canliligi iizerine bir etki gdriilmemis sonucu c¢ikarilabilmektedir. Benzer
sekilde LETM1’ in endotelyal hiicre hatlarinda baskilanmasi ile de hiicre Gliimiiniin

gozlendigine dair bir bilgi mevcut degildir (Waldeck-Weiermair ve ark. 2011). Tamai ve ark.,
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(Tamai ve ark. 2008) ise LETMI1’ in mitokondriyal morfolojideki roliinii ele alan
calismalarinda HeLa hiicrelerinde gerek LETM1 gen ekspresyonunun baskilanmasi, gerekse
transfeksiyon ile asir1 eksprese edilmesine yonelik deneyler gergeklestirmisler ancak bu iki
durum i¢in de hiicre canliligina dair bir veri sunmamislardir. Bu ¢alismalarin ortak 6zelligi hig
birinin kapsaminin hiicre 6liimii olmamasidir ve bu nedenle hiicre canliligina iliskin bir bilgi

verilmemis olabilir.

Hasegawa ve van der Bliek (Hasegawa ve van der Bliek 2007) LETM1 HelLa
hiicrelerinde siRNA transfeksiyonu ile LETM1 ekspresyonunun baskilanmasinin hiicre
Olimiine neden oldugunu bildirmisler ancak aynmi ¢alismada COS7 hiicrelerinde LETM1
cDNA transfeksiyonu ile ekspresyon artisi i¢in bdyle bir bulguya rastlamamislardir. Ayrica
aragtirmacilar Caenorhabditis elegans’ da LETM1 baskilanmasinin larval dénemde letal

oldugunu belirtmislerdir.

Dimmer ve ark., (Dimmer ve ark. 2008) LETM1 ekspresyon diizeylerinin hiicre
canliligina etkisini ele almiglar ve HeLa hiicrelerinde RNAI transfeksiyonunu takip eden 24.
saatte hiicre canliliginda bir azalmanin belirteci olan anneksin V/propidium iyodiir (PI)
boyanmasinda PI artisim1 bildirmislerdir. Arastirmacilar bu siiregte kaspaz aktivasyonunun
onemli bir belirteci olan PARP kesiminin olmadigini gostermisler ve hiicre 6liimiiniin
apoptotik degil nekrotik oldugunu belirmislerdir. Nekrotik hiicre 6liimiiniin daha kesin ispati
amaciyla calismada Bcl-2 asir1 eksprese eden ve bu yolla apoptoza direncli hiicre hatlarinda
calismalarini tekrarlamiglar ve hiicre Olimiiniin apoptotik yolaklardan olan kaspaz

aktivasyonundan bagimsiz ve Bcl-2 ekspresyonuna direngli oldugunu vurgulamislardir.

Piao ve ark., (Piao ve ark. 2009a) LETMI1’ in hiicre canlilig1 iizerine etkisini
incelemek amaciyla HeLa hiicrelerini adenoviral vektorler kullanarak transdiikte etmigler ve
LETM1 asinn  ekspresyonunu takip eden 3. giinde hiicre Oliimiiniin gorildigiini
bildirmislerdir. Arastirmacilar hiicrelerin anneksin V/PI boyamasinda yiiksek PI degerlerinin
hiicre 6liimiiniin nekrotik oldugunu gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica ¢alismada niiklear
apoptoz indiikleyici faktdr (AIF) translokasyonunun goriilmeyisi ve hiicre Oliimiiniin bir
kaspaz inhibitdrii olan z-vad uygulamasindan etkilenmemesi nekrotik hiicre 6liimiiniin bir
kanit1 olarak sunulmustur. Calisma kapsaminda nekrotik hiicre 6liimiiniin nedenleri lizerinde
durulmus ve LETMI1 asir1 ekspresyonunun mitokondriyal biyogenezi anlamli derecede
diisiirdligi ve ATP {iretiminin de anlamli derecede diistiigii ve nekrotik hiicre 6liimiiniin bir

sebebi oldugu belirtilmistir. Arastirmacilar gerek nekrotik hiicre Olimi, gerekse
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mitokondriyal ATP iiretimindeki diisiisiin kanserin 6nemli bir 6zelligi olmasindan hareketle
meme, kolon, 6zafagus, akciger, over, rektum, mide ve serviks kanseri drneklerinde LETM 1
ekspresyonunu incelemisler ve kanserde bu proteinin ekspresyonunun arttigini bildirmislerdir.
Diger taraftan arastirmacilar elde ettikleri tiim bu bulgulart Dimmer ve arkadaslariin
(Dimmer ve ark. 2008) verileriyle kiyasladiklarinda ayni fenotipin nasil LETM1’ in hem

kayb1 hem de asir1 ekspresyonu ile ortaya ¢ikabildigini agiklayamamislardir.

Ayni aragtirma grubu, ayni yil yayimlanan 2. makalelerinde bir 6nceki ¢aligmalarinda
kullandiklar1 adenoviriis aracilikli gen transferini takiben HeLa hiicrelerinde LETM1 agir1
ekspresyonunun strausporin ve aktinomisin gibi apoptotoik ajanlara duyarliligi arttirdigini ve
bu yolla apoptotik hiicre 6liimiinde rol oynadigimi belirtmislerdir (Piao ve ark. 2009b).
Arastirmacilar LETM1’ in HEK293 hiicre hattinda karboksi terminal modiilatér protein
(CTMP) ile iliskili oldugunu, HeLa hiicrelerinde ise apoptoza hassasiyetin artmasindan
sorumlu olabilecegini vurgulamislar ve bir 6nceki ¢alismalarinda oldugu gibi bu ¢alismamada
da hiicresel ATP diizeylerinin LETM1 asir1 ekspresyonu ile diistiigii ancak mitokondriyal
membran potansiyelinin degismedigi gostermislerdir. Sonug¢ olarak LETM1’in hiicre
Olimiinde rol oynayan bir protein oldugu tartigilmigsa da bir onceki caligmalarinda elde
ettikleri bulgulara deginmemisler ve nekrotik veya apoptotik hiicre 6liimii seklinde ortaya

c¢ikan iki farkli fenotipi tartismamislardir.

Ilging olarak yukarida kisaca 6zetlenen 2 ¢alismay1 yiiriiten arastirma grubu LETM1°
in hiicre 6liimiindeki roliinii ele alan 3. ¢alismalarinda yine adenoviral vektorler araciligi ile
LETMI1 gen ekspresyonunu arttirmislar ve bu ekspreson artiginin tek basma apoptotik hiicre
olimi igin yeterli oldugunu bildirmislerdir (Hwang ve ark. 2010b). Yine Onceki
caligmalarindan farkli olarak arastirmacilar HeLa hiicrelerinde LETM1 asir1 ekspresyonunun
mitokndriyal membran potansiyelini diistirdiigiinii belirtmislerdir. Ayrica ¢calisma kapsaminda
K-Ras"™ fare akciger kanser modelinde LETMI tasiyan adenoviriisler aerosol yolla
verildiginde timor gelisimini baskiladig: bildirilmektedir. Diger taraftan arastirmacilar daha
once kanserin bir 6zelligi olarak LETM1’ in asir1 ekspresyonunu gosterirken bu calismada

tedavi edici 6zelligini vurgulamislar ancak bu ¢eliskiyi tartismamiglardir.

Shin ve ark., (Shin ve ark. 2013) LETM1 ve CTMP genlerini 2A peptid dizisi ile
baglayarak H-ras12V fare hepatoselliller karsinom modelinde in vivo gen tedavisi
denemislerdir. Arastirmacilar olusturduklar1 vektor ile gen aktariminin her iki protein iginde
asir1 ekspresyon sagladigini ve kanser gelisimini yavaslattigini bildirmislerdir. Bu iKi

proteinin bir arada ekspresyonunun arttirtlmasinin apoptotik hiicre 6liimiine yol actigi
11



bildirilmis ve her bir proteinin tek basina ekspresyonunun arttirilmasindan daha kuvvetli bir
apoptotik cevap saglanabildigi vurgulanmistir. Aragtirmacilar bu ikili gen aktarim vektoriiniin

kanser tedavisi i¢cin umut vaat edici oldugunu belirtmislerdir.
2.2. Apoptoz Hakkinda Genel Bilgiler

Ondokuzuncu yiizyildan bu yana yapilan pek ¢ok c¢alismada ¢ok hiicreli
organizmalarin fizyolojik gelisim siireglerinde Ozellikle embriyogenez ve metamorfoz
sirasinda hiicre 0liimiiniin 6nemli bir rol oynadig1 yapilan ¢alismalar sonucu ortaya ¢ikmistir
(Lockshin ve Zakeri 2001). Programli hiicre o6liim terimi 1964 yilinda tanimlanmaya
baslanmis ve ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan kendi kendini yok etme
olarak tanimlanmustir (Kerr ve ark. 1972). Eski bir Yunan terimi olan apoptoz kelime anlami1
olarak yapraklarin agagtan, petallerin cigcekten diismesi anlamina gelmektedir. Apoptoz ¢ok
hiicreli organizmalarin doku ve hiicre popiilasyonlarinin diizenlenmesinde aktif rol oynayan

bir siiregtir (Leist ve Jaattela 2001).

Cok hiicreli organizmalarda biyolojik sistemlerin gelisimi ve diizenlenmesi sirasinda
hiicreler arasinda karmasik bir etkilesim vardir. Bazen tek bir hiicrenin kendini feda etmesinin
biitiin olarak bakildiginda organizmanin lehine oldugu goriinmektedir; gelisim sirasinda pek
cok hiicre programli hiicre 6liimii ile doku ve organlarin olusumuna katki saglamaktadir
(Meier ve ark. 2000). Gelisim ve metamorfogenezde hasarli ve tehlikeli hiicrelerin apoptoz ile
ortadan kaldirilmas1 bu siirecin diizenli olarak caligmasinin hayati 6éneme sahip oldugunu
gostermektedir (Hutchins ve Barger 1998). Yetiskin bir organizmada hiicre sayilarmin
dengede tutulabilmesi igin apoptoz ile hiicre ¢ogalmasinin dengede olmasi gerekir (Rathmell
ve Thompson 2002). Farklilasma, proliferasyon, bagisiklik sistemi gibi biyolojik siirecler
birlikte diistiniildiigiinde apoptozun biyolojik olarak ¢ok biiylikk 6neme sahip oldugu
goriilmektedir. Apoptotik mekanizmalarin bozuklugu veya diizensizligi ¢esitli patolojik
sartlarla alakalidir. Bu anomaliler kanser, otoimmiin ve ndrodejeneratif hastaliklar ile
viral/bakteriyal ve hatta parazitik enfeksiyonlarinda yayilmasina sebep olabilir (Fadeel ve ark.
1999).

Apoptotik hiicreler kaliplasmis morfolojik degisiklikler ile tanimlanabilmektedirler;
hiicreler kiigiiliir, deforme olur, komsu hiicrelerle iliskisini kaybeder, kromatin yogunlasir,
cekirdek zar1 ve plazmasi parcalanir ve son olarak iclerinde sitoplazma, sikica paketlenmis
organeller ve bazilarinda ¢ekirdek pargalari da olan apoptotik cisimler olusur (Sekil 2.4)

Apoptotik cisimler makrofajlar tarafindan yutulur ve bdylece inflamatuar tepkiye neden
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olmadan doku ortadan kaldirilmis olur. En belirgin degisim normalde hiicre membraninin
sitoplazmik yilizeyinde yer alan negatif yiiklii fosfotidilserin birimlerinin hiicre membraninin
dis ylizeyine ¢ikmasidir. Bu morfolojik karakteristik degisiklikler meydana gelen

biyokimyasal ve molekiiler olaylarin bir sonucudur (Saraste ve Pulkki 2000).

APOPTOZ
Programh Hiicre Oliimii

. ’ Membran blepleri
Normal hiicre

Hucre buzu;mesl ’.
Kromatin yogunlasmast 4

," )

Apoptotik cisimcik
Apoptotik olusumu

liz;mm I\uldeer
\. cokme

Sekil 2.4. Apoptotik hiicrede goriilen morfolojik degisiklikler (Giiltekin ve ark. 2008)

Apoptotik hiicre Oliimiinde nekrotik hiicre Oliimiiniin tersine hiicrelerde sisme,
membran biitiinliigii kayb1 ve inflamasyon goziikmemektedir. Nekroz sirasinda hiicre igerigi
hiicre igerisinde kontrolsiizce birakildigi i¢in ¢evredeki hiicreler zarar gdérmekte ve bu

dokularda gii¢lii bir inflamatuar yanit olusmaktadir (Leist ve Jaattela 2001).

Apoptoz siki bir sekilde diizenlenir ve ayni zamanda ¢ok sayida hiicre oliim
faktoriiniin etkilesmesi ile gergeklesmektedir. Apoptoz disaridan veya hiicre icinde ¢esitli
uyaranlarla tetiklenebilir. DNA tamir mekanizmalarinda ki hatalar, sitotoksik ilaglarla tedavi

ve radyasyon gibi birgok sebep hiicreyi apoptoza gotiirebilmektedir (Hengartner 1999).
2.2.1. Apotozun molekiiler mekanizmasi

Apoptozun molekiiler mekanizmasinin anlasilmasi {izerine yapilan ilk caligmalar

hermafrofit bir nematod olan C. elegans iizerinde yapilmistir. Yapilan ¢aligsmalar bu canlinin
13



1090 tane hiicresinden 131 tanesinin degismez bir sekilde programli hiicre 6liimiine maruz
kaldigin1 gostermektedir (Hengartner 1999). C. elegans’ ta programli hiicre 6liimii bir proteaz
aktive edici faktor olan ced-4’lin ced-3’i aktif hale getirmesi sonucu ger¢eklesmektedir. Bu
iki gen C. elegans’ ta programli hiicre 6liimiinden sorumlu genlerdir (Richardson ve Kumar
2002). ced-3 inflamasyonda rol alan memeli interlokin 1 doniistiiren enzim (ICE) ile iliskili
bir protein kodlar. Memeli hiicrelerinde bu enzim apoptozu indiiklemektedir. ICE’nin daha
sonra yapilan ¢alismalarda kaspaz-1 oldugu anlasilmistir (Creagh ve Martin 2001). Ced-9,
ced-4’tin inhibisyonunu saglar ve ced-9 bu apoptozis yolaginin baslangicindaki EGL-1
(proapoptotik memeli Bcl-2 homologu) proteini tarafindan inhibe edilir. EGL-1 mitokondride

ced-9’a baglandiginda C. elgans’ ta 6liim siireci baslar (Richardson ve Kumar 2002).

Memeli hiicrelerinde apoptoz birkag yolla indiiklenir. Hiicrelerin bu uyaranlara verdigi
yanit, gelen uyarmin tiirline gore degismektedir. Cilinkii apoptoz sirasinda birgok sinyal
gonderilir ve bu sinyaller farkli hiicrelerde farkli bi¢imde algilanirlar ve siire¢ de bu
farkliliklara gore isler. Memeli hiicrelerinde iki tane biiyiik apoptotik yolak belirlenmistir;
bunlar dis yolak (6liim almaglari) ve i¢ yolak (mitokondri)’tir (Sekil 2.5).

= = Apoptotik
e ig: Yolak e Uyan
i /ﬁ (kemoterapi,
< UV)
D1s Yolak — |BCL2
; \/ﬁtokondn
‘ 3 »BD Sitokrom ¢ it APAFl \

L:ga.nd1 :

§- Resoptori ‘

o o

Kaspaz 8 Kaspaz 3 Kaspaz 9

‘
\ IAP
Hiicre Ohmm

Sekil 2.5. Apotozun dis ve i¢ yolaklar1 (Adrain ve ark. 1999)
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Di1s yolakta gorevli olan 6liim almaglart timor nekroz faktorii (TNF) siiper ailesine
aittir (Sartorius ve ark. 2001). Dissal apoptoz sinyallerinin iletimine aracilik eden hiicre
yiizeyinde lokalize o6liim almaglarina belirli ligandlarin baglamasi sonucu apoptotik sinyaller
hiicreye iletilmis olur. TNFR-1, Fas/CD95 ve TRAIL’ o6liim almaglarina 6rnek olarak
verilebilir. Biitlin TNFR ailesi iiyelerinde sisteince zengin bir domen bulunmaktadir ve bu

domen ligandlara tanima bolgesi saglamaktadir (Naismith ve Sprang 1998).

Ic &lim yolaginda temel gorevi mitokondri iistlenmektedir. Bu yolak iyonize
radyasyon, DNA hasari, bliyiime faktorii azligi, oksidatif stres ve kemoterapik ilaglarin
olusturdugu etkiler sonucu aktive olmaktadir (Kaufmann ve Earnshaw 2000). Bu o&liim
yolaginda aktive edilmis reseptorlerden gelen sinyal kendi basina hiicre oOliimiiniin
yiritilebilmesi i¢in yeterince kaspaz sinyal akisini {iretemez. Bu durumda sinyalin
mitokondri-bagimli apoptotik yollar ile amplifiye edilmesi gerekmektedir. Kaspaz sinyal akisi
ve mitokondri arasindaki baglati Bel-2 aile iiyesi olan Bid tarafindan saglanmaktadir. Bid’in
kaspaz-3 tarafindan kesilmesi 6liim aktivitesini arttirir ve mitokondiri i¢inde uyumlu bir
sekilde calisan proapoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri olan Bax ve Bak proteinleri mitokondriden
sitoplazmaya sitokrom c salinimini tesvik ederler (Luo ve ark. 1998). Sitokrom c, Apaf-1 ve
prokaspaz-9 birlesir ve apoptozomu olusturur bdylelikle prokaspaz-9 aktivasyonu
gerceklesmis olur (Acehan ve ark. 2002). Aktiflesen kaspaz-9 kaspaz caglayani (cascade)
olusturark diger kaspazlarin aktiflesmesini saglar ve bunun sonucunda hiicre olimi

gerceklesir (Slee ve ark. 1999).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Biyogiivenlik kabini (class II), Niive, Tiirkiye
Buzdolab1 +40C, Profilo, Tiirkiye

CO; etiiv, Thermo, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
Calkalayicili su banyosu, Niive, Tiirkiye
Derin dondurucu -20°C, Vestel, Tiirkiye
Dikey elektroforez tanki, Bio-rad, ABD
Fotograf makinesi, Canon, Japonya

Giic kaynag, Cleaver, Ingiltere

Hassas terazi, Ohaus, ABD

Isiticili manyetik karistirici, WiseStir, Kore
Inkiibator, Incucell, Almanya

Invert mikroskop, Olympus, Almanya
Mikrosantrifiij, Sigma, Almanya

Mikroskoba bagli fotograf sistemi, Olympus, Almanya
Neubauer lami1, Marienfeld, Almanya
Otoklav, Hirayama, Japonya

Otomatik pipet seti, Axygen axypet, ABD

pH metre, Hanna HI221, Romanya
Mikroplaka okuyucu, Mindray, Almanya
Sogutmali santrifiij, Niive, Tiirkiye

Tank blot, Biorad, ABD

Transilliiminator, Vilber Lourmat, Fransa

Vorteks, WiseMix, Kore
16



Yatay elekroforez tanki, Thermo, ABD
Yatay elektroforez tanki, Cleaver, Ingiltere
3.1.2. Kullamlan kimyasal maddeler

Agar, OXOID, ingiltere

Agaroz, Sigma, ABD

Akrilamid, Sigma, ABD

Amfoterisin B, Sigma, ABD

Amonyum per siilfat (APS), Sigma, ABD
Bis-akrilamid, Ambresco, ABD

Sigir serum albumini (BSA), Sigma, ABD
Coomassie brillant mavisi, Fisher scientific, ABD
Dibazik sodyum fosfat, Sigma, ABD
Dimetilsiilfoksit (DMSO), Sigma, ABD
DMEM, Pan, Gliney Afrika

DNA belirte¢ 1 kb, MBI Fermentas, Litvanya
Etidyum bromid, Sigma, ABD

Etil alkol, Sigma, ABD

Etilendiamin tetraasetik asit (Na,EDTA), Sigma, ABD
Fetal Sigir Serum (FBS), Pan, Giiney Afrika
Formaldehit, Sigma, ABD

Glasiyal asetik asit, Sigma, ABD
Glutaraldehit, Sigma, ABD

Hidroklorik asit (HCI), Sigma, ABD

Hind 111, Thermo, Almanya

IGEPAL, Sigma, ABD

L-glutamin, Sigma, ABD
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Magnezyum kloriir, Kimetsan, Tiirkiye

Maya &ziitii, OXOID, ingiltere

Metanol, Sigma, ABD.

Monobazik sodyum fosfat, Sigma, ABD
Nitroseliiloz membran, Amersham, Almanya
Ortho-nitrofenil-pB-D-galaktozid, ICN, ABD
Penisilin/Streptomisin, Sigma, ABD

Potasyum ferrisiyanit, Sigma, ABD

Potasyum ferrosiyanit, Sigma, ABD

Potasyum fosfat, Merck, Almanya

Potasyum kloriir, Sigma, ABD

Proteaz inhibitor kokteyl tablet, Roche, Almanya
Smal, Fermantas, Finlandiya

Sodyum hidroksit, Sigma, ABD

Sodyum karbonat, Sigma, ABD

Sodyum kloriir, Sigma, ABD

TEMED (N,N,N',N-tetra metil etilen diamin), Sigma, ABD
Tripan mavisi, Fluka, ABD

Tripsin, Sigma, ABD

Tripton, LABM, Ingiltere

Tris, Sigma, ABD

X-Gal (5-bromo-4-kloro-3-indol-p-D-galaktopiranozid), Sigma, ABD
X-ray developer, Omko kimya, Tiirkiye

X-ray fiksatif, Omko kimya, Tiirkiye

X-ray filmi, Ultra cruz, ABD

X-treme gene 9, Roche, Almanya
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[-galaktosidaz, Roche, Almanya
[-mercaptoethanol, Ambresco, ABD

3.1.3. Kullanilan Kitler ve hazir tampon ¢ozeltiler
Plazmid DNA izolasyon kiti (Roche, Almanya)

Kit igerisinde bulunan resilispansiyon soliisyonu 0,15 ml RNaz ilavesi, yikama
sollisyonu ise 35 ml %96’ lik etanol ilavesi ile kullanima hazir hale getirilmistir. Kit

igerisinde yer alan liziz, notralizasyon ve eliisyon tamponlar1 oldugu gibi kullanilmistir.
RIPA tamponu (Santa Cruz, ABD)

Icerikleri asagida verilen soliisyonlardan, 1 ml soliisyon I igerisine 10’ar pl soliisyon

II, III ve IV eklenmesiyle kullanima hazir hale getirilmistir.

Soliisyon I: 1X lizis tamponu: 1X TBS, %1 nonident P-40, %0,5 sodyum deoksikolat, %0,1
SDS, %0,004 sodyum azid

Soliisyon II: DMSO igerisinde ¢oziindiiriilmiis PMSF

Soliisyon III: DMSO igerisinde ¢6ziindiiriilmiis proteaz inhibitor kokteyli
Soliisyon IV: Sodyum ortovanadat

BCA total protein tayin kiti (Thermo Price, Almanya)

Kit igerisinde bulunan ‘‘working reagent A’’ maddesinden 50 birim ve ‘‘working
reagent B>’ maddesinden 1 birim alinarak tretici firmanmn direktifleri dogrultusunda

kullanilmastir.
MTS hiicre canhhg kiti (Promega, ABD)

Kit igerisinde bulunan ‘““MTS’’ maddesinden 20 birim ve ‘‘PMS’’ maddesinden 1

birim alinarak iiretici firmanin direktifleri dogrultusunda kullanilmistir.
Yiikleme tamponu (Fermantas, Litvanya)

Tris-HCI pH 7,6

% 0,03 bromfenol mavisi

% 0,03 ksilen siyanol FF

% 60 gliserol

60 mM EDTA
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3.1.4. Kullanilan Besiyerleri
Luria broth (LB)

% 1 Tripton
% 0,5 Maya Oziitii
% 1 NaCl

10 g tripton, 5 g maya 6ziitii ve 10 g NaCl tartilarak temiz bir balon joje icerisinde son
hacim 1 L olacak sekilde dH,O igerisinde ¢oziindiiriildii ve 121°C, 1 atmosfer (atm) basing

altinda otoklavda sterilize edilmistir (Fang ve ark. 1992).
Luria broth agar (LBA)

1 L LB besiyeri igerisine 15 g agar eklenerek hazirlandi ve 121°C, 1 atm basing
altinda otoklavda sterilize edilmistir (Fang ve ark. 1992).

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
% 10 fetal sigir serum

% 1 L-glutamin

100 pg/ml Penisilin — streptomisin

100 pg/ml Amfoterisin B

500 ml steril DMEM igerisine 50 ml FBS, 5 ml L-Glutamin, 5 ml Penisilin-
streptomisin ve 5 ml amfoterisin B ilave edilerek kullanima hazir hale getirilmistir (Cherng ve
ark. 1996).

3.1.5. Kullanilan tampon ve cozeltiler
CaCl,-MgCl; soliisyonu

3,25 g MgCl; ve 0,6 g CaCl; tartilip bir miktar dH,O’da ¢6ziindiiriildii ve son hacim
200 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti otoklavda 1 atm basing ve 121°C” de 15 dakika
sterilize edilmistir (Tang ve ark. 1994).

0,1 M CacCl; soliisyonu

1,47 g CaCly; tartilip bir miktar dH,O’ da ¢oziindiiriildii ve son hacim 100 ml’ ye
tamamlanmustir. Hazirlanan ¢ozelti otoklavda 1 atm basing ve 121°C° de 15 dakika sterilize
edilmistir (Tang ve ark. 1994).
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50X Tris-asetik asit-EDTA tamponu (TAE)
242 g Tris

57,1 ml Glasiyal asetik asit

100 ml 0,5 M Na,EDTA (pH 8,0)

18,6 g Na;EDTA tartilarak bir miktar dH,O ile pH 8,0’da ¢oziindiiriildii ve son hacmi
100 mI’ye tamamlanmustir. 242 g Tris 500 ml dH,O igerisinde ¢oziindiiriildii. Hazirlanan Tris
solisyonu igerisine 57,1 ml glasiyal asetik asit ile daha 6nce hazirlanan 100 ml 0,5 M
Na,EDTA (pH 8,0) eklenerek son hacim dH,0O ile 1 L’ ye tamamlanarak ve filtre kagidindan
gegirilerek stizilmiistiir. Jel elektroforezi igin hazirlanan bu ¢6zelti uygun hacimlerde dH,0
ile 50 kat sulandirilarak (1X) kullanilmistir (Mifflin ve ark. 1987).

0,1 M Sodyum fosfat tamponu
84 ml 0,2 M Na,HPO,

16 ml 0,2 M NaH,PO,

100 ml dH,0

3,6 g NapHPO, tartilip bir miktar dH,O’ da ¢o6ziildii ve son hacmi 100 ml’ ye
tamamlanmistir. 2,4 g NaH,PO, tartilip bir miktar dH,O’ da ¢oziildii ve son hacmi 100 ml’
ye tamamlanmistir. 84 ml Na,HPO,4 ve 16 ml NaH,PO, karistirilip son hacim dH,0O ile 200
ml’ ye tamamlanmistir (pH 7,5) (Sambrook ve Russel).

100X Mg*? soliisyonu

100 pul IM MgCl,

375 ul 4,5 M B-merkaptoethanol
425 ul dH,0

0,95 g MgCI; tartilarak bir miktar dH,O ile ¢6ziildii ve son hacmi 10 ml’ ye
tamamlandi. Ana stogu 14,2 M olan B-merkaptoethanol’ den 375 pl alinip temiz bir ependorfa
koyuldu. Daha 6nceden hazirlanmis olan MgCl; solusyonundan da 100 pl alinarak ilave edildi

ve son hacim dH,0 ile 1 ml’ ye tamamlanmistir (Sambrook ve Russel).
Ortho-nitrofenil-p-D-galaktozid (ONPG) soliisyonu

1g ONPG tartilip bir miktar 0,1M sodyum fosfat tamponu icerisinde ¢6ziindiiriiliip son
hacim 0,1 M sodyum fosfat tamponu ile 100 mI’ye tamamlanmistir (Sambrook ve Russel).
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1 M sodyum karbonat cozeltisi

11,98 g Na,COs tartilip bir miktar dH,O’da ¢oziindiiriliip son hacim dH,O ile 100

ml’ye tamamlanmistir.
p-galaktosidaz 50 Unite/ml (U/ml)

1500 U/ml konsantrasyondaki ana stoktan 2 ul alinarak iizerine 58 ul 0,1M sodyum
fosfat tamponu eklenmistir (Sambrook ve Russel).

PBS tamponu
8 g NaCl

0,2 g KCI

0,24 g KH,PO,
1,78 g Na;HPO,4

Yukarida belirtilen maddeler belirtilen miktarlarda tartilarak bir miktar dH,O’ da
¢oziindirilmistir. Daha sonra pH 7,4 ayarlandi ve son hacim dH,O ile 1 litreye
tamamlanmstir. Hazirlanan ¢ozelti otoklavda 1Atm basing ve 121°C” de 15 dakika sterilize

edilmistir (Sambrook ve Russel).
50 mg/ml X-Gal ¢ozeltisi:

0,1 g X-Gal 2 ml DMSO igersinde ¢oziindiiriilerek kullanima hazir hale getirilmistir

(Sambrook ve Russel).
X-Gal boyama tamponu
1M KsFe(CN)s

0,1 M K4Fe(CN)g

1M MgCl,

47,15 ml PBS

250 ul KsFe(CN)g 2,5 ml K4Fe(CN)g ve 100 pl MgCl, olgiiliip son hacim PBS ile 50

ml’ye tamamlanmistir (Alvarez-Dolado ve ark. 2003) .
Stok akrilamid ¢ozeltisi (%30)

73 g akrilamid ve 2 g bis-akrilamid tartilarak dH,0 igerisinde son hacim 250 ml olacak

sekilde ¢oziindiirilmiistiir.
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Stok ayirima jel tamponu:

45,4 g tris ve 1 g SDS tartilarak dH,0 igerisinde son hacim 250 ml olacak sekilde

¢Oziindiiriildii ve HCl ile pH 8,8’ e ayarlanmistir.
Stok paketleme jel tamponu

15,5 g tris ve 1 g SDS tartilarak dH,0 igerisinde son hacim 250 ml olacak sekilde

¢oOziindiiriildii ve HCl ile pH 6,8’ e ayarlanmustir.
Amonyum persiilfat (%10)

0,1 g APS 1 ml dH,0 igerisinde ¢oziindiirtilmiistiir.
Elektroforez tamponu

28,8 g glisin, 6 g tris ve 20 g SDS tartilarak son hacim 2 L olacak sekilde dH,O

igerisinde ¢oziindiirilmistiir (pH 8,3).
Stok 6rnek tamponu (2X)

0,92 g SDS, 2 ml B-merkaptoethanol, 4 ml gliserol, 0,3 g tris ve 0,002 g brom fenol

mavisi tartilarak 20 ml dH,0O igerisinde ¢oziindiriliip pH 6,8’e ayarlanmistir.
Boyama c¢ozeltisi

0,25 g commasie brillant blue R-250 125 ml metanol igerisinde ¢oziindiiriiliip daha

sonra bu ¢ozeltinin iizerine 25 ml glasiyal asetik asit ve 100 ml dH,O ilave edilmistir.
Boya cikartma cozeltisi

100 ml metanol, 100 ml glasiyal asetik asit 6l¢iiliip bir sise icerisine konuldu ve son

hacim dH,O ile 1 L’ ye tamamlanmustir.
%9 Yiikleme jeli

6 ml stok akrilamid ¢ozeltisi, 5 ml stok ayirma ¢ozeltisi ve 9 ml dH,O bir erlen
igerisine konulur. Daha sonra taze hazirlanan APS’ den 50-75 pul ve 10-15 pl TEMED

eklenmistir.
%05 Yiiriitme jeli

0,75 ml stok akrilamid ¢6zeltisi, 1,25 ml stok paketleme ¢ozeltisi ve 3 ml dH,O bir
erlen icerisine konulur. Daha sonra taze hazirlanan APS’ den 30 pl ve 10 pul TEMED

eklenmistir.
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Total DNA lizis tamponu

Final konstrasyonun da 20 mM tris (pH 8), 20 mM EDTA(pH 8), 200 mM NaCl ve
%1 SDS olacak sekilde hazirlanmistir (Jain ve Magrath 1991; Williams ve ark. 1989).

Tampon A

Final konsantrasyonu 50 mM tris (pH 7,4), 20 mM NaCl, 2mM EDTA, %1 IGEPAL,
ImM PMSF olacak sekilde hazirlandi ve her 10 ml’de bir adet inhibitor kokteyl tableti

¢Oziindiirilmiistiir.
Tampon B

Final konsantrasyonu 10 mM HEPES (pH 7,4), 42 mM KCI, 5 mM MgCl;, 2 mM
EDTA, 1ImM PMSF, 0,25 M sukroz olacak sekilde hazirlandi ve her 10 ml’de bir adet

inhibitor kokteyl tableti ¢oziindiirilmiistiir.
3.1.6. Kullamilan plazmid DNA’lar
pSV-p-Galaktosidaz

6820 baz ¢iftinden olusan pSV-B-Galaktosidaz Promega (ABD) ’dan temin edilmistir.
Plazmid tizerinde simian viriis 40 (SV40) promotoru ile beraber B-galaktozidaz kodlayan Lac

Z geni ve ampisiline diren¢ geni bulunmaktadir (Sekil 3.1.).
pLETM1

7998 baz giftinden olusan pLETM1, Prof. Dr. Wolfgang G. Graier (Graz Tip
Fakiiltesi, Avusturya)’ den temin edilmistir. Plazmid {izerinde sitomegaloviriis promotoru ile
birlikte insan LETM1 komplementer DNA’ s1 klonlanmigtir. Ayrica SV40 poliadenilasyon

sinyal dizisi ile ampisilin ve neomisine diren¢ genleri yer almaktadir (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Kullanilan plazmid DNA haritalari: Amp" (Ampisilin); ampisiline direng geni; ori:
replikasyon orijini; lacZ: B-galaktosidaz kodlayan bolge; EcoRI, HindIIl, BamHI, Smal, Pstl:
restiksiyon enzim kesim noktalari; Neomycin: neomisine direng geni; ori: replikasyon orijini;
OREF: acik okuma bdlgesi

3.2. Yontemler
3.2.1. Transformasyon

Oncelikle 100 ml LB besiyeri igine tek koloni E.coli JM107 susundan ekim yapilarak
bir gece 37°C’ de inkiibe edildi. Daha sonra LB besiyerinde iireyen bu hiicrelerden 25 ml bir
steril tiipe aktarilip 4100 rpm’ de 10 dakika +4°C’ de santrifiij edildi; dikkatlice siipernatant
dokiiliip tiipler kurutma kagida 1 dakika ters ¢evrildi. Daha sonra her 25 ml LB besiyerinde
tiremis hiicre i¢in 30 ml CaCl,-MgCl; soliisyonu eklenip pellet siispande edildi. Siispande
edilen hiicreler tekrar 4100 rpm’ de 10 dakika +4°C’ de santrifiij edildi. Pellet buz
soguklugundaki 2 ml 0,1M CaCl, ile siispande edilip hiicreler buz icerisinde gece boyu +4°C’
de birakildi (Tang ve ark. 1994).

Transformasyon igin, 200ul kompotent hiicreye 5 ul ( 1-50 ng aras1 ) plazmid ilave
edilerek buz iizerinde 30 dakika bekletildi. Siire sonunda 42°C’ de 90 saniye 1s1 soku
uyguland1. Hacim 800 ul LB ilave edilerek 1ml’ye tamamland1 ve 37°C’ de etiivde bir saat
inkiibe edildi. Siire sonunda kiiltiirden 200 pl, uygun antibiyotigi iceren LBA besiyerine
yayild1 ve bir gece 37°C’ de inkiibe edildi (Tang ve ark. 1994).

3.2.2. Plazmid DNA izolasyonu ve karakterizasyonu

Plazmid DNA izolasyonu i¢in transforme bakteriler LBA besiyerinden, 150 ml LB
siv1 besiyerine ekilerek bir gece 37°C’de inkiibe edildi. Hiicre yogunlugu 600 nm dalga
boyunda spektrofotometre ile Olgiilerek 1,0-2,0 Abs araliginda olan kiiltiirlerden plazmid
DNA izolasyonu Fermantas Gene Jet Mini Prep kiti kullanilarak iiretici firmanin direktifleri

dogrultusunda yapilmustir.
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Izole edilen pLETMI1 Smal ve pSV-B-galaktosidaz Hind Il restriksiyon enzimi
kullanilarak Cizelge 3.1°de verilen konsantrasyonlar géz oniinde bulundurularak kesildi ve
olusan bantlar % 0,8 agaroz jel elektroforezinde kontrol edildi ve UV transilluminator

tizerinde fotografi ¢ekildi.

Cizelge 3.1. Restriksiyon enzim kesim reaksiyonu.

Reaksiyon igerigi Miktar (ul)
pDNA 2
10X Reaksiyon tamponu 2
Restriksiyon enzimi 1
dH,O 15

Calismamiz boyunca izole edilen plazmid DNA’larin  konsantrasyonu, UV
spektrofotometresi  kullanilarak 260 nm’de belirlendi. Konsantrasyon miktariin

hesaplanmasinda asagidaki esitlik kullanilmistir.
DNA konsantrasyon (pg /ml) =0D260 x K x DF

Burada OD260, 260 nm dalga boyundaki absorbans degerini; DF, seyrelme katsayisini; K,
260 nm dalga boyunda 1 OD degeri veren DNA konsantrasyonunu (pg/ml) gostermektedir.
DNA’nin safligint belirlemede OD260/0OD280 oranindan yararlanilir. Bu oranin 1,8-2,0
arasinda olmasi izole edilen DNA’nin yiiksek saflikta oldugunu gosterir (Temizkan, G. ve
ark., 1999).

3.2.3. Hiicre kiiltiiri

Insan servikal karsinoma hiicreleri olan HeLa hiicreleri Yrd. Doc. Dr. Suna Ozbas
Turan (Marmara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi)’den temin edilmistir. Hiicreler 25 cm?
ylizey alanma sahip T-25 hiicre kiiltiirii kaplarinda 5 ml DMEM igerisinde Kkiiltiire
edilmiglerdir. Hiicreler rutin olarak haftada bir kez pasajlanmistir. Pasajlama isleminde
besiyerinin uzaklastirilmasini takiben hiicreler 5 ml PBS ile yikanmis ve hiicre kiiltiiri kabina
adhere olarak yasayan hiicreler siispande edilmesi i¢in 1 ml Tripsin-EDTA ilave edilerek 2-3
dakika beklenmistir. Hiicreler 900 rpm hizda 3 dakika steril tiipler icerisinde ¢oktiiriilerek
pellet 1 ml DMEM igerisinde siispande edilmis ve 1/10 oraninda yeni hiicre kiiltiirii kaplarina

pasajlanmistir.

Transfeksiyon deneyleri i¢in belirli sayida hiicre 96 kuyucuklu veya 24 kuyucuklu

mikroplaklara ekilmistir. Bu amagla tripsinizasyon sonrasinda 100 pl hiicre siispansiyonu ayr1
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bir ependorf tiip igerisinde es hacim tripan mavisi ile karistirilarak neubahuer laminda canl

hiicreler sayilmistir. Mililitredeki toplam hiicre sayisi;

Her bir alandaki hiicre sayist X 10* x 2 formiiliinden hesaplanmis ve kuyucuklara
istenen sayida hiicre ekilmistir. 96 kuyucuklu mikroplakalar i¢in 100 pl, 24 kuyucuklu
mikroplakalar i¢in 500 pl besiyeri ilave edilerek inkiibe edilmistir.

Tiim hiicre kiiltiirii calismalar1 boyunca hiicreler morfoloji, say1 ve karakterizasyon

kontrolii amaci ile giinliik olarak invert mikroskopta kontrol edilmistir.
3.2.4. Total protein tayini

Total protein tayini kantitatif olarak biginkonik asit yontemi (BCA) ve kalitatif olarak
poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ile gergeklestirilmistir.

BCA

Total protein miktar1 Thermo Price BCA Protein Assay Kit kullanilarak iiretici
firmanm direktifleri dogrultusunda yapilmistir. Biginkonik asit (BCA) protein tayin
yonteminde bakir siilfat, BCA soliisyonuna eklendiginde olusan kompleks elma yesili bir renk
alir. Bu soliisyon protein soliisyonuna ilave edildiginde, proteinin peptid baglar ile
etkilestiginde Cu’" iyonlar1 Cu® iyonlarma doniisiir ve kompleksin rengini mora gevirir.
Olusan bu mor renk 562 nm’ de spektrofotometrede Olgiilerek kolorimetrik olarak protein
miktar tayini yapilir. Bu yontem kullanmilarak 20-2000pg/ml protein konsantrasyon araligi
olgtilebilir (Smith ve ark. 1985; Wiechelman ve ark. 1988). Protein tayini ¢alismalari igin
oncelikle 150-900 pg/ml konsantrasyon araliinda BSA steril su igersinde hazirlanarak

protein tayini gergeklestirilmis ve standart egri olusturulmustur.

Hiicrelerden total protein tayini amaciyla oncelikle hiicreler 50 pl RIPA tamponu
icerisinde parcalanmis ve total protein miktar1 bu lizatin 10 ul’si kullanilarak

gerceklestirilmistir.
PAGE

24 kuyucuklu mikroplakalarda kiiltiire edilmis transfekte ve transfekte olmamis
kontrol HeLa hiicrelerinin iizerindeki besiyeri uzaklastirilip hiicreler PBS ile yikandi. Daha
sonra hiicrelerin iizerine 100 pl RIPA lizis tamponu eklenip 37°C’de 30 dakika bekletildi ve
hiicreler kazinarak temiz bir ependorfa aktarildi. Aktarilan hiicre lizatlar1 maksimum rpm’de
10 dakika santrifiij edildi ve siipernatanttan 2 birim alinip iizerine 1 birim 2X yiikleme

tamponu ilave edildi ve bu karisim 5 dakika kaynar suda (95-100 °C) bekletildi. Siirenin
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sonunda Boliim 3.1.5.’da belirtildigi sekilde hazirlanan jele 6rneklerden 4,5 ul yiiklendi ve 70
V, 28 mA, 80 dakika yiiriitiildii. Poliakrilamid jel boyama ¢ozeltisi igerisine alindi ve 30
dakika calkayici lizerinde boyandi; siirenin sonunda jel boya ¢ikartma ¢ozeltisine alindi ve 15

dakika bu ¢6zelti igerisinde tutularak bantlarin goriiniir hale gelmesi saglandi.
3.2.5. Transfeksiyon

Transfeksiyon c¢alismalarinda Roche X-tremeGENE 9 DNA transfeksiyon ajani
kullanilmistir. Oncelikle hiicre sayis1 Boliim 3.2.3’de belirtildigi sekilde belirlenerek 24
kuyucuklu mikroplakalara 1,5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmis ve 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda bir ependorf tiip igerisinde 3 pl X-treme gene 9 ve 1
ug pDNA (pSV-B-galaktosidaz veya pLETM1) karistirilmis ve 15 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra her bir kuyucuga 10 pl eklenmis ve kiiltiirler 37°C CO; etiivde inkiibe

edilmistir.
3.2.6. p-galaktosidaz tayini

Transfesiyon sonras1 [-galaktosidaz tayini, ONPG testi ve X-Gal boyama yontemleri

ile belirlenmistir.
ONPG testi

Bu test, ONPG ayrismasini katalize eden [-galaktosidaz enziminin varliginin
belirlenmesi amaciyla yapilmaktadir. f-galaktosidaz ortamda bulanan basit galoktozid'leri

(laktoz dahil) ayristiran ve indiiklenebilen intraselliiler bir enzimdir (Swamy).

Biitlin 6rneklere Cizelge 3.2°de belirtilen maddeler belirtilen miktarlarda eklenmis ve
daha sonra 37°C derecede 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda her 6rnege
500 pl 1M Na,COg ilave edilerek reaksiyon durdurulmustur. Daha sonra spektrofotometre ile
420 nm’de dlgiimler yapilmistir (Sambrook ve Russel). Oncelikle 5-50 U/ml konsantrasyon
araliginda hazirlanan B-galaktosidaz enzimi kullanilarak standart egri olusturulmustur. pSV-
[-galaktosidaz ile transfeksiyon sonrasi tayin i¢in hiicreler 50 pl RIPA tamponu igerisinde
parcalandiktan sonra lizatin 40 pl’si kullanilarak B-galaktosidaz tayini gergeklestirilmistir.
ONPG test sonuglart OD420/total protein miktari (mg)/inkiibasyon siiresi (Saat) olarak

standartize edilmistir.
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Cizelge 3.2. ONPG testi kontrol ve 6rnek igerikleri

Kor (ul) Kontrol (ul) | Ornek (ul)
100X Mg*? Soliisyonu 3 3 3
1X ONPG 66 66 66
Hiicre ozutu 30 30 30
0.1M Sodyum fosfat 201 201 201
[ —galaktosidaz - 1 -

X-Gal boyama

Transfekte edilen hiicrelerin tizerinde ki besiyeri uzaklastirildi ve 100 ul glutaraldehit
ile 15 dakika hiicreler fikse edildi. Daha sonra 100 pl PBS ile hiicreler 1 dakika yikanip, PBS
hiicrelerden uzaklastirildi; tekrar 200 ul PBS ile yikandi ve 10 dakika bekletildi. Siirenin
sonunda PBS hiicrelerden uzaklastirildi ve 100 pl X-Gal boyama soliisyonu ilave edilerek
37°C’ de 24 saat inkiibatore kaldirildi (Alvarez-Dolado ve ark. 2003). B-galaktosidaz
ekspresyonun belirteci olan mavi renge boyanmanin varlig1 invert mikroskopta incelendi ve

goriintlileme sistemi ile fotograflar: ¢ekildi.
3.2.7. LETM1 transfeksiyon sonrasi yapilan kontroller
3.2.7.1. LETM1 Tayini

LETM1 tayini western blotting ve dot blot yontemi ile belirlendi. Western blotting ve
dot blot yotemi arasindaki temel fark dot blot yonteminde SDS-PAGE asamasinin
olmamasidir. Bu amagla pLETMI1 ile transfekte edilen hiicreler RIPA tamponu ile
pargalanarak Bolim 3.2.4° te belirtildigi sekilde PAGE yapildi. Daha sonra proteinlerin
yiiriitiildiigii poliakrilamid jeller tank blot sistemine almarak +4°C’ de gece boyu transfer
tamponunun igerisinde 0,22 pum nitroseliiloz membrana aktarim gergeklestirildi (30 V, 187
mA). Blotlama isleminin ardindan membran temiz bir kaba alind1 ve 5 dakika aralikla iki kez
20 ml otoklavli dH,O ile yikandi. Membranin iizerine boliim 3.1.5.’da belirtildigi sekilde
hazirlanan blocker soliisyondan 10 ml ilave edilip yarim saat calkalayici {izerinde inkiibe
edildi. Siirenin sonunda 6rneklere anti LETM1(1/500 sulandirilmis) ve anti aktin antikorlari
(1/1500 sulandirilmig) ilave edilerek 1 saat galkalayicida inkiibe edildi. Siirenin sonunda 5
dakika araliklarla {i¢ kez 20 ml antikor yikama soliisyonu ile temizlenen membrana 10 ml
sekonder antikor ilave edilerek 30 dakika calkalayicida inkiibe edilmistir. Tekrar 5 dakika
araliklarla 3 kez antikor yikama soliisyonu ile membran yikanmasindan sonra 2 kez iki dakika

araliklarla 20 ml otoklavli dH2O ile membran yikandi; bu islemden sonraki basamaklar
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karanlik odada gerceklestirldi. 2,5 ml chemiluminescent substrat ile membran 5 dakika
muamele edildikten sonra membran filme ekspoze olmasi i¢in kasetin igindeki filmin iizerine
yerlestirildi ve 1 dakika beklendi. Siirenin sonunda film sirasiyla 1 dakika developer, 30

saniye su ve 30 sn fiksatifte yikandi.
3.2.7.2. Hiicre canhhgin belirlenmesi (MTS testi)

Hiicre canliligimin belirlenmesi amaciyla MTS testi gerceklestirilmistir. Bu yontem
metabolik olarak aktif, canli hiicreler tarafindan {iretilen dehidrogenaz enzimleri ile bir
tetrazolium bilesigi olan MTS’ nin (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-
(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium, i¢ tuzu) formazana doniismesi ile olusan mor rengin

kolorimetrik olarak belirlenmesi prensibine dayanmaktadir.

Hiicre canliligi testi 24 kuyucuklu veya 96 kuyucuklu mikroplakalar da
gerceklestilmistir. Transfekte ve transfekte olmamis kontrol hiicrelerine hazirlanan MTS
soliisyonundan karanlik bir ortamda eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edilmis ve olusan renk 490

nm’de mikroplaka okuyucuda 6l¢lilmiistiir.
3.2.7.3.Sitokrom c serbestlesmesi

24 kuyucuklu mikroplakara ekilen transfekte ve transfekte olmamis kontrol HelLa
hiicreleri tripsinize edilerek ependorfa aktarildi ve hiicreler 5 dakika 800 rpm +4°C’ de
santriflij edildi ve daha sonra pellet boliim 3.1.5.’da anlatildig1 gibi hazirlanan 100 pl tampon
B ilave edilerek hiicreler siispande edildi ve hiicreler 15 kez insiilin enjektoriinden gecirildi ve
800 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant sitolozik fraksiyon pellet mitokondriyal
fraksiyon olarak iki ayri ependorfa aktarildi. Sitozolik fraksiyona 100 pl tampon A ilave
edilerek 15 dakika buza gomiildi. Mitokondriyal fraksiyona da 100 pl tampon A ilave
edilerek hiicreler siispande edildi ve 15 dakika 37°C’ de inkiibe edildikten sonra maksimum

rpm’de santrifiij edildi (Kim ve ark. 2003) ve bu lizatlar {izerinden dot blot yapildu.
3.2.7.4. Total DNA izolasyonu

Total DNA 24 ve 96 kuyucuklu mikroplakalar da kiiltiire edilmis transfekte ve
transfekte olmamis kontrol HeLa hiicrelerinden elde edilmistir. Kuyucuklarda ki besiyeri
uzaklastirilip hiicreler PBS ile yikandi. Daha sonra hiicrelerin {izerine total DNA lizis
tamponu eklenip hiicreler kazinarak temiz bir ependorfa aktarildi. Bu hiicrelerin iizerine final
konsantrasyonu 1 pg/ml olacak sekilde RNase A ilave edilip 37°C” de 1 saat inkiibe edildi.
Siirenin sonunda final konstrasyonu 12,5 pug/ml olacak sekilde proteinaz K ilave edilip 1 saat

50°C’de inkiibe edildi (Jain ve Magrath 1991; Williams ve ark. 1989). Elde edilen genomik
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DNA %0,8’lik agoroz jelde yiiriitiildii ve SYBR Green I Niikleik asit jel boyasi ile boyand1 ve

UV transillimiinator ile goriintiilendi.
3.2.8. istatiksel yontemler

Tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen veriler arasinda ki farklarin anlamliligi SPSS
15.0 programi kullanilarak student T test ile incelenmis ve p<0,05 istatiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULAR

4.1. Plazmid DNA Transformasyon Bulgulari

B-galaktozidaz kodlayan pSV-p-Galaktozidaz ve LETM1 kodlayan pLETM1
plazmidleri Bolim 3.2.1°de belirtildigi sekilde E.coli. JM107 susuna transforme edilerek,
plazmid tasiyan bakteri kolonileri antibiyotik igeren besiyerinde segilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: Transforme pSV-B-galaktosidaz ve pLETM1

4.2. pDNA izolasyon ve Karakterizasyon Bulgulari

S1v1 besiyerinde tiretilen bakterilerden Boliim 3.2.2°de belirtildigi sekilde izole edilen
plazmid DNA’lar restriksiyon enzimleri ile kesilerek jel elektroforezinde incelenmistir. Tek
noktadan kesilen plazmidlerin dogrusal formda, izole edilen plazmidlerin ise agik halkasal ve
stiper sarmal formlarda bulundugu gorilmustir (Sekil 4.2). Her iki plazmid igin de
0D260/0D280 oranmi 1,8 civarinda tespit edilmis ve plazmid DNA konsantrasyonu 150-330
png/ml araliginda ol¢iilmiistiir.
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Sekil 4.2. Plazmid DNA agaroz jel elektroforezi: 1. ve 4. kuyular DNA belirteg; 2. kuyu izole
pLETML1; 3. pLETM1 + Smal enzimi; 5. kuyu izole pSV-p-Galaktosidaz ; 6. kuyu pSV-4-
Galaktosidaz + Hindlll enzimi

4.3. Hiicre Kiiltiirii Bulgular:

Kiiltiir ortaminda HeLa hiicreleri Boliim 3.2.3°de belirtildigi sekilde ¢ogaltilmistir.
Tim tez calismasi siiresince normal cogalma oOzellikleri gosteren hiicrelerde deneyler
gerceklestirilmistir.
4.4. Total Protein Tayini
BCA

Boliim 3.2.4.’da bahsedildigi gibi sigir serum albumini kullanilarak Cizelge 4.1.’da
belirtilen konsantrasyonlarda 6rnekler hazirlanarak Sekil 4.3.’da gosterildigi gibi standart egri

olusturulmustur.
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Cizelge 4.1. BSA standart egrisi verileri

BSA Konsantrasyon Ortalama Standart sapma
(ug/ml) absorbans (562 (SD)
pg/m nm)
150 0,125 0,034
250 0,346 0,071
500 0,617 0,059
600 0,719 0,047
700 0,913 0,132
800 0,967 0,015
900 1,073 0,011
y = 0,0012x
R2 = 0,9873
1,20 -
1,07

1,00

0,80 -

0,60 -

0,40 -

0,20
¢ 0,13

0,00 : : : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Sekil 4.3. BSA standart egrisi

PAGE

Hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 sonucu elde edilen hiicre oziitlerin %9’luk PAGE’de

yiiriitiilmiis ve fotograflar ¢ekilmistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Hiicre 6ziitlerinin PAGE goriintiileri

4.5. Transfeksiyon

Yontemler kisminda anlatildigr gibi yapilan transfeksiyon deneylerinde en uygun

transfeksiyon etkinliginin belirlenmesi i¢in 24. saat, 48. saat, 72. saatler icin ayr1 ayri

transfeksiyon deneyleri yapilmis ve transfeksiyon etkinligi belirlenmistir.

4.6. p-galaktosidaz tayini

Yontemler kisminda bahsedildigi gibi ONPG testi ve X-Gal boyama olmak iizere iKi
farkli test ile B-galaktosidaz tayini gergeklestirilmistir.

ONPG testi

Yontemler kisminda bahsedildigi gibi f —galaktosidaz enzimi kullanilarak Cizelge

4.2°de her konsantrasyon i¢in O6rnek i¢in n=6 sayida Ornek hazirlanarak Sekil 4.5.°de

gosterildigi gibi standart egri olusturulmustur.

Cizelge 4.2. B —galaktosidaz standart egrisi verileri

Enzim konsantrasyonlar1 (U/ml) 420 nm |SD
5 0,129 |0,029
10 0,222 |0,051
12,5 0,345 |0,114
25 0,742 10,284
50 1,414 10,405
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y =0,0283x
Rz =0,9954

1,8 A
1,6 A
1,4 A

1,2 A

0,8 -
0,6 -
0,4 +

0,2 ~

35

40 45 50

55

Sekil 4.5. B —galaktosidaz standart egrisi

HeLa hiicrelerinin pSV-S-Galaktosidaz ile transfeksiyonunu takip eden 48 ve 72.

saatlerde  —galaktosidaz aktivitesi ONPG testi ile belirlenmistir. Her iki zaman araliginda da

B —galaktosidaz aktivitesinin kontrol hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede

yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,05) (Cizelge 4.3. ve Sekil 4.6.)

Cizelge 4.3. pSV-p-Galaktosidaz ile transfekte edilen HelLa hiicrelerinde ve kontrol
hiicrelerinde B-Galaktosidaz aktivite verileri (OD420/total protein (mg)/inkiibasyon siiresi)

48. Saat 72. Saat
pSV-B-Galaktosidaz ile transfekte hiicreler 2,627 2,494
Kontrol 0,029 0,02
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Galaktosidaz|
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48. saat 72. saat

Sekil 4.6. pSV-B-Galaktosidaz ile transfekte edilen HeLa hiicrelerinde ve kontrol hiicrelerinde
[-Galaktosidaz aktivitesi

X-Gal Boyama

In vivo transfeksiyon caligmalar1 sonucu HeLa hiicrelerinde B-Galaktosidaz gen
ekspresyonunu belirlemek i¢in yontemler kisminda anlatildig1 gibi X-Gal boyama yapilarak
mikroskobik goriintiileme sistemi ile fotograflanmistir (Sekil 4.7.). Kontrol grubunda mavi
boyanan hiicreye rastlanmazken pSV-B-Galaktosidaz transfekte edilen hiicrelerin mavi renkte

boyandig1 goriilmiistiir.

Sekil 4.7. pSV-B-galaktosidaz ile transfeksiyon sonrasi X-gal ile boyanan hiicrelerde [-
galaktozidaz eksprese eden mavi renkli hiicrenin goriintimii. (Ok isareti ile gosterilmektedir)
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4.7. pLETM1 transfeksiyonu sonrasi yapilan kontroller
4.7.1. LETM1 Tayin Bulgular

Transfekte ve transfekte olmamis kontrol hiicrelerinden Boliim 3.2.6.2°de anlatildigt
sekilde 48, 72 ve 96. saatlerde elde edilen hiicre lizatlariyla yapilan western blotting sonuglari
Sekil 4.8’de gosterilmektedir. Buna gore LETM1 miktarinin transfeksiyon sonrasi 72 ve 96.

saatlerde kontrol grubuna gore belirgin sekilde arttig1 goriilmiistiir.

Sekil 4.8. 1,2: 48. saat pLETM1 transfekte hiicreler; 3,4: 48. saat transfekte olmamis kontrol
hiicreleri; 5,6: 72. saat pLETM1 transfekte hiicreler; 7: 72. saat transfekte olmamis kontrol
hiicresi; 8,9: 96. saat pLETM1 transfekte hiicreler; 10,11: 96. saat kontrol hiicreleri

4.7.2. Hiicre Canlilig: Testi (MTS) Bulgular

Hiicre canliliginin belirlenmesi amaciyla Bolim 3.2.7.2.°da belirtildigi sekilde MTS
testi yapilmistir. Bu amagla oncelikle hiicrelerin genel biiyiime 6zelligini belirlemek amaciyla
24 kuyucuklu mikroplakalara 1,5x10% hiicre ekilmis ve hiicre canlihigi 0, 24, 48 ve 72.
saatlerde belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore hiicre sayisinin arttifi gézlenmistir

(Cizelge 4.4 ve Sekil 4.9.)

Cizelge 4.4. HeLa hiicrelerinde 72 saat siireyle MTS ile belirlenen canlilik degerleri

0OD490 SD
0. Saat 0,092 0,014
24. Saat 0,217 0,09
48. Saat 0,335 0,037
72. Saat 0,535 0,11
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0,7 -
0,6 A
0,5 1
0,4 1

OD 490

0,3 1
0,2 1
0,1 1

0. Saat 24. Saat 48. Saat 72. Saat

Sekil 4.9. HeLa hiicrelerinde MTS ile belirlenen biiyiime egrisi

pLETMI1 ile transfeksiyon sonrast hiicre canliligimin belirlenmesi amaciyla
transfeksiyonu takip eden 48, 72 ve 96. saatlerde MTS testi uygulanmistir. Calismada kontrol
grubu olarak transfekte olmamis hiicreler ile sadece X-tremeGENE ile muamele edilen
hiicreler kullanilmistir. Sonuglar Cizelge 4.5. ve Sekil 4.10.’da verilmistir. Elde edilen verilere
gore hiicre canliligi 96. saatte gerek kontrol grubu, gerekse transfeksiyon grubu icin
azalmaktadir. Ancak bu azalma LETMI ile transfekte hiicrelerde kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli derecede fazladir (p<0,05).

Cizelge 4.5. pLETMI transfekte, transfekte olmamis kontrol hiicreleri ve kontrol hiicresi +
transfeksiyon ajani ile yapilan MTS test verileri

0. Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat
Transfekte hiicre 0,365 0,633 0,301 0,157
Transfekte olmamuis hiicre 0,365 0,730 0,218 0,270
Kontrol hiicresi + transfeksiyon ajan1 | 0,365 0,711 0,226 0,303
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0,800 - O Transfekte hicre
0,700 -
W Transfekte olmamis hiicre
0,600 -
0,500 - 0O Kontrol hchresi.+
transfeksiyon ajani
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -
0,000 -
0. Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat

Sekil 4.10. pLETM1 transfekte, transfekte olmamis kontrol hiicreleri ve kontrol hiicresi +
transfeksiyon ajani ile yapilan MTS test grafigi

Elde edilen bu verilerin hiicrelerin uzun siire ayni besiyeri igerisinde bulunmasinin yol

acip acmadigini test etmek amaciyla transfeksiyonu takip eden 48. saatte besiyeri

degistirilerek deney tekrari yapilmig ve sonuglar Cizelge 4.6. ve Sekil 4.11.da verilmistir.

Cizelge 4.6. Besiyeri degisimi sonrast MTS test verileri

0. saat 72. saat 96. saat
Transfekte hiicreler 0,351 0,825 0,273
Kontrol 0,351 0,938 0,534
1,2 - O Transfekte
hicreler
1] B ® Kontrol
0,8 A
0,6 A
0,4 -
0,2 -
0 T T
0. saat 72.saat 96. saat

Sekil 4.11. Besiyeri degisimi sonrast MTS test grafigi

40




4.7.3. Sitokrom c serbestlesmesi bulgular:

Hiicre oliimiiniin apoptotik olup olmadiginin belirlenebilmesi amaciyla sitokrom c
serbestlesmesinin belirlenmesi planlanmistir. Bu amacgla mitokondriyal ve sitoplazmik
fraksiyon boliim 3.2.7.3.”da anlatildig: sekilde ayrilarak her iki fraksiyonda da Aktin, LETM1
ve sitokrom C incelenmistir. Elde edilen veriler cergcevesinde beklenen fraksiyonlarin,
kullanilan yontemle etkin sekilde ayrilmadigi goriilmiis (Sekil 4.11.) ve laboratuar

olanaklarimizin sinirli olmasi nedeniyle bu deneyler devam ettirilememistir.

Anti LETM1 Anti sitokrom ¢

Sekil 4.12. Mitokondriyal ve sitoplazmik fraksiyon ayirimi S: sitoplazmik fraksiyon; M:
mitokondriyal fraksiyon

4.7.4. Total DNA izolasyon bulgulari

Transfekte ve transfekte olmamis kontrol HeLa hiicrelerinden elde edilen total
DNA’lar %0,8’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve UV transliiminator iizerinde fotografi cekildi
(Sekil 4.12.). Jel goriintiisii sonucu bir apoptoz belirteci olan DNA merdiven paterni
gbziikmedi.
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1. Kuyu 2. Kuyu 3. Kuyu 4. Kuyu 5. Kuyu

'-~4~

Sekil 4.13. Total DNA %0,8 agaroz jel goriintiisii. 1. kuyu: pLETM1 transfeksiyon sonrasi
72. saat 6rnegi, 2. kuyu: pLETMI1 transfeksiyon sonrasi 96. saat 6rnegi, 3. 4. ve 5. kuyular:
transfekte olmamis kontrol hiicreleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Mitokondriyal membran permeabilizasyonunun intrensek apoptozisin Onemli bir
basamagi1 oldugunun gosterilmesinden itibaren mitokondri gerek hiicre 6limii gerekse hiicre
sag kalimi bakimindan 6nemli bir organel olarak goriilmeye baglanmistir. Mitokondrinin
hiicre i¢i en 6nemli fonksiyonu ATP {iretimidir. Buna ek olarak mitokondri hiicrenin maruz
kalacag: streslere karsi olusturulacak cevaplarin koordinasyonunda da biiyiik 6neme sahiptir.
Bu siiregler arasinda otofaji, kontrollii nekroz gibi apoptotik olmayan hiicre 6liimii ve

apoptozis sayilabilir.

Mitokondri ve hiicre 6liimiindeki rolii iizerine yapilan ¢aligmalar arasinda son yillarda
bir mitokondriyal i¢ membran proteini olan LETMI1 ilgi ¢ekmektedir. ilk olarak Wolf-
hirschhorn sendromunda proteini kodlayan kromozom bdlgesinin kaybiyla dikkati ¢eken
proteinin hiicre i¢erisindeki rolii kesin olarak tanimlanmig degildir. Bu fonksiyonlar; hiicre igi
iyon homeostasizi, mitokondriyal protein sentezi ve hiicre Oliimii olarak 3 ana grupta
toplanabilir; (Nowikovsky ve ark. 2012). Hiicre 6liimiinde 6nemli bir role sahip olan iyon
homeostazisi, 6zellikle kalsiyumun regiilasyonu 6nemlidir. Diger taraftan yapilan ¢aligmalar
LETM1' in bir Ca2"/H" antiportu olduguna isaret etse de, bu tasinmanm K'/H" oldugunu
savunan c¢aligmalar mevcuttur (Hasegawa ve van der Bliek 2007; Jiang ve ark. 2009;
Nowikovsky ve ark. 2004; Nowikovsky ve ark. 2012). LETM1' in K" veya Ca2"
tasinmasindaki roliinii ele alan bu ¢aligmalar genel olarak genin in vitro transfeksiyon sonrasi
asirt ekspresyonu ve/veya siRNA transfeksiyonu sonrasi ekspresyonun baskilanmasi
yontemlerine dayanmaktadir. Bu ¢alismalarin biiylik kisminda ise her iki durumdada hiicre
canlilifina yansiyan bir sonu¢ rapor edilmemistir. Bu ¢aligmalardan sadece iki tanesinde
LETM1 ekspresyonunun baskilanmasinin uzun siirede ve nekrotik karakterde hiicre 6liimiine

yol actig1 bildirilmistir (Dimmer ve ark. 2008; Hasegawa ve van der Bliek 2007).

LETMI'" in hiicre canlilig1 iizerine etkisini ele alan ilk ¢alisma Piao ve ark.' na aittir
(Piao ve ark. 2009a). Arastirmacilar adenoviral vektor kullanarak LETMI1 gen
ekspresyonunun arttilmasinin nekrotik hiicre O6liimiine neden oldugunu bildirmislerdir.
Calisma kapsaminda cesitli kanser Ornekleri de incelenmis ve incelenen tiim kanser
dokularinda LETMI1' in en az adenoviral transdiiksiyon sonrasi oldugu kadar yiiksek diizeyde
LETMI1 eksprese ettigi bildirilmistir. Diger taraftan neden LETMI baskilanmast ve
arttitlilmasinin ayni1 fenotipe yol actigi aciklanamamigtir. Arastirmacilar daha sonra ayni

adenoviral vektor sistemini kullanarak calismalar yapmislar ancak bu calismalarda gesitli
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diizeylerde apoptotik hiicre 6liimii gergeklestigini ve bu 6zelligi nedeniyle kanser tedavisinde
kullanilabilecegini bildirmiglerdir (Hwang ve ark. 2010b; Piao ve ark. 2009b).  Son olarak
2013 yilinda Shin ve ark., (Shin ve ark. 2013) LETM1-CTMP genlerini tasiyan vektorler
kullanarak fare hepatoselliiler karsinom modelinde in vivo gen tedavisi denemisler ve timor

gelisiminin anlaml gekilde baskilanabildigini ifade etmislerdir.

Yukarida kisaca 6zetlenen ve Boliim 2' de kapsamli olarak verilen tiim bu ¢aligmalar
LETMI' in hiicre i¢indeki fonksiyonuna yonelik daha fazla aragtirmaya gereksinim oldugunu
ortaya koymaktadir. Boliimiimiizde bu kapsamda baslatilan ¢alismalar i¢in bir 6n calisma
niteliginde olan bu tez ¢alismasi baslatilmis ve oncelikle viral olmayan yontemlerle saglanan

LETMI1 ekspresyonundaki artigin hiicre canliligina etkisi ele alinmistir.

Kullanilan transfeksiyon yontemi i¢in gen ekspresyonundaki artisin kontrol edilmesi
i¢in oncelikle B-galaktozidaz kodlayan plazmid DNA kullanilarak deneyler yapilmis ve 48 ve
72. saatlerde yiiksek ekspresyon diizeylerinin elde edilebildigi gerek enzimatik gerekse
sitolojik boyama yontemleri kullanilarak gosterilmistir. Daha sonra LETM1 kodlayan plazmid
DNA' nin transfeksiyonu sonrasit 72 ve 96. saatlerde LETM1 diizeylerinin kontrol grubuna
gore belirgin bicimde arttigr goriilmiistiir. Yine bu hiicrelerde hiicre canliliginin da LETM1
asir1 eksprese eden grupta kontrol grubuna gore belirgin sekilde azalma oldugu belirlenmistir.
Hiicre canliligindaki bu azalmada gegen siire igerisinde besiyeri degisimi olmamasinin bir
etkisi olup olmadig1 goz oOniinde bulundurularak 48. saatte besiyeri degistirilmis ve yine

LETMI1 asir1 ekspresyonunun hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu goriilmiistiir.

Tez caligmasi kapsaminda, hiicre 6liimiiniin niteligini anlayabilmek amaciyla DNA
fragmentasyonu ve sitokrom c serbestlesmesi ele alinmistir. Transfeksiyonu takip eden 72 ve
96. saat orneklerinde DNA fragmentasyonu goriilmemistir. Bu durum tek basina yeterli bir
dayanak olmamakla beraber, hiicre dliimiiniin apoptotik olmayacagina isaret edebilir. Diger
taraftan sitokrom c serbestlesmesi laboratuvarimizdaki imkanlarin sinirl diizeyde kalmasi

sebebiyle incelenememistir.

Sonu¢ olarak elde edilen veriler viral olmayan yontemlerle LETM1 gen
ekspresyonunun arttirilmasinin  hiicre canliliginda etkili oldugu destekler niteliktedir.

Proteinin hiicre i¢indeki roliiniin aydinlatilmasi i¢in daha fazla calismaya gereksinim vardir.
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OZGECMIS

Serdar FINDIK 04.04.1987 tarihinde Bayrampasa/ISTANBUL’da  dogdu.
[Ikdgrenimini Haciilbey Ilkogretim Okulunda, lise egitimini Tuglacilar Lisesinde
Merkez/TEKIRDAG’da tamamladi. Lisans egitimini Karadeniz Teknik Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde 2010 yilinda tamamladi. 12. Ulusal T1ibbi Biyoloji ve
Genetik Kongresinde ‘‘Tirk meme kanseri hastalarinda glukokortikoid resoptor gen
polimorfizmlerinin arastirilmasi’’ baslikli poster sunumunu gergeklestirdi. 2010 yilindan
giiniimiize Namik Kemal Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda

yiiksek lisans egitimine devam etmektedir.
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