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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
LETM1 BASKILANAN FARE EMBRIYONIK FIBROBLAST HUCRELERINDE

OKSIDATIF FOSFORILASYON KOMPLEKSLERININ BN-PAGE YONTEMI ILE
DEGERLENDIRILMESI

Seyma DEMIRKESEN

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Cenk ARAL

I¢ mitokondri membraninda gergeklesen iyon ve elektron transportu, ATP sentezi,
mitokondriyal membran potansiyeli ve buna benzer birgok biyolojik siiregte rolii oldugu
diisiiniilen Letml proteini, 83,5 kDa molekiiler agirliga sahip olup, mitokondri i¢
membraninda yer almaktadir. Mitokondri i¢ membrani iyon transportunda rol oynayan
proteinlerle birlikte, ATP sentezinde rol oynayan OXPHOS kompleks proteinlerini de
icermektedir. Bir biitiin olarak bakildiginda i¢ membran boyunca meydana gelen iyon alis-
verisi ve OXPHOS protein komplekslerinin ATP iiretimi olaylar1 birbiri ile ilgilidir.
Literatiirde Letm1 proteininin kompleks yapilar iizerindeki etkisinin, mitokondriyal fonksiyon
bozukluklar1 ve degisimleri ile karakterize olan kanser hiicre hatlarinda gergeklestirildigi az
sayida calisma vardir. Ancak elde edilen sonuclar ¢eligkilidir. Bu g¢alismanin amaci ise
immortalize fare embriyonik fibroblast hiicreleri (MEF) kullanilarak, LETM1 ifadesi
baskilandiginda OXPHOS kompleks proteinlerinin ifadelerindeki degisimin analiz
edilmesidir. Bu amacla LETM1 ifadesi baskilandiginda, OXPHOS kompleks protein
ifadelerindeki degisim SDS-PAGE ve BN-PAGE teknikleri kullanilarak analiz edilmistir.
Calisma sonucunda kullanilan iki farkli teknik sonucunda MEF hiicrelerinde kompleks 1, TII

ve IV’iin protein ifadelerinde anlamli bir degisikligin olmadig1 gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Letm1, BN-PAGE, SDS-PAGE, OXPHOS

2017, 52 sayfa
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MSc Thesis
EVALUATION OF THE MITOCHONDRIAL OXIDATIVE PHOSPHORYLATION

COMPLEXES USING BN-PAGE TECHNIQUE ON LETM1 SILENCED MOUSE
EMBRYONIC FIBROBLAST CELLS

Seyma DEMIRKESEN

Namik Kemal University
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Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Cenk ARAL

Letm1 protein which is thought to have a role on in many biological processes such as
ion and electron transport, ATP synthesis, and mitochondrial membrane potential, has a
molecular weight of 83,5 kDa and is located inside the mitochondrial inner membrane. The
mitochondrial inner membrane contains proteins that play a role in the ATP synthesis, as well
as proteins that play a role in ion transport. Taken as a whole, ion transport through the inner
membrane and ATP synthesis from OXPHOS complexes, are related to each other. There are
few studies in the literature where the effect of the Letm1 protein on complex structures is
carried out in cancer cell lines characterized by mitochondrial dysfunctions and alterations.
But the results are contradictory. The aim of this study is to analyze the expression of
OXPHOS complex proteins by immortalized mouse embryonic fibroblast cells (MEF) when
LETM1 expression is suppressed. For this purpose, the expression level of OXPHOS complex
proteins were analyzed using SDS-PAGE and BN-PAGE techniques after LETM1
suppression. As a result of this study, it has been shown that there is no significant change in

level of complexes I, 11 and IV when used two different techniques in MEF cells.

Keywords: Letm1, BN-PAGE, SDS-PAGE, OXPHOS
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1. GIRIS

Sitoplazma igerisinde yer alan organellerden biri olan mitokondriler, hiicre igerisinde
bulunan ve yasamsal fonksiyonlar1 yerine getiren basit organizmalar olarak
tamimlanmalarindan sonra yunanca mitos (iplik) ve chondros (graniil) tanimindan yola
¢ikilarak mitokondri olarak adlandirilmistir (Altmann 1890, Benda 1898). Mitokondrilerin
oksidatif fosforilasyon tepkimeleri, krebs dongiisii, yag asitlerinin  oksidasyonu gibi
metabolik ve biyoenerjetik reaksiyonlarda rol oynadiklar1 anlasildiktan sonra, yapilarina dair
arastirmalar hiz kazanmustir (Ernster ve Schatz 1981). Mitokondriler i¢ ve dis membran olmak
iizere baslica iki membran yapisina sahiptir. I¢ membranin matrikse dogru kivrilan kismi
krista membran1 olarak adlandirilmakta iken, i¢ membrandan farkli olarak bazi kompleks

proteinlerini igermektedir (Palade 1953, Sjostrand 1953).

Mitokondriyal enerji tiretimi, oksidatif fosforilasyon (OXPHQOS) kompleksleri iizerinde
gerceklesen elektron transferi ve protonlarin i¢ membran boyunca digsart ve igeri
translokasyonu ile gerceklesmektedir. Farkli biyokimyasal yolaklardan elde edilen yiiksek
enerjili elektronlar OXPHOS zinciri kompleks proteinleri ile solunum zinciri boyunca
aktarilarak, molekiiler oksijenin suya indirgenmesi saglanmaktadir. Bu siiregte agiga ¢ikan
enerji matriksten membranlar arasi bosluga protonlarin pompalanmasini saglamakta ve
boylece membran boyunca proton gradiyenti olusturulmaktadir. Bunun sonucunda olusan
membran potansiyeli ve pH farki proton itici giicii olusturmakta ve bu giic ATP sentezi, iyon
transportu, mitokondriyal proteinlerin translokasyonu gibi siire¢lerde rol oynamaktadir (Sekil
1.1) (Mitchell 1966, Hatefi 1985).

pH gradiyentinin
olusturdugu proton

Membran itici guc
potansiyelinin
olusturdugu proton HY B W
itici gu H* [q¢] HY W
Membranlararasi bolge 9% . -
H Y B e

.......

ic mitokondriyal
membran

Matriks

AV AV + ApH ApH

Sekil 1.1. Elektrokimyasal potansiyel olusumunun gosterilmesi (Alberts ve ark. 2015)



Bir biitiin olarak oksidasyon ve ADP’nin fosforilasyonu ile ATP sentezi oksidatif
fosforilasyon olarak adlandirilir. OXPHOS kompleks yapilari, NADH oksidorediiktaz
(kompleks I), stiksinat oksidorediiktaz (kompleks 1), ubikinol-sitokrom c rediiktaz (kompleks
I11), sitokrom c oksidaz (kompleks 1V), ve ATP sentaz (kompleks V) olmak iizere bes farkli
protein kompleksinden olusmaktadir (Sazanov 2015). Mitokondri dinamik bir yapiya sahiptir.
Krista membranminda OXPHOS kompleksleri haricinde K*, Ca™ gibi iyonlarin gegisini
saglayan iyon kanallar1 ve farkli islevlere sahip bir¢cok protein yer almaktadir. Krista
membraninda gerceklesen elektron transportu ve ATP sentezi olaylarinin yani sira,
mitokondri membran potansiyelinin korunmasinda birden fazla faktér rol oynamaktadir.
Bunlardan birisinin de LETM1 tarafindan kodlanan Letm1 proteini oldugu diisiiniilmektedir
(Nowikovsky ve ark. 2004).

Letml asagi Okaryotlarda, hayvanlarda ve bitkilerde yiiksek oranda korunmus bir
proteindir. Mitokondri i¢ membraninda yer alan Letm1 proteininin hidrofobik olan amino
terminal kismi i¢ membranda lokalize olurken, hidrofilik karboksil ucu ise matrikste
bulunmaktadir (Nowikovsky ve Bernardi 2014). ilk olarak Wolf-Hirschhorn sendromunda
(WHS) tanimlanan LETM1 geninin delesyonu, WHS sendromuna neden olmakta ve
hastalarda mikrosefali, mental yetersizlik, konusma problemleri ve epileptik nobetlerin ortaya

¢ikmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Dimmer ve ark. 2008).

Letm1 proteininin fonksiyonu ile ilgili ¢alismalar olmasina ragmen, yapilan ¢aligmalar
birbirleri ile geliskilidir. Letm1’in K*/H" antiportu oldugu ile ilgili ¢alismalar olup, Letm1
ifadesi baskilandiginda Hela hiicrelerinde mitokondriyal hacim dengesinin bozuldugu ve
bunun bir iyonofor olan nigerisin ile normale dondiiriildiigii gosterilmistir (Dimmer ve ark.
2008, Nowikovsky ve ark. 2009). Ayni1 zamanda Letm1’in Ca**/H* degisiminde de roliiniin
oldugu yapilan galismalarla desteklenmistir (Jiang ve ark. 2009, Tsai ve ark. 2014, Shao ve
ark. 2016). Yapilan bu calismalar kapsaminda Letm1 fonksiyonuna dair kesin bir bilginin
bulunmamasina ragmen, Letml ifadesi baskilanan HelLa hiicrelerinde mitokondri Krista
saymin azaldigi kesin olarak bilinmektedir. Krista membraninda ayni zamanda enerji
tiretiminde rol oynayan OXPHOS kompleksleri de yer almaktadir. Bu nedenle Letm1 ifadesi
baskilandiginda, OXPHOS kompleks proteinlerinin durumunda herhangi bir degisikligin olup
olmadig1 arastirildiginda, kompleks I, Il ve IV’in ifadesinde herhangi bir degisikligin
olmadig1 goézlemlenmistir (Dimmer ve ark. 2008). Ancak farkli bir grup tarafindan Letml

ifadesi baskilanan HeLa hiicrelerinde kompleks proteinlerinden olan I ve IV iin neredeyse



olusmadigi, kompleks IlI’iin ise ifadesinde azalmanin oldugu belirtilmistir (Tamai ve ark.
2008).

Bu caligmalar sonrasinda elde edilen sonuglarin tutarlilik goéstermeyip, calismalarin
mitokondriyal fonksiyon bozukluklar1 veya degisimleri ile karakterize kanser hiicre hatlarinda
gergeklestirilmis olmasi ve ¢alisma sayisinin sinirli sayida olmasi dikkati ¢cekmektedir. Bu tez
kapsaminda immortalize fare embriyonik fibroblast hiicrelerinde LETM1 ifadesi baskilanarak
OXPHOS kompleks proteinlerinin ifadelerindeki degisimin analiz edilmesi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Mitokondri
2.1.1 Mitokondri hakkinda genel bilgiler

Sitoplazma igerisinde yer alan organellerden biri olan mitokondri, ilk olarak 1857 yilinda
Rudolph Albert von Kollinker tarafindan kas hiicrelerinde goriilen graniiller olarak
tanimlanmistir (Fye 1999). Altmann (1890), bu yapilar1 bioblast olarak adlandirmis ve bu
yapilarin hiicre icerisinde olduk¢a yaygin bulundugunu ve ayni zamanda hiicre igerisinde
yasayan ilk organizmalar oldugunu belirtmistir. Altmann’in bu fikri, aradan gegen uzun
zaman sonunda bakteriler ve mitokondriler arasindaki benzerlikten dolayi, mitokondrilerin
aslinda simbiyotik yasamin ilk 6rneklerinden olup olmadigi sorusunun tartisiimasiyla dikkat
¢ekmistir (Altmann 1890). Mitokondri adlandirilmas: ilk olarak 1898 yilinda Benda
tarafindan yapilmis, yunanca mitos (iplik) ve chondros (graniil) kelimelerinin birlesmesinden
olusmustur (Benda 1898). 1900’1l yillarin ortalarina kadar mitokondriyal fonksiyon ve yapi
tizerine farkli aragtirmacilar tarafindan deneyler yapilmuis, ilk olarak 1945 yilinda mitokondri
elektron mikroskobu goriintiisii alinmigtir (Claude ve Fullam 1945). Sekil 2.1 de ilk

mitokondri elektron mikroskobu gériintiisii yer almaktadir.

Sekil 2.1. ilk mitokondri elektron mikroskobu goriintiisii (Sjostrand 1953, Palade 1961)

Yiiksek coziniirliiklii detayli mitokondri goriintiilemesi, 1950°li yillarin basinda ince
kesit alinarak yapilan goriintiileme tekniginin bulunmasi ile Palade ve Sjostrand tarafindan
gerceklesmistir (Sjostrand 1953, Palade 1961). Alinan goriintiiler sonunda mitokondrilerin ig
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ve dis olmak {lizere iki farkli membran yapisina sahip oldugu belirlenmis ve bu bolgeler
arasindaki kisim membranlar aras1 bolge olarak tanimlanmistir. Ayn1 zamanda i¢ membranin
cevreledigi bolge matriks ve i¢ membranin matrikse dogru kivrilan kisimlari ise krista

membrani olarak adlandirilmaktadir.

Mitokondriler iki farkli membran yapisindan olusmanin yani sira ayni zamanda niikleer
genomdan ayri olmak iizere kendi genetik materyalini de (mitokondriyal DNA, (mtDNA))
icermektedir. Okaryorlarda mitokondri matriksinde yer alan mtDNA halkasal sekilde ¢ift
zincirli yapiya sahip olup, yaklasik 16,6 kb giftinden olusmaktadir (Anderson ve ark. 1981).
Insan mtDNA’s1 37 gen bdlgesi igerir ve kodlanan 13 farkli proteinin hepsi mitokondriyal
solunum zincirinde goérevli kompleks proteinlerle iliskilidir (Wolstenholme 1992). Buna ek
olarak iki rRNA (16s ve 12s) ve 22 tRNA molekiilii mtDNA tarafindan kodlanmaktadir.
mtDNA yapisi enerjinin korunumunun saglanmasi i¢in, oldukca farkli organizasyona sahiptir.
Gen yapisinda intron bolgeleri yer almazken, hem rRNA hem de tRNA molekiilii alisiimadik
derecede kiigliktiir. Ayrica genler arasinda bosluklar ya yoktur ya da birka¢ baz dan
olugmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar mtDNA’nin bilinenden daha fazla gen igerigine
sahip oldugunu ve bu genlerin kii¢iik polipeptidleri ve mikro RNA’lar gibi bazt RNA’lar
kodladigin1 gostermistir. Ancak bu genlerin ve iirlinlerinin fonksiyonlarna iliskin bilgiler

sinirlidir. Sekil 2.2 de mtDNA yapisi gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. Mitokondriyal genom yapis1 (Taanman 1999)



2.1.2 Mitokondriyal membran ve membran komponentlerinin yapi ve ézellikleri

Mitokondriler hiicresel faaliyetlerin devam edebilmesi icin gerekli olan yasamsal
islemlerin ¢ogunda gorev alirlar ve bu gibi siireglerin kontroliinden sorumlu i¢ ve dis olmak
tizere iki farkli membran yapisindan olusmaktadir. Mitokondri membran1 yapisal olarak da
diger membranlardan ayrilmaktadir. Mitokondriyal membranlar plazma membranina kiyasla
¢ok az miktarda kolestrol igerir. I¢ mitokondri membrani ise karyotik hiicre membraninda
bulunmayan kardiolipin igerir. Kardiolipinin solunum zinciri kompleks yapilari igin 6nemli
oldugu bilinmektedir. Dis mitokondri membrani porinler araciligi ile iyonlara ve kiigiik
yiiksiiz molekiillere karsi gegirgen ozelliktedir (Bayrhuber ve ark. 2008). Bu yapilar ayni
zamanda voltaj bagimli anyon kanallar1 olarak da adlandirilmaktadir. Proteinler gibi biiyiik
molekiillerin membrandan gecisi 6zel translokazlar araciligi ile saglanmaktadir. Cilinkii dis
membranin sahip oldugu porlu yapt membran potansiyelinin olusmasina engel olmaktadir.
Bilinen dis membran proteinlerinin tamami niikleus tarafindan kodlanip, sitozolde ribozomlar

tarafindan sentezlenmektedir.

Dis membranin aksine i¢ membran olduk¢a kuvvetli bir bariyer gorevi goriir ve biitiin
iyon ve molekiillere kars1 gecirgen degildir. i¢ membranda iyonlarin gecisi membran transport
protein sistemleri yardimi ile ger¢ceklesmektedir. Bu iyon seciciligi, membran potansiyelinin
yaklagik 180 mV olmasini saglamaktadir. Mitokondri i¢ ve dis membrani {i¢ farkli alanin
olusmasina neden olmaktadir. Mitokondri i¢ membraninin ¢evreledigi en i¢ kisim, mitokondri
matriksi olarak adlandirilmaktadir ve matriks pH’s1 7,9-8 arasinda yiiksek bir degere sahiptir
(Llopis ve ark. 1998). mtDNA tarafindan gergeklestirilen DNA replikasyonu, transkripsiyon,
protein sentezi ve ¢esitli enzimatik iglemler matrikste gerceklesmektedir. Ayni zamanda sitrik
asit dongiisii enzimleri matrikste yer aldigindan, matriks protein yogunlugu 500 mg/ml olacak

sekilde yiiksek bir orana sahiptir.

I¢ membranin invajinasyonu ile olusan kisim krista membrani olarak adlandirilir. Krista
membrani tamamiyla matrikse gomiliidiir. Bu kisim oksidatif fosforilasyondan sorumlu olan
biitiin kompleks yapilarini igermektedir. Krista membranlar1 arasinda kalan kisim krista
limeni olarak adlandirilmakta ve kiigiik elektron tasiyici sistem olan sitokrom ¢ burada yer
almaktadir. Krista membrani ilk olarak boliim 2.1.1 de bahsedildigi tizere 1950’11 yillarin
basinda ince kesit alinarak yapilan goriintiileme tekniginin bulunmasi ile elektron mikroskobu
ile ortaya ¢ikmistir. Kristalar disk seklinde lameller gibi tiibiiler sekilde ya da i¢ membrana
bakan kisimdan matrikse dogru uzantilar seklinde de olabilmektedir (Sekil 2.3).
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2.2 Oksidatif Fosforilasyon Zinciri Kompleks Proteinleri

Mitokondriler ¢esitli fonksiyonlarda rol almanin yani sira, dkaryotik hiicrelerde enerji
metabolizmasinin merkezidirler. Bu organeller anabolik yolda gerekli olan Onciilerin
tiretilmesi ve ayn1 zamanda besinlerdeki enerjiden ATP sentezinin ger¢eklesmesi i¢in gerekli
olan oksidatif katabolizma basamaklarinda da gorev alirlar. Mitokondriyal enerji tiretimi ve
enerjinin tiikketimi olaylari, bir grup protonik aktivite sonucunda birbirleri ile baglantilidir.
Solunum zincirinde molekiiler oksijenin suya indirgenmesi ig¢in respirasyon zinciri
susbstratlarindan saglanan elektron akis1 ve buna karsilik protonlarin hareketi ile ATP sentezi,
iyon translokasyonu ve proteinlerin importu gergeklesir. Oksidatif enerjinin proton itici gii¢
olusturmak i¢in doniigmesi ve olusan protonik glicten ATP sentezi gergeklesmesi islemi
mitokondri i¢ membraninda yer alan OXPHOS kompleks proteinleri araciligi ile
gerceklesmektedir. Mitokondri krista membraninda lokalize olan OXPHOS sistemi, NADH
oksidorediiktaz (Kompleks 1), siiksinat oksidorediiktaz (kompleks II), ubikinol-sitokrom c
rediiktaz (Kompleks III), sitokrom c¢ oksidaz (Kompleks 1V), ATP sentaz (Kompleks V)
kompleksleri ile elektron tasiyici sistemler olan sitokrom c¢ ve ubikinondan olusmaktadir
(Acin-Perez ve ark. 2008). Sekil 2.4 de OXPHOS kompleks proteinleri ve ATP sentaz

gosterilmistir.



|
Membranlararasi |(T1) = w= == == = - >» - = =) R —
bolge &) © © L
ic membran @ one
| @
Matriks
FAD A0,
NAD'+ H*
NADH FADH,
Krebs
siklusu
Asetil KoA
Sekil 2.4. Solunum zinciri kompleks proteinleri I, 11, 111, IV ve VV’in membran lokalizasyonu ve islevi
(Lichtor 2015)

Mitokondriyal enerji iiretimi, OXPHOS komplekslerinin krebs siklusu, p-oksidasyon
mekanizmasi, aminoasit metabolizmasi ve glikoliz gibi biyokimyasal yolaklardan elde edilen
yiiksek enerjili elektronlarin kullanilarak molekiiler oksijenin suya indirgenmesi ile
baslamaktadir. Kompleks I, II, IIT ve IV arasinda gergeklesen elektron transferi sonucunda
molekiiler oksijenin suya indirgenmesi saglanmaktadir. Bu siiregte agiga ¢ikan enerji,
protonlarin matriksten membranlar arasi bosluga pompalanmasini saglamakta ve membranlar
arast bolgede proton gradiyentinin artisina neden olmaktadir. Protonlarin membranlar arasi
bolgede yogunlugunun artisi ile olusan proton gradiyenti farki elektrokimyasal potansiyelin
olugsmasini saglar (Mitchell 1966, Hatefi 1985). Olusan bu potansiyel fark proton itici giicii
olusturup, protonlarin ATP sentaz araciligi ile membranlar aras1 bolgeden matrikse
tasinmasini saglar. Bu mekanizmaya karsiik ADP ve P; molekiilleri birleserek ATP
sentezlenir. Bir biitin olarak oksidasyon ve ADP’nin fosforilasyonu ile ATP sentezinin

gerceklesmesi oksidatif fosforilasyon olarak adlandirilir.

2.2.1 Kompleks I

Kompleks | ilk olarak 1962 yilinda sigir kalbindeki mitokondrilerden izole edilmistir
(Hatefi ve ark. 1962a). Hatefi ve ark. (1962) daha sonra enzimin {i¢ farkli fonksiyonel
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kisimdan olustugunu bildirmis ve bunlar1 flavin mononiikleotid (FMN), demir-siilfiir iinitesi
(Fe-S) ve membrana bagli olan kisim olarak adlandirmiglardir. Kompleks I, on dort tane
merkezi alt birimden olusmakta ve bu birimler biyoenerjetik fonksiyonlarda rol oynamaktadir.
Bu on dort merkezi birimden yedi tanesi hidrofilik, yedi tanesi hidrofobik kisim olup,
hidrofobik kisimdaki alt birimler mtDNA tarafindan kodlanmaktadir (Wirth ve ark. 2016).
Hidrofilik kisimdaki proteinler ise redoks sisteminde aktif sekilde rol oynayip, FMN ve Fe-S
birimlerinden olusmaktadir. Hidrofobik membran kolu i¢ mitokondri membraninda gomiilii
olup, hidrofilik periferal kol ise matrikse dogru yer almaktadir. Polipeptid kompleksinin
merkezinde yer alan bu proteinler bakterilerden insanlara kadar korunmus proteinlerdir. Ayni
zamanda merkezdeki polipeptidlerin etrafinda yer alan 30 ek alt birim daha vardir ve rolleri

tam olarak net degildir (Angerer ve ark. 2011).

Yaklagik 1 mDa molekiiler agirhiga sahip olan kompleks I, solunum zincirindeki en
biiylik ve ilk kompleks yapidir. Mitokondri matriksinde krebs siklusunda {iiretilen NADH’1n
oksidasyonunda rol oynayarak, iki elektronun ubikinon araciligi ile molekiiler oksijene
aktarilmasinda gorev alir. Bu sirada mitokondri matriksinden, membranlar arasi1 bolgeye
pompalanan H" iyonlari ile proton itici gii¢ agiga ¢ikip, kompleks V aracilifi ile ATP sentezi
gerceklesmektedir. Bu siirecte 4H" membranlar aras1 bolgeye aktarilirken, 2 e kompleks
zinciri aracihigr ile molekiiler oksijenin indirgenmesinde rol oynar (Althoff ve ark. 2011).
Meydana gelen bu mekanizmanin akis1t NADH + H* + Q + 4H™ (matriks) — NAD" +QH, +

4H" (membranlar aras1 bolge) seklinde gosterilmektedir.

Fonksiyon agisindan kompleks I ii¢ farkli kisma ayrilmaktadir. Elektron alic1 kisim ya
da dehidrogenaz kismi (N modiilii) olarak adlandirilan birinci kisim, NADH tan elektronlarin
kabuliinde rol oynar. Elektron aktarici ya da hidrogenaz (Q modiilii) kismi, elektronlar
ubikinona aktarir. Proton translokasyon (P modiilii) kismi olarak bilinen 3. kisim ise,
protonlarin i¢ membrandan pompalanmasinda gorev alir. N ve Q modiilleri matriks kolunda

yer alirken, P modiilii membranda yer almaktadir (Sekil 2.5) (Lazarou ve ark. 2009).
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Sekil 2.5. Kompleks I proteinin krista membranindaki yerlesiminin gosterilmesi (Alberts ve ark. 2015)

Si1gir kalbi model sistemleri kullanilarak yapilan aragtirmalar sonucunda kompleks I alt
birimleri karakterize edilmesine ragmen, halen alt birimlerin islevleri tam olarak netlik

kazanmis degildir.

2.2.2 Kompleks Il

Kompleks 11, elektron zinciri kompleks proteinleri arasinda en erken kesfedilen
protein kompleksidir. 1922 yilinda sitokrom b saptanmis ve ilk kompleks III protein
izolasyonu, sigir mitokondrisinden 1962 yilinda gergeklestirilmistir (Hatefi ve ark. 1962b).
1965 yilinda ise molekiiler agirligi rapor edilip (Tzagoloff ve MacLennan 1965), 32 yil sonra
sigir mitokondriyal bc; kompleksinin kristal yapisi 1997 yilinda agiklanmistir (Xia ve ark.
1997).

Kompleks 111, Sitokrom bc; kompleksi (cyt bcy, bc;) ya da sitokrom ¢ oksidorediiktaz
olarak adlandirilmaktadir. Kompleks III yapis1 genel olarak ii¢ alt birime ayrilip, sitokrom b
(cyt b), sitokrom c (cyt c;) ve Rieske (2Fe-2S) proteininden olusmaktadir. Mitokondri i¢

membraninda yer alan oligomerik bir protein olan komplex III proteini dimer yapida olup, her
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bir monomer 11 farkli polipeptid alt birimden olugmakta ve monomerlerin molekiiler agirlig
yaklagik 240 kDa agirligindadir. Sitokrom bcl kompleksi elektron transfer reaksiyonunda
lipofilik substrat olan ubikinondan (QH;) sitokrom c’ye elektron aktarimini saglarken,
protonlarin membranlar arasi bolgeye translokasyonunu katalizler. Sonucta QH, molekiilii
okside olurken, dort proton pompalanip, iki molekiil sitokrom c indirgenir (Belevich ve ark.
2007). Gergeklesen bu reaksiyon 2cyt.c (okside olan) + QH, + 2H" (matriks) —> 2Cyt.c
(indirgenen) + Q + 4H" (membranlar aras1 bolge) seklinde gosterilmektedir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Kompleks III proteininin yapisinin gosterilmesi (Alberts ve ark. 2015)

2.2.3 Kompleks IV

Mitokondride gerceklesen elektron transferi sisteminin son basamagi olan kompleks
IV yada sitokrom ¢ oksidaz olarak adlandirilan protein kompleksi, sitokrom ¢ havuzundan
gelen dort elektronu iki su molekiilii olusturmak i¢in oksijen molekiiliine verirken, ayni anda
dort protonun membranlar arasit bolgeye gonderilmesini saglar (Pfanner ve Neupert 1987).
Kompleks IV tarafindan katalizlenen tepkime 4H" + 4 + O, ——> 2H,0 olarak
gosterilmektedir. Bu kompleks yap1 tarafindan protonlar membranin negatif (N) tarafindan
pozitif tarafina (P) gonderilirken, oksijen molekiiliiniin indirgenmesi igin gerekli olan
elektronlar ise P tarafindan saglanmaktadir. Bu durum suyu olusturmak igin bir oksijen
molekiiliinlin indirgenmesinde iki pozitif ylikiin membranm N kismindan, P kismin1 gegisi ile

dengelenmistir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Kompleks IV proteininin krista membranindaki yerlesiminin gosterilmesi (Alberts ve ark.
2015)

Oksijen molekiiliiniin suyu olusturmak i¢in indirgenmesi, otomatik olarak membran
potansiyelinin (AP) olusmasini saglar. Ayrica oksijenin elektronlara yiiksek afinite gostermesi
ile, su molekiiliine indirgendiginde yiiksek oranda serbest enerjinin salinmasini
saglayabilmektedir. Boylece oksijenin suya doniismesi ve hiicresel respirasyonun evrimine
bakildiginda, organizmanin anaerobik metabolizmadan ¢ok fazla enerji elde etmesi

saglanmustir.

Kompleks IV 210 kDa molekiiler agirliga sahiptir ve 13 alt birimden olusup, 3 alt
birim mtDNA, 10 alt birim ise niikleer genom tarafindan kodlanmaktadir (Li ve ark. 2006).
Bu protein kompleks yapist oksidatif fosforilasyonun diizenlendigi temel merkezdir ve
aktivasyon mekanizmasinda meydana gelen problemler bir¢ok mitokondriyal hasar kaynakli

ortaya ¢ikan hastaliklarla iligkilidir (Barrientos ve ark. 2002).
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2.3 LETM1 Geni ve Proteini

Leucine zipper, EF-hand-containing transmembran protein 1 (LETM1) ilk olarak Endele
ve ark. (1999) tarafindan tanimlanan bir gen olup, 4. kromozomun kisa kolunda yer alarak, 15
ekzondan olugmaktadir. 739 aminoasit yapisindan olusan ve 83,5 kDa molekiiler agirliga
sahip olan Letm1 proteini, transmembran heliks yapisina, membranlar arasi1 bolgede yer alan
amino terminal domen (NTD) ve mitokondri matriksinde lokalize olan karboksil terminal
domene (CTD) sahip bir mitokondri i¢ membran proteinidir. CTD iki tane EF-el benzeri Ca*
baglanma motifi icerir ve 10sin fermuar yapisina sahip membrana bagl bir protein ailesine
baghidir (Endele ve ark. 1999). Sekil 2.8 de Letml protein yapisi ve mitokondri

membranindaki lokalizasyonu gosterilmistir.
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Sekil 2.8. Letm1’in korunmus organizasyonu ve mitokondri i¢ membranindaki lokalizasyonu . NTD:
Amino terminal domen, TM: transmembran domen, CTD: karboksil domen (Shao ve ark.
2016)

LETM1 ilk olarak Wolf Hirschhorn sendromunda (WHS; MIM 194190) tanimlanmustir.
WHS birden cok bitisik gende meydana gelen hasarlarin neden oldugu, dogum Oncesi ve
dogum sonrasi biliylime gerilikleri, zeka gerilikleri ve cesitli gelisimsel bozukluklarla
karakterize bir hastaliktir (Hirschhorn ve ark. 1965). Hastaliga neden olan genlerin bulundugu
WHS kritik bolgesi (WHSCR), D4S166 ve D4S3327 arasinda kalan 165 kilobazlik bolgeyi
temsil edip (Wright ve ark. 1997), LETM1 bu bdlgenin disinda yer alarak WHSCR’ye 80 kb

ciftinden daha kisa mesafede yer almaktadir. LETM1 delesyonunun WHS hastalarinda
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gozlemlendigi ilk olarak Endele ve ark. (1999) tarafindan gosterilmistir (Endele ve ark. 1999).
Daha sonra LETM1 delesyonuna sahip WHS hastasinda, tam karakterize WHS hastalarindaki
gibi nobetlerin gézlenmedigi, daha iyi motor aktivitesine sahip oldugu ve hastaligin daha
yavas ilerledigi Rauch ve ark. tarafindan rapor edilmistir. Bulduklar1 bulgular sonucunda
hastada WHSCR bdlgesini igeren delesyonun oldugu ancak bu bdlgenin LETML’i
icermedigini bildirmiglerdir. Buradan yola ¢ikilarak hastalikta ikinci bir WHS-Kkritik
bolgesinin oldugu (WHSCR2) ve LETM1’in bu bolgede yer alarak WHS patogenezinde rol
oynadig1 belirtilmistir (Rauch ve ark. 2001).

LETM1 ile ilgili ¢alismalar heniiz protein fonksiyonunun tam olarak bilinmemesinden
dolay1 oldukga yeni iken, Dimmer ve ark.’nin (2002) Saccharomyces cerevisiae da yaptiklar
calisma LETM1 fonksiyonu acisindan Onemli bir kesif olmustur. Bu grup mayalarda
mitokondriyal fonksiyonlarda rol alan genleri taradiklarinda MDM38 (Yo0l027) geninin yeni
bir gen olup, bu gen tarafindan kodlanan proteinin mitokondri i¢ membraninda yer aldigini ve
fonksiyonunun bilinmedigini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda MDM geninin bilinen diger
proteinlerle benzer yapiya sahip olmadigini, mutant fenotipe sahip mayalarda mitokondriyal
morfoloji lizerinde roliinlin oldugu belirtilmistir. Yaptiklar1 arastirma kapsaminda MDM38
tarafindan kodlanan proteinin, Caggese ve ark. (1999) tarafindan Drosophila da
mitokondriyal proteinlerin karakterizasyonu i¢in yapilan ¢aligmada ortaya ¢ikarilan CG4589
geninin {iriinii ile benzer yapiya sahip oldugunu belirtip, her iki iiriiniinde iki Ca*? baglanma
bolgesinin oldugunu ve 16sin fermuar motifi i¢erdigini bildirmislerdir (Caggese ve ark. 1999,
Dimmer ve ark. 2002).

Mayalarda bulunan Yol027 geninin insanlarda bulunan LETM1 geni ile benzer yapiya
sahip olmasi, Letml fonksiyonunun agiga ¢ikarilmast i¢in Y0l027 geni {izerine yapilan
caligmalarin artmasina neden olmustur. Nowikovsky ve ark. (2004) Letm1’in mitokondrideki
fonksiyonunu aydinlatabilmek i¢in, %40 homolojiye sahip olan Yol027 geninin
mitokondrideki fonksiyonunu incelemislerdir. Bu ¢alisma kapsaminda Yol027 geni
bakimidan mutant olan mayalarda, K* iyon dengesinin bozuk oldugu ve bunun sonucunda
mutant hiicrelerin mitokondrilerinde ozmotik sisme ve sekil bozukluklarinin gézlemlendigi

rapor edilmistir (Nowikovsky ve ark. 2004).

Memeli hiicrelerinde tek degerlikli katyon transportu iki antiport sistemi ile
saglanmaktadir. Bunlardan belirgin olan1 Na® secici antiport sistemi olup, digeri secici

olmayan sistemdir ve her iki sistemde de katyonlarin H" ile elektronotral olarak tasmimi
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saglanmaktadir. Potasyumun ozmotik olarak aktif bir katyon olup, sitoplazma ve mitokondri
matriksinde oldukca fazla bulunmasi, K iyonunun diger iyonlara gore hiicrede tasinim
sirasinda daha fazla tercih edilmesini saglamaktadir. K* iyon dengesi hiicrelerde K'/H"
antiport sistemi ile dengede tutulmaktadir (Bernardi 1999). Katyon dengesinin saglanmasi
amaci ile hiicrelerde katyon/proton antiport sistemlerinin olup, katyon kagaklarmin ve
mitokondri hacminin kontrol edildigi ilk olarak Mitchell tarafindan Onerilmistir (Mitchell
1961). Ancak katyon dengesinin kontrolii ger¢eklesemediginde mitokondrideki K* miktarmin
artmasi, mitokondri hacminin artmasina ve morfolojisinin bozulmasina neden olur. Buradan
yola ¢ikilarak Nowikovsky ve ark, (2004) mayalarda ortaya ¢ikan mitokondriyal morfoloji
bozukluklarinin, K'/H* sistemindeki dengenin bozuklugundan kaynaklandigini belirtip,
ortama iyonofor olan nigerisin eklemisler ve mutant hiicrelerde mitokondriyal fonksiyon
bozukluklarinin normale dondiiglinii gostermislerdir. Mayalarda gerceklesen calisma
sonucunda benzer yapiya sahip olan Letm1’inde K*/H" degisiminde roliiniin olabilecegi ilk
kez bu ¢alisma ile belirtilmistir (Nowikovsky ve ark. 2004). Daha sonra Froschauer ve ark
tarafindan Letm1’in K*/H" transportunda rolii oldugu benzer calisma ile gosterilmistir (Sekil

2.9) (Froschauer ve ark. 2005).

Letm] baskilanmasi

A 4

A

Nigerisin

Normal K+ve hacim dengesi

Hiicre olimii, artmug K+ konsantrasyonu

Sekil 2.9. Mitokondriyal hacim dengesinin nigerisin ile dengelenmesi (Dimmer ve ark. 2008)

Mayalarda yapilan calismalar sonrasinda Hasegawa ve Bliek (2007) Letml’in
fonksiyonlarmi tanimlamak i¢in model organizma olan C.elegans tan yararlanmislardir.
C.elegans ile insan Letml proteini %79 homolojiye sahiptir. Bu grup C.elegans da Letml
ifadesini baskiladiklarinda mitokondrinin sistigini, Letml ifadesi arttirilldiginda ise
mitokondrinin kiiciildiigiini ve bdylece i¢ ve dis membranin birbirinden uzaklastigini
gostermislerdir. Letm1 ifadesinin C.elegans da mitokondriyal hacmin dengesinin
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korunmasinda 6nemli oldugunu belirtip yapilan diger caligmalarda oldugu gibi Letm1’in bir
K*H" antiportu olabilecegini belirtmislerdir. Ayrica larva fazindaki C.elegans da Letm1l
ifadesini susturduklarinda larvalarin 6ldigiini belirtip, LETM1 baskilanmasimin lethal

oldugunu belirtmislerdir (Hasegawa ve van der Bliek 2007).

Letml’in bir KH" antiportu oldugu one siiriilirken, aym zamanda mitokondriyal
membran potansiyeli {izerinde de etkisinin oldugu daha Once yapilan c¢aligmalarda
belirtilmistir (Nowikovsky ve ark. 2004). Bunlara ek olarak mitokondri dinamik bir yapiya
sahiptir ve i¢ membraninda iyon gecisini saglayan kanal sistemleri disinda solunum kompleks
proteinleri de bulunmaktadir. Bu bilgilerden yola ¢ikilarak Letm]1 proteini ve mitokondriyal
solunum zinciri kompleks proteinleri arasinda herhangi bir iligkinin olup olmadig ilk olarak
Dimmer ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢alisma ile gosterilmistir. Bu grup HeLa hiicreleri
kullanarak yaptiklar1 calismada Letml proteinin bir K'/H" antiportu oldugunu bildirip,
LETM1 gen ifadesinin baskilanmasi ile solunum zinciri kompleks proteinlerinden olan
Kompleks 1, 1ll, IV ve V’in ifadesinde ve yapisinda herhangi bir degisikligin olmadigini
gostermislerdir (Dimmer ve ark. 2008).

Bu calisma ile benzer 6zelliklere sahip baska bir ¢alismada ise, HeLa hiicrelerinde Letm1
ifadesi baskilandiginda mitokondriyal fragmentasyonlarin olustugu ve krista sayisindaki
azalmanin, mitokondriyal fisyon ve flizyon mekanizmasindan bagimsiz oldugu gosterilmis ve
Letm] ile iliskilendirilmistir. Ayrica Letm1 ifadesinin baskilanmasinin mitokondri membran
potansiyelini etkileyerek, oksidatif fosforilasyondan sorumlu komplekslerden olan kompleks |
ve IV {in neredeyse olusmadigini, kompleks III’iin ifadesinde ise azalmanin oldugu

gosterilmistir (Tamai ve ark. 2008).

Letm1 proteininin bir K*/H" antiportu oldugu diisiiniiliip, mitokondriyal fonksiyonu nasil
etkiledigi ile ilgili ¢aligmalar devam ederken, 2009 yilinda Drosophila da yapilan ¢alisma
Letm1’in Ca™?/H* gecisinde roliiniin olup olmadiginin sorgulanmasina neden olmustur. Jiang
ve ark (2009) Letml ile benzer yapiya sahip olan CG4589'un gen ifadesi baskilandiginda,
mitokondride Ca*? aliminin azaldigim ve bu durumu hiicrelerin H* iyonu salinimini arttirarak

esledigini gostermislerdir (Jiang ve ark. 2009).

Kalsiyum okaryotlarda oldukg¢a islevsel olup, hiicresel olaylarin cevaplanmasinda rol
oynayan ikincil habercidir. Hiicrede sinirsel iletim veya kas kontrolii gibi kisa siireli
kontrollerde rol oynadig1 gibi, hiicre boliinmesi veya organel gelismesi gibi daha uzun stireli

biyolojik islemlerde de rol oynamaktadir (Berridge ve ark. 2003). Ozel olarak hiicresel Ca*?
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sinyalinin iletilmesinde c¢esitli iyon kanallari, pompalar ve degistiriciler gorev almaktadir.
Mitokondriyal Ca*? transportu, mitokondrinin hiicre metabolizmasi ve hiicre éliimii iizerinde
onemli role sahip olmasina neden olur (Hajnoczky ve Csordas 2010). Mitokondri matriksinde
bulunan kalsiyum miktar1 arttiginda, ATP sentaz ve TCA dongiisiindeki enzimlerin aktivitesi
artirtlmaktadir. Ancak mekanizmada herhangi bir sorun ¢iktiginda, fazla miktardaki kalsiyum

hiicre 6limuni tetiklemektedir.

Yapilan son calismalarda Letm1’in mitokondriyal Ca*? dinamiginde rol oynadigmimn
gosterilmesi ile bu yondeki ¢alismalar da artmistir (Waldeck-Weiermair ve ark. 2011, Alam
ve ark. 2012). Floresan proteini olan pericam yardimi ile mitokondri matriksindeki pH ve
Ca*? degisikligi takip edildiginde, Letm] baskilanan hiicrelerde Ca**/H* degisimin bozuldugu
gosterilmistir (Jiang ve ark. 2009). Bunun tiizerine Tsai ve ark (2014), Letml proteinini
saflastirarak protein-lipozom yapisini olusturmuslardir. Olusturduklari bu proteo-lipozom
kompleksinin ¢esitli floresan boyalar yardimi ile Ca*? iyon dengesi lizerine etkisine
baktiklarinda, Letm1’in bir Ca™*/H* antiportu oldugunu ve bir Ca*? iyonuna karsi iki H
molekiiliiniin degisimini katalizledigini belirtmislerdir. Bu ¢alisma ile Letm1’in bir Ca*/H*
antiportu oldugunu ve Ca™ regiilasyonunun K* homeostazt da dahil olmak iizere
mitokondride gerceklesen bir¢ok proseste roliiniin oldugu belirtilmistir (Tsai ve ark. 2014).
Ayrica matriksteki yiiksek Ca*? miktarimin, Ca*? tarafindan aktive edilen mitokondriyal K*

kanallarininin aktivasyonuna neden oldugu bilinmektedir (Szabo ve ark. 2012).

Shao ve ark (2016) yaptiklar1 ¢calisma ile Ca*?/H" degisiminin molekiiler mekanizmasini
aydinlatmaya calismislardir. Yapilan g¢alisma ile saflastirilan Letm1 proteinin hekzamer
yapida oldugu ve bu yapmmin hem bazik hem de asidik ortam sartlarinda korundugu
gosterilmistir. Ayni ¢alismada Letm1 ifadesi baskilanan HeLa hiicrelerinde mitokondriyal
Ca*? seviyesinin arttigim ve Letm] agir1 ifadesinin ise Ca*? seviyesini normale dondiirdiigii
gosterilmistir. Ayrica yapilan biyokimyasal ve yapisal c¢alismalar sonucunda oligomerize
halde bulunan Letm1’in pH 8 degerinde acik konformasyona sahip olup Ca* gegigine izin
verdigi, asidik pH da ise kapali pozisyonda olup Ca*? iyon gecisine engel oldugu elektron
mikroskubu goriintiileri ile gosterilmistir. Bulunan bulgular esliginde Letml1’in iyon
dengesinin saglanmasinda, bilinen iyon transport sistemlerinden farkli olarak spesifik bir

mekanizmasinin olabilecegi bildirilmistir (Shao ve ark. 2016) .

Letm1 geninin kesfinden bu giine kadar yapilan ¢aligmalar kapsaminda Letm1’in K*/H"

ve Ca™/H" degisiminde roliiniin oldugu ile ilgili cesitli ¢aligmalar bulunmaktadir. Ancak bu
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caligmalar esliginde Letm!l proteinin kesin roli ile ilgili bilgiler netlik kazanmis degildir.
Letm1 protein ifadesi eksikliginde gergeklesen mitokondriyal sisme ve bu etkinin nigerisin ile
tekrar diizeltilmesinin sadece Letm1’in K'/H" antiportu oldugu igin agiklanabilecegini
savunan ve gosteren gruplar vardir. Diger taraftan son zamanlarda yapilan c¢alismalar ile
Letm1’in Ca™/H* degisimindeki roliiniin, biyokimyasal ve yapisal olarak gosterildigi
caligmalarda mevcuttur. Her iki durumda da letml’in iyon dengesindeki roliiniin
anlasilabilmesi i¢in daha ¢ok c¢alismanin olmasi gerektigi belirtilmistir (Nowikovsky ve
Bernardi 2014, Tsai ve ark. 2014, Shao ve ark. 2016).

Diger taraftan Letm]1 ile kanser arasindaki iliskiyi ele alan ¢alismalarda bulunmaktadir.

Ancak bu ¢aligmalardan elde edilen sonuglar birbirleri ile uyumlu degildir.

2.4 BN-PAGE

Prokaryotik ve Okaryotik sistemlerde genom analizlerinin aydinlatilmasi isleminden
sonra biyokimyanin dncelikli gorevi, ortaya ¢ikarilan gen iiriinlerinin islevlerinin belirlenmesi
olmustur. Genellikle ¢ogu proteinler fonksiyonlarini diger proteinlerle birlikte stabil yada
gecici etkilesime girerek ve bu etkilesimleri homo veya hetero-oligomerik kompleks yapilari

olusturarak gergeklestirirler (Ellis 2001).

Hiicresel proteinlerin %20-30’u kadar1 integral membran proteinleri olup, ¢oziiniir
proteinlerin yiiksek bir kismi periferal olarak membran proteinleri ile interaksiyon halinde
bulunmaktadir (Wallin ve von Heijne 1998). Membran proteinleri genellikle yiiksek
molekiiler agirliga sahip kompleksler halinde membrana bagli bulunurken ayrica oksidatif
solunum zincirinde yer alan kompleks proteinleri enzimatik olarak aktif yapilardir (Helms
2002). Bu yapilarin elektroforetik sistemler kullanilarak ayrimlart olduk¢a zordur. Bunun en
onemli nedenlerinden biri, membrana bagli proteinlerin hidrofobik kisimlarinin olup, bu
proteinlerin solubilize olabilmeleri i¢in deterjanlarin kullanilmasinin gerekli olmasidir. Ancak
kullanilan deterjanin dogru secimi komplekslerin denatiire olmadan ayrilmasini sagladigindan

deterjan se¢imi olduk¢a onemlidir.

Blue nativ jel elektroforez yontemi (BN-PAGE), ilk olarak mitokondriden izole edilen
membran kompleks sistemlerinin tayini i¢in Schogger ve von Jagow tarafindan ortaya
konulmus bir yontemdir. Bu yontemin temel fikri membran proteinlerinin diisiik iyonik giicte
deterjanlar kullanilarak membrandan ayrilmalarimi saglamak ve coomassie mavisi G250

boyasi ile 6rneklerin nativ jelde yiiriitiilmesi islemidir (Schagger ve von Jagow 1991).
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BN-PAGE tekniginde ilk olarak denatiire edici olmayan deterjanlar yardimi ile protein
komplekslerinin solubilizasyonu gergeklestirilirken, solubilize olan proteinlerin anoda gog
edebilmeleri i¢in proteinlere coomassie mavisi G250 (CBB) boyasi eklenir. CBB proteinlerin
negatif yiikle yiiklenmelerini saglar (Wittig ve Schagger 2008). Membrandan solubilize olan
protein kompleks yapilarinin gradiyent 6zellikteki poliakrilamid jelde molekiiler agirliklarina
gore ylriitilmelerinin ardindan, immunblot teknigi ile proteinlerin biyolojik membrana
transferi gergeklestirilmektedir (Eubel ve ark. 2005). Solubilize olan proteinlerin BN-PAGE
teknigi kullanilarak ayristirilmasi Sekil 2.10 da gosterilmistir. Ayni zamanda molekiiler

agirliklarina gore ayrilan proteinler, western blot tekniginin yani sira comassie mavisi boyasi

yardimu ile jelin boyanmasi saglanarak protein bant analizi yapilabilmektedir.

BN - PAGE

Sekil 2.10. BN-PAGE teknigi kullanilarak membrana bagli kompleks proteinlerin ayrimimin
gosterilmesi (Eubel ve ark. 2005)

Membran proteinlerinin solubilizasyonu amaci ile kullanilan deterjanlar iyonik, iyonik
olmayan ve zwitteriyonik olmak {izere baslica ii¢ gruba ayrilir. Iyonik deterjanlar,
solubilizasyon sirasinda protein-protein etkilesimlerine zarar verdiklerinden bu islem igin
uygun degillerdir. Siklikla kullanilan bir deterjan olan sodyum dodesil siilfat (SDS) iyonik bir
deterjan olup, proteinlerin denatiirasyonunun saglanmasinda kullanilmaktadir. Iyonik
deterjanlarin aksine, iyonik olmayan grupta yer alan deterjanlar lipid-lipid yapilarinin ya da
lipid-protein yapilarinin yikilmasini saglamaktadirlar. Bu tip deterjanlar proteinlerin dogal
hallerini koruyarak izolasyonlarmin gergeklesebilmesi icin gerekli olan deterjan tipleridirler

(Speers ve Wu 2007). Bu yiizden BN-PAGE tekniginde siklikla kullanilan deterjanlar, iyonik
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olmayan n-dodecyl-B-D-maltoside (DDM), Digitonin veya Triton X-100 gibi daha az etkili
deterjanlardir. Son smif olan zwitteriyonik deterjanlar ise genellikle izoelektrik fokuslama

yontemine dayali PAGE sisteminde kullanilmaktadir (Banerjee ve ark. 1995).

Bir diger onemli nokta ise kullanilan deterjanin miktaridir. Membran proteinleri
hidrofobik dogalar1 geregi, membran lipid yapilari ile interaksiyon halindedirler ve membran
protein komplekslerinin izolasyonu sirasinda protein-lipid veya lipid-lipid yapilarinin
olugmasi kaginilmazdir. Bu yapilarin olugsmamasi i¢in kullanilan deterjan miktarinin tayini
protein-protein yapilarina zarar vermeden, bu yapilart membrandan ayirmayi saglamaktadir.
Boylece lipid agregatlarinin olusumu 6nlenmis olmakta ve sadece istenilen protein kompleksi
membrandan ayrilabilmektedir. Tipik bir izolasyon i¢in kullanilan deterjan miktari, %0,5 ile
%2 arasinda olmakta iken, BN-PAGE yonteminde kullanilan deterjanin tipine ve kompleks
proteinin izole edilece8i organizma veya dokuya gore gore oldukca farkli miktarlar
kullanilabilmektedir (Krause 2006). iyonik olmayan ii¢ deterjan tipide BN-PAGE y6nteminde
kullanilabilmekte iken, digitonin diger deterjanlara gore kullanim konsantrasyonu agisindan
1,5-8g deterjan/protein olacak sekilde genis bir konsantrasyon araligina sahiptir. Diger
deterjanlar ile kiyaslandiginda protein-protein interaksiyonunun korunmasinda daha etkindir.
(Reisinger ve Eichacker 2008). Cizelge 2.1 de farkli izolasyon tipleri i¢in kullanilan farkli

deterjan konsantrasyonlar1 verilmistir.
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Cizelge 2.1. Deterjan tipleri ve miktarlarinin gosterilmesi (Krause 2006)

Triton X-100
Saccharomyces cerevisiae 1 g/g protein
Sigir kalbi %2,5 (a/h)
Maya ve si¢an karacigeri %1 (a/h)
DDM
S1g1r kalbi 1,8 g/g protein
Insan embriyonik bébrek hiicreleri %1,3 (a/h)
Digitonin
Sigan karacigeri, bobrek, beyin 8 g/g protein
Sigir kalbi 3 g/g protein
Maya hiicresi 2 g/g protein

Proteinlerin solubilizasyonu saglandiktan sonra, kompleks yapilarin yiliksek ayirma
giicli ile ayrilmalarim1 saglamak icin gradiyent jeller kullanilmaktadir. Kullanilan jellerin
akrilamid konsantrasyon gradiyenti araligi %3 ile %16 degerinde farkli konsantrasyonlarda
olacak sekilde hazirlanip, komplekslerin molekiiler agirliklarma gore ayrilmalari
saglanmaktadir. Gradiyent jeller kullanilarak 0,1-1 MDa araligindaki komplekslerin ayrimi
saglanirken, poliakrilmid yerine agaroz jel kullanilarak 10 MDa’a kadar stiper komplekslerin

denatiire olmadan ve aktif sekilde ayrimlari saglanabilmektedir (Henderson ve ark. 2000).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan cihazlar
Biyogiivenlik kabini (class II), Heal Force, Cin
Buzdolabi +40C, Beko, Tiirkiye

CO; etiiv, Thermo, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
CO; etiiv, Eppendorf, ABD

Dikey elektroforez tanki, Bio-Rad, ABD
Distile su cihazi, Milipore, Almanya

Gli¢ kaynagi, Wealtec, Tayvan

Hassas terazi, Ohaus, ABD

Hemostometre, Marienfeld, Almanya
Isiticili ¢calkalayict blok, Biosan, Letonya
Isiticili manyetik karistirici, WiseStir, Kore
Invert mikroskop, Olympus, Almanya
Mekanik karistirici, Velp, Italya
Mikrospin, Biosan, Letonya

Otoklav, Tekbal, Tiirkiye

Otomatik pipet seti, Axygen, ABD
Otomatik pipet seti, Eppendorf, ABD

Pipet tabancasi, Capp, Danimarka

pH metre, Hanna, Romanya

Sogutmali santrifiij, Tehtnica, Slovenya
Spektrofotometre, Shimadzu, Japonya

Su banyosu, Niive, Tiirkiye

Tiip karistirici, Hasvet, Tiirkiye

Vakum, Biosan, Letonya
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Vakum, Rocker, Tayvan
Vorteks, Wise Mix, Kore
3.1.2 Kullanilan kimyasal maddeler

%10 Hazir Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid (SDS-PAGE) jel, CBS Scientific, ABD
%12 Hazir SDS-PAGE jel, CBS Scientific, ABD

%3-12 Hazir native jel, Invitrogen, ABD

%35 siit tozu

0,22 um steril filtre, Merck Millipore, Almanya

Amfoterisin B, Gibco, ABD

Coomassie brillant mavisi, Fisher Scientific, ABD

Digitonin, Novex, ABD

Dimetil siilfoksit (DMSO), Santa Cruz, ABD

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), Gibco, ABD

Dulbecco’nun fosfat tamponu (DPBS), Life Technologies, ABD

Etil alkol, Sigma, ABD

Etilen glikol-bis (B-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraasetik asit (EGTA), Sigma, ABD
Esansiyel olmayan aminoasit karisimi (NEAA), Gibco, ABD

Fetal sigir serum (FBS), Gibco, ABD

Glisin, Sigma, ABD

G-250 mavisi, Novex, ABD

Hidroklorik asit (HCI), Sigma, ABD

L-glutamin, Sigma, ABD

Lipofectamin 2000, Invitrogen, ABD
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Metanol, Fluka, ABD

Morfolino propan siilfonik asit (MOPS), Sigma, ABD
N-Dodesill--D-Maltosid, (DDM), Novex, ABD
Native protein belirteci, Novex, ABD

Nitroseliilloz membran, Novex, ABD

Opti-MEM, Gibco, ABD

Penisilin/streptomisin, Gibco, ABD

Poly vinylidene difluoride (PVVDF) membran, Santa Cruz, ABD
Ponceau kirmizisi, Sigma, ABD

Potasyum kloriir, Sigma, ABD

Proteaz inhibitor karisimi, Sigma, ABD

Protein belirtegi, Invitrogen, ABD

Sodyum dodesil siilfat (SDS), Mp, ABD

Sodyum bikarbonat (NaHCO3), Sigma, ABD
Sodyum hidroksit, Sigma, ABD

Siikroz, Sigma, ABD

Tripan mavisi, Gibco, ABD

Tripsin, Sigma, ABD

Tris, Sigma, ABD

Uridin, Sigma, ABD

Western kemiliiminisans goriintiileme soliisyonu, Invitrogen, ABD
X —ray developer, Impact, Tiirkiye

X —ray fiksatif, Impact, Tiirkiye
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X —ray film, Kodak, ABD
X —ray film, SantaCruz, ABD
-mercaptoethanol, Ambresco, ABD

3.1.3 Kullanilan siRNA ve antikorlar
siRNA

Calisma kapsaminda LETM1 gen ekspresyonunun baskilanmasi amaciyla gene 6zgii
tasarlanan bir ¢ift SIRNA, Ambion (ABD) firmasindan liyofilize olarak temin edilmistir.
Kullanilan siRNA dizileri su sekildedir;

siRNA-1: 5-auuccugcugccuguaguutt-3'
siRNA-2: 5'-ccacuuaauaauucuuuaatt-3'

200 uM hazirlanan siRNA-1 ve siRNA-2 stok soliisyonlarindan, son konsantrasyon 20
uM olacak sekilde seyreltme yapilarak soliisyonlar hazirlanmigtir. siRNA soliisyonlari, son

konsantrasyon 0,4 uM olacak sekilde kullanilmistir.

Antikorlar

Calismada kullanilan birincil ve ikincil antikorlar su sekildedir;

Letm1, Novus (ABD), GRP75, Santa Cruz (ABD), Kompleks 1, Il ve IV, Abcam (ingiltere).
Ikincil antikorlar ise Santa Cruz, (ABD) firmasindan alinmustir.

3.1.4 Kaullamlan kitler, tamponlar ve ¢ozeltiler
RIPA tamponu (Santa Cruz, ABD)

Hazir olarak alinan RIPA tamponunun igerisinde %1 fenilmetilsiilfonil florid (pmsf),
%1 proteaz inhibitor kokteyli, %1 sodyum ortovanadat olacak sekilde kokteyl hazirlanmis ve

uygun miktarda kullanilmistir.

HRP-konjuge kemiliiminesans goriintiileme substrat kit (Invitrogen, ABD)

Hazir olarak alinan Kit igerisinde bulunan reaktif A ve reaktif B esit oranda

karistirilarak kullanilmistir.

Bradford protein belirteci (Bio-Rad, ABD)
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Bradford reaktifi, tiretici firma direktifleri dogrultusunda 1/5 oranda distile su ile

seyreltilerek kullanilmistir.

Native-PAGE protein hazirlama kit (Novex, ABD)

Hazir olarak alinan kitin igerisinde bulunan %10 DDM ve %5 Digitonin 1:8
protein/deterjan (g/g) oraninda olacak sckilde, 4x Ornek yiikkleme tamponu 1x
konsantrasyonunda, %5 G-250 mavisi boyast ise 1/8 (v/v) oranda olacak sekilde

kullantlmistir.

1x Tris-Glisin (TG) tamponu (Bio-Rad, Almanya)

1x TG tamponu, hazir olarak alinan 10x TG tamponunun 200 ml metanol ile 1000 ml

distile su icerisinde seyreltilmesiyle hazirlanilarak kullanilmistir.

1x SDS jel elektroforez tamponu (CBS scientific, ABD)

Hazir olarak alinan 20x SDS tamponu son hacim 500 ml olacak sekilde distile su ile

seyreltilerek, 1x SDS jel elektroforez tamponu hazirlanmistir.

1x BN-PAGE anot elektroforez tamponu (Novex, ABD)

Hazir olarak alinan 20x yiiriitme tamponu son hacim 1000 ml olacak sekilde distile su

ile seyreltilerek, 1x anot BN-PAGE tamponu hazirlanmistir.

1x BN-PAGE katot elektroforez tamponlar: (Novex, ABD)

Hazir olarak alinan 20x yiiriitme tamponunun, 10 ml 20x katot katkisi ile 200 ml

distile su igerisinde seyreltilmesi ile, 1x koyu katot BN-PAGE tamponu hazirlanmistir.

Hazir olarak alman 20x yiiriitme tamponu, 1 ml 20x katot katkisi ile 200 ml olacak

distile su igerisinde seyreltilmesi ile, 1x agik katot BN-PAGE tamponu hazirlanmistir.

1x Fosfat tuz tamponu (PBS)

Hazir olarak alinan 10x DPBS tamponu, son hacim 1000 ml olacak sekilde distile su

ile seyreltilerek, 1x PBS tamponu hazirlanmastir.
10x Tris tuz tamponu (TBS)

60,6 g Tris ve 87,6 g NaCl pH degeri 7,4 olacak sekilde ayarlanip, son hacim 1000 ml

olacak sekilde distile su ile seyreltilmistir.
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1x Tween-20 iceren Tris tuz tamponu (TBS-T)

100 ml 10x TBS tamponu, 5 ml %10 tween-20 ilavesi ile 1000 ml distile su igeresinde
seyreltilerek, 1x TBS-T tamponu hazirlanmistir.
0.1 M Tris-MOPS c¢ozeltisi

12,1 g Tris-base 500 ml distile suda ¢oziindiiriilmiis ve MOPS kullanilarak pH 7,4’e

ayarlandiktan sonra, son hacim distile su ile 1000 mI’ye tamamlanmustir.
0.1 M EGTA-Tris cozeltisi

38,1 g EGTA 500 ml distile suda ¢ozindiiriilmiis ve Tris ile pH degeri 7.4’e

ayarlanarak son hacim distile su ile 1000 mI’ye tamamlanmuistir.
1 M siikroz ¢ozeltisi

342,42 g siikroz tartilip, ¢ozeltinin hacmi distile su ile 2000 mI’ye tamamlanmuistir.
Mitokondri izolasyon tamponu (1Bc)

10 ml 0,1 M Tris-MOPS, 1 ml 0,1 M EGTA-Tris, 20 ml 1 M siikroz kullanilarak son
hacim 100 ml olacak sekilde distile su ile seyreltimis, mitokondri izolasyon tamponu

hazirlanmistir. pH 7,4 degerinde ayarlanmistir.
%?5 siit ¢ozeltisi

5 g siit tozu tartilarak, ¢ozeltinin hacmilx TBS-T ile 100 mlI’ye tamamlanmistir.
DMEM besiyeri

Yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda %10 FBS, 100 pg/ml penisilin-streptomisin, 2
mM L-glutamin, 0,625 pg/ml amfoterisin B, 50 pg/mL diridin, 3,7 g/L NaHCO; 1x esansiyel
olmayan aminoasit karisimi ve toz besiyerinden olusan karigim kullanilmistir. pH degeri

7,2’ye ayarlandiktan sonra, 0,22 pm por ¢apina sahip filtre ile sterilize edilmistir.
Transfer DMEM

Transfeksiyon sirasinda kullanilan besiyeri 2 mM L-glutamin, 50 pg/mL iridin, 3,7

g/L NaHCO3 1x esansiyel olmayan aminoasit karigimi ve toz besiyerinden olugsmaktadir.
Opti-MEM Besiyeri

Transfeksiyon isleminde siRNA ve lipofektamin 2000 karisimlarinin hazirlanmasinda,
serum igerigi azaltilmis Opti-MEM besiyeri tercih edilmistir. Hazir olarak satin alinmis ve

direk olarak kullanilmustir.
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3.1.5 Kullanilan bilgisayar programlari

Microsoft Office, (ABD), Image J, (ABD). SPSS (ABD)
3.2 Yontemler
3.2.1 Hiicre Kiiltiirii

Fare embriyonik fibroblast hiicreleri (MEF), DMEM besiyerinde, %5 CO, ve 37°C
sicaklik kosullarinin saglandigi inkiibatorde biiyiitiilmislerdir. Hiicreler %90-95 yogunluga
sahip olduklarinda pasaj islemi gergeklestirilmistir. Pasaj isleminde ilk olarak hiicre biiyiitme
kaplarindaki besiyeri uzaklastirilmis, hiicreler 10 ml 1x PBS tamponu ile yikanmistir. Daha
sonra T-75 biyiitme kaplarina 1ml tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek hiicrelerin yiizeyden
ayrilmalar1 saglanmistir. Es hacimde besiyeri eklenerek tripsin inaktive edilmis ve hiicreler
1500 rpm hizinda 3 dakika santrifiij ile ¢oktiiriilmiistiir. Ust faz uzaklastirilarak hiicreler
besiyeri icerisinde siispande edilmistir. Temiz bir tiip icerisinde 50 pl hiicre siispansiyonu,
150 ul tripan mavisi boyasi ile karistirilarak hemositometre yardimi ile hiicre sayisi

hesaplanmustir.

3.2.2 Letml gen ekspresyonunun baskilanmasi

Fare embriyonik fibroblast hiicreleri 9x10% hiicre/cm? kuyu olacak sekilde 100 cm?
hiicre biiylitme kabina ekilmis ve 10 ml DMEM besiyeri ortama eklenmistir. 24 saat sonra
hiicreler kontrol grubunu olusturmak iizere negatif kontrol siRNA ve LETM1 ifade diizeyini
baskilamak amaci1 ile bir ¢ift gene 0Ozgili tasarlanan siRNA ile muamele edilmistir.

Transfeksiyon i¢in kullanilacak kokteyl karisim asagida belirtildigi sekilde hazirlanmistir;
Tiip 1: Opti-MEM besiyeri + sSiRNA-1 + SiRNA-2
Tiip 2: Opti-MEM besiyeri + Lipofektamin 2000

Hazirlanan tiipler oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra 1. tiip, 2. tiipe damla
damla eklenmistir. Islem tamamlandiktan sonra siRNA-lipofektamin kompleksinin olugsmasi
icin oda sicakliginda 20 dakika bekletilmistir. Ik olarak hiicrelerin {izerine belirli hacimde
transfer DMEM besiyeri eklenmis daha sonra hazirlanan karisimdan uygun miktar damla
damla eklenmistir. 6 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicreler 1x PBS tamponu ile yikanip
ardindan DMEM besiyeri ile muamele edilmislerdir. 48 saatlik inkiibasyon siiresini takiben

kontrol ve deney grubu hiicrelerinden mitokondri protein izolasyonu yapilmustir.
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3.2.3 Mitokondri izolasyonu

Bolim 3.2.2 de anlatildigi sekilde transfeksiyon islemi yapilmig ardindan MEF
hiicrelerinden mitokondri izolasyonu yapilmak tizere Frezza ve ark.’nin (2007) tanimladig
yontem kullanilmistir. ilk olarak biiyiitme kaplarindaki besiyeri uzaklastirilmis ve 1x PBS
(Ca+2 ve Mg+2 icermeyen ortam) tamponu ile hiicreler yikanmistir. Yikama isleminin ardindan
hiicreler kaziyici aparat ile kazmarak, 15 ml’lik santrifijj tiiplere konulmustur. 600 g hizinda
10 dakika +4°C’de santrifiij isleminin ardindan iist faz uzaklastirilmis ve pelletin iizerine 3 ml
IBc tamponu eklenmistir. Ornekler mekanik hiicre karistiricisina bagl teflon uglu hiicre
parcalayicist yardimi ile 1600 rpm hizinda 25 vurusluk 2 set olmak {izere muamele
gdrmiislerdir. Islem sonrasinda 6rnekler tekrar 600 g hizinda 10 dakika santrifiij edilmis ve
iist faz 2 mI’lik ependorflara alinarak mitokondrinin ¢oktiirtilmesi i¢in 7000 g hizda 10 dakika
+4°C’de santrifiijlenmistir. Santrifiij isleminden sonra iist faz atilmis ve 200 pl IBc tamponu
ile pellet yikanmustir. 7000 g hizinda 10 dakika +4°C’de santrifiij islemi sonrasi iist faz
uzaklastirilmig ve pellet 40 ul IBc tamponu ile siispande edilmistir (Frezza ve ark. 2007).

3.2.4 Protein miktar tayini

Izole edilen proteinlerin miktar tayinleri, Bradford protein belirteci kullanilarak
belirlenmistir (Bradford 1976). Ilk olarak Bradford protein belirteci, 1/5 oranda distile su
kullanilarak seyreltilmistir. Ardindan 1 ml Bradford protein belirteci ve 20 pl 6rnek olacak
sekilde karisim hazirlanmis ve spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda oOl¢iilmiistiir.
Miktar tayini belirlenirken sigir serum albiimini (BSA) ile 25, 125, 250, 500 ve 750 pg/ml
konsantrasyonlarinda standartlar hazirlanmis ve bu standartlara gore bir egri grafigi
cizilmigtir. Egrinin egimini kullanarak protein miktar1 tayini gergeklestirilmistir.
Spektrofotometre’nin sifirlanmasini saglamak i¢in 1 ml Bradford reaktifi ve 20 pl distile su

kullanilmistir.

3.2.5 SDS-poliakrilamid jel elektroforezi

Protein izolasyon ve konsantrasyon tayini islemlerinin mitokondriyal protein drnekleri
ise 3 ng/kuyu olacak sekilde hesaplanmis, 2x laemmli 6rnek yiikleme boyasi ile birlikte
uygun miktarda karistirilmistir. Daha sonra ornekler 95°C’de 5 dakika denatiire edilerek
proteinlerin lineer yapida ve negatif yiikle yliklenmeleri saglanmistir. Yiikleme i¢in hazir olan
ornekler %10 SDS-PAGE jele yiiklenmis, SDS igeren yiirlitme tamponu yardimi ile
molekiiler agirliklarina gore ayristirilmislardir. 110V’da 1 saat 30 dakika yiiriitme islemi
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yapildiktan sonra, oda sicakliginda 40V’da 2 saat orneklerin PVDF membrana transferi

saglanmustir. Immiinblotlama islemi Boliim 3.2.7 de belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir.

3.2.6 Blue native poliakrilamid jel elektroforezi (BN-PAGE)

Mitokondriyal protein izolasyonu boliim 3.2.3 de anlatildig1 gibi gergeklesip ardindan
protein miktar tayini yapildiktan sonra, drneklerin hazirlanmasi iki farkli iyonik olmayan
deterjan olan DDM ve Digitonin ile ayr1 ayr1 gerceklestirilmistir. ilk olarak mitokondriyal
ornekler 100 pg protein konsantrasyonunda olacak sekilde yeni bir mikrofiij tiipiine konulmus
ve 10.000 rpm hizinda 10 dakika santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Ardindan orneklerin {ist
fazi atilarak pelletin tizerine 1:8 (w/w) oraninda protein/deterjan (digitonin veya DDM) , %1
(w/v) proteaz inhibitor karigimi, 4x 6rnek yiikleme tamponu ve RNaz/DNaz i¢cermeyen Su
kullanilarak hazirlanan soliisyondan 24 pl eklenmistir. 4°C’de 1 saat inkiibe edilerek 18.500g
hizda 30 dakika santrifiij edilmistir. Olusan ¢okeltinin {ist fazi alinarak, coomassie G250
mavisi boyasi ile 1/8 (v/v) oraninda karistirilmistir. Ardindan %3-12 gradiyente sahip native
jele 8 ul protein belirteci ve 20 ug 6rnek olacak sekilde yiiklenmistir. Anot ve katot tamponu
olmak {izere iki farkli tampon sistemi kullanilmis, ilk olarak koyu katot ve anot tamponu ile
birlikte 6rnekler 150 voltta 45 dakika yiiriitilmistiir. Ardindan sistemdeki katot tamponu az
miktarda coomassie mavisi igeren agik katot tamponu ile degistirilerek 250 voltta 90 dakika
elektroforez islemine devam edilmistir. Yiiriitme isleminden sonra +4°C°de 25V°da drnekler
gece boyu PVDF membrana transfer edilmistir. Transfer sonras1t PVDF membran %10 asetik
asit ile 15 dakika muamele edilip proteinlerin membrana fikse edilmesi saglanmistir.

Immiinblotlama Boliim 3.2.7 de belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.

3.2.7 immiinblot yontemi

Protein jel elektroforezi sonrasinda PVDF membrana transfer edilen 6rnekler, %5 siit
tozu ile hazirlanan bloklama soliisyonu ile 1 saat inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyonun ardindan
membranlar 1x TBS-T yikama soliisyonu ile 3 kere 5 dakika olmak tizere yikanmis ardindan
membranlar 1:1000 anti-complex I, 1:1000 anti-complex 111, 1:1000 anti-complex IV, 1:1000
anti-LETM1, 1:1000 anti-GRP-75 antikorlar1 ile gece boyu +4°C’de inkiibe edilmislerdir.
Membranlar farkl: birincil antikorlar ile muamele edildikten sonra, 5 dakika 3 kez 1x TBS-T
ile yikanip, anti-fare veya anti-tavsan olmak iizere uygun olan 1:2500 oranindaki ikincil
antikorlar ile oda sicakliginda 2 saat bekletilmislerdir. Inkiibasyonun ardindan membranlar 5
dakika 3 kez 1x TBS-T ve 2 dakika 1 kez dH,0O ile yikanmis ardindan HRP bagli substrat ile

muamele edilmislerdir. Olusan kemiliiminitik 1s1ma Kodak veya Santa Cruz filmi
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kullanilarak, gelistirici ve sabitleyici soliisyonlar yardimi ile filme aktarilmistir. Protein

diizeylerindeki degisimler Image J yazilimi (https://imagej.nih.gov/ij/) kullanilarak bilgisayar

ortaminda analiz edilmistir (Schneider ve ark. 2012).

3.2.8 istatistiksel analizler

Yapilan istatistiksel analiz islemleri IBM SPSS programi kullanilarak bilgisayar

ortaminda gerceklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Bradford Yontemi Kullanilarak BSA Standart Egri Grafiginin Olusturulmasi

Yapilan c¢alisma  kapsaminda  kullanilacak  olan  mitokondriyal  protein
konsantrasyonunun belirlenebilmesi i¢in Bolim 3.2.4’te anlatildigi  gibi  Bradford
yonteminden yararlanilmistir. Yontem kapsaminda protein standarti olarak kullanilan BSA,
25, 125, 250, 500 ve 750 ug/ml konsantrasyonlarin da olacak sekilde hazirlanmis ve 595 nm
dalga boyunda elde edilen absorbans degerleri Cizelge 4.1’de verilmistir. Elde edilen
absorbans degerlerinden standart egri grafigi ¢izilmis (Sekil 4.1) ve grafigin egimi

kullanilarak, protein konsantrasyonlari belirlenmistir.

Cizelge 4.1. BSA standartlarinin konsantrasyon ve absorbans degerlerinin gosterilmesi

BSA konsantrasyonlari
125 250 500 750

(ng/ml)

Absorbans degerleri

0,029 0,167 0,329 0,582 0,804
(595 nm)

Absorbans Degerleri
o
T

0,3 y=0,0011x+ 0,0327
0,2 R2=0,9928
0,1
0o ® : : : .
0 200 400 600 800

BSA Konsantrasyonlar (ug/ml)

Sekil 4.1. Farkli BSA konsantrasyonlar: kullanilarak ¢izilen standart egri grafigi
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4.2 MEF Hiicrelerinde LETM1 Ifadesinin Baskilanmas1 ve Mitokondriyal Protein

izolasyonu

Deney grubu olarak kullanilacak olan LETM1 ifadesi baskilanmis hiicre grubunu
olusturmak ic¢in Bolim 3.2.2°de anlatildigi sekilde MEF hiicrelerine transfeksiyon islemi
uygulanmistir. 48 saat sonra hiicrelerden Boliim 3.2.3’de anlatildig1 sekilde mitokondriyal
protein izolasyonu yapilmis, kontrol ve Letml RNAi orneklerinin ortalama mitokondriyal

protein konsantrasyonlar1 Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Mitokondriyal proteinlerin ortalama konsantrasyon degerleri

MEF hicresi Kontrol Letml1 RNAI

Ortalama protein
7,07 7,35
konsantrasyonu (ug/ul)

Elde edilen mitokondriyal protein 6rneklerinde Letm1 ifadesinin belirlenebilmesi igin
mitokondriyal proteinler 3 pg olacak sekilde hazirlanmis ve Boliim 3.2.5’de anlatildign tizere
SDS-PAGE yontemi ile muamele edilmislerdir. Film sonuglar1 Sekil 4.2-A’da gosterilmis ve
elde edilen protein ifadesi bant kalinliklar1 image j analiz programi kullanilarak analiz
edilmistir (Sekil 4.2-B). Yapilan analiz sonucunda mitokondriyal protein 6rneklerinde Letm1
ifadesinin %56,2 oraninda azaldigi saptanmistir p=0,002. GRP-75 kontrol proteini olarak

kullanilmistir.
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Kontrol Letm] RNAI

Sekil 4.2. Letm1 ifade diizeyinin SIRNA transfeksiyonu sonrast MEF hiicrelerinde belirlenmesi

4.3 LETMI ifadesi Baskilanan Hiicrelerde ve Kontrol Grubunda DDM ve Digitonin

Kullanilarak Protein/Deterjan Oranmin Optimizasyonu

4.3.1 DDM tayini

Mitokondriyal solunum zinciri kompleks yapilart mitokondri krista membraninda
bulunmakta ve birden fazla alt birimden olusmaktadirlar. Enzimatik olarak aktif olan bu
yapilarin denatiire olmadan native jele yiiklenebilmesi icin iyonik olmayan deterjanlar
kullanilmaktadir. DDM siklikla kullanilan deterjanlardan biri olup, yapilan c¢alisma
kapsaminda 1:2, 1:2,5, 1:3, 1:3,5, 1:4 g/g oraninda protein/DDM olacak sekilde 50 pg protein
kullanilmis ve Ornekler Bolim 3.2.6°de anlatildigi sekilde blue-native jel elektroforezi ile
yiirlitiilmuslerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda protein agregatlarinin olustugu ve agregatlarin
jelde yiriitiilmesi islemi sonucunda nokta seklinde protein bantlarinin meydana geldigi

gozlemlenmistir (Sekil 4.3-A).

Agregat olusturmadan dogru oranda protein ve deterjan birlesimini olusturup,
orneklerin poliakrilamid jelde diizgiin ilerleyebilmelerinin saglanmasi ic¢in 1:2,5 oraninda
secilen DDM miktarina karsilik, farkli protein konsantrasyonlart denenmistir. 25, 50, 75 ve
100 pg miktarinda olmak iizere protein Ornekleri hazirlanmis ve BN-PAGE teknigi ile
sonuclar elde edilmistir. 25 pg harig biitiin 6rneklerde agregat olusumu belirlenmistir (Sekil

4.3-B).
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A Kontrol

Kompleks IV
(Alt birim IV)

100 75 50 25

S KSKS K S K
B. Kompleks IV

Sekil 4.3. Protein miktari/DDM oraninin belirlenmesi. K: Kontrol, S: Letm1 RNA.

4.3.2 Digitonin tayini

Membran komplekslerinin denatiire olmadan membrandan ayrilmalar1 i¢in kullanilan
iyonik olmayan bir diger deterjan ise digitonindir. DDM ile ortaya ¢ikan protein agregat
olusumunu gidermek amaci ile proteinler digitonin ile muamele edilmislerdir. ilk olarak
protein/digitonin oraninin belirlenmesi amaci ile 1:6, 1:8, 1:10 g/g oranlar1 kullanilmistir. 50
ug mitokondriyal protein 6rnekleri Bolim 3.2.6°de anlatildigr sekilde BN-PAGE teknigi ile
analiz edilmistir. Kompleks I, Il ve IV protein ifadelerine bakilarak 1:6 ve 1:8 digitonin

uygulanan 6rneklerde, bant kalinliklarinin, daha iyi sonug verdigi gézlemlenmistir (Sekil 4.4).

Protein/Digitonin (g/g)

1:10 18 1:6

(NDUFAY)

Kompleks III
(Kor I protein)

Kompleks IV
(Alt birim IV)

Sekil 4.4. Digitonin miktarinin belirlenmesi

Elde edilen sonuglar kapsaminda 20 ve 40 pg konsantrasyonlarinda mitokondriyal

protein ornekleri, 1:6 ve 1:8 digitonin oraniyla birlikte muamele edilmislerdir. Sekil 4.5°de
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goziiktiigii izere 20 pg protein 6rneklerinin 1:8 oraninda digitonin ile solubilize edildiginde

protein bantlarinin daha iyi ¢oziiniirliikte elde edildigi gozlemlenmistir.

20 pg 40 ug

Protein/Digitonin (g/g) 1:6 18 16 1:8

1 2 3 4 5 6 7 8

Kompleks I
(NDUFA9)

Kompleks IIT
(Kor I protein)

Kompleks IV
(Alt birim IV)

Sekil 4.5. Protein/Digitonin oraninin belirlenmesi. 1, 3, 5, 7 kontrol, 2, 4, 6, 8 Letm1 RNAI

4.4 Farkh Konsantrasyonlarda Protein Bant Kalinhklarinin Analizi

Mitokondriyal protein konsantrasyonu SDS PAGE i¢in 3 pg olarak belirlenmistir.
Kullanilan bu protein miktarlarinda alinan bant goriintiilerinin fazla satiire olmadigindan emin
olmak i¢in farkli konsantrasyonlarda mitokondriyal oOrnekler hazirlanarak SDS jele
yiklenmistir. 1, 3, 6, 9, 12 ve 15 ug olacak sekilde kontrol 6rnekleri Bolim 3.2.5’da
anlatildigi sekilde elektroforez isleminden ge¢mis, ardindan Bolim 3.2.7°de anlatilan
immiinblot islemi uygulanmistir. Kompleks I ve III antikorlar1 ile membran muamele edilmis

ve protein ifadeleri Sekil 4.6’ da gosterilmistir.

Protein konsantrasyonu (ug)

1 3 6 9 12 15

Kompleks I
(NDUFAY9)

Kompleks IIT
(Kor I protein)

Sekil 4.6. Farkli protein konsantrasyonu bant kalinliklarinin SDS-PAGE ile analizi
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Elde edilen protein ifadelerinin image J programi ile bant kalinliklar1 analiz edilmis ve

yapilan analiz sonucunda kullanilan 3 pg protein konsantrasyonunun lineer degerler arasinda

kaldig1 gozlemlenmistir.

4,00E+04 -
3,50E+04 -
3. 00E+04 -

Bant kalinlig

1,00E+04 -
5. 00E+03 -

0,00E+00

2.50E+04 -
2.00E+04
1.50E+04 -

1

-

3

6

9

12

15

—-Kompleks I

9097.995

21706,865

27862,563

28695,978

30916,07

35499.,09

Kompleks ITT

168,021

3915,489

14105,643

15837271

19268212

17381,505

Protein konsantrasyonu (ug)

Sekil 4.7. Protein bant kalinliklarinin image J programu ile elde edilen analiz sonuglari

Kullanilan bir diger yontem olan BN-PAGE tekniginde ise, protein konsantrasyonu 20

ug olacak sekilde belirlenmistir. Farkli konsantrasyonlar kullanilarak bant kalinliginin analizi

islemi blue native jel kullanilarak 10, 15, 20, 25, 30, 40 ve 50 ug olacak sekilde 6rnekler

hazirlanip, Bolim 3.2.6°de anlatildigi sekilde elektroforez islemi gergeklestirilmistir.

Ardindan immiinblot islemi yapilmis ve membranlar kompleks I, III ve IV antikorlar ile

muamele edilmislerdir. Elde edilen protein bant kalinliklar: Sekil 4.8’de gozlendigi gibidir.
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Protein konsantrasyonu (ug)

10 15 20 25 30 40 50

Kompleks I
(NDUFA9)

Kompleks ITI

Kompleks IV
(Alt birim IV)

Sekil 4.8. Farkli protein konsantrasyon degerlerinde kontrol hiicrelerinin BN-PAGE teknigi ile analiz
edilmesi

Sekil 4.8’de gosterilen bant kalinliklart image J programi kullanilarak analiz edilmis,
analiz sonuglarina gore ¢izilen grafikte, kullanilan 20 pg konsantrasyonunun her ii¢c kompleks

proteini iginde lineer degerde oldugu anlasilmistir (Sekil 4.9) .

3.00E+04 -
2,50E+04

2,00E+04

1,50E+04 -

Bant kalinhg

1.00E+04 |

5.00E+03

0,00E+00

15 20 25 30 40 50

——Kompleks 1| 0 | 275,678 [4376,8823858,024|7256,581|14727.97|11138,66
—m-Kompleks 3| 296,556 | 2943,64 [10337,07|12416,9716702,8224723,32(27093,93
—4—Kompleks 4| 0 [1112,698/6734,187|9624,208|11474,87|17419,23| 22237

Protein konsantrasyonu (ug)

Sekil 4.9. Protein bant kalinliklarinin image j programu ile analiz sonuglari



45 Letml Ifadesinin Baskilanmasimin Solunum Zinciri Kompleks Proteinleri

Uzerindeki Etkisinin Analiz Edilmesi
451 BN-PAGE yontemi ile kompleks proteinlerin analizi

Solunum zinciri kompleks proteinleri farkli ¢ok sayida protein alt birimlerinin bir araya
gelerek meydana getirdigi enzimatik olarak aktif yapilardir. Bu yapilarin aralarindaki
etkilesimin bozulmamasi i¢in kullanilan diisiik iyonik gligte deterjanlar, kompleks yapilarin
sadece mitokondri membranindan ayrilmalar1 saglamakta, komplekslerin alt birimleri arasinda
herhangi bir denatiirasyona neden olmamaktadir. Bu amagla uygulanan BN-PAGE tekniginde
20 pg mitokondriyal protein Ornekleri 1:8 oraninda digitonin ile soliibilize edilip Bolim
3.2.6’de anlatildig1 sekilde elektroforez islemi yapilmistir. Gece boyu transfer isleminden
sonra kompleks I, III ve IV antikorlar1 ile membran muamele edilmis ardindan goriintii
alimmustir. Elde edilen sonuglar kapsaminda kontrol grubu ile kiyaslandiginda Letm1 RNAi
orneklerinde herhangi bir degisimin olmadigt MEF hiicrelerinde gozlemlenmistir. Sekil

4.10°da kompleks protein ifadeleri gosterilmistir.

Kompleks 1/IIVIV
Kompleks 1 e
(NDUFA9)

Kompleks III E—
(Kor I protein)

Kompleks IV
(Alt birim IV)

Sekil 4.10. Kompleks protein ifadelerinin BN-PAGE teknigi ile analizi

Bant kalinliklarinin analizi ise image J programi kullanilarak yapilmis ve Sekil 4.11 de
grafik seklinde verilmistir. Elde edilen sonuglarin anlamliligi ise blok anova testi ile

belirlenmistir.
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p=0,954 p=0,959 p=0,597

120 -
100 -
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20 -

Yiizde (%) Protein Ifadesi

KompleksI  Kompleks III Kompleks IV

Solunum Zinciri Protein Kompleksleri

Sekil 4.11. BN-PAGE yo6ntemi sonrasi kompleks protein ifadelerinin image j programi kullanilarak
analiz edilmesi

45.2 SDS-PAGE yontemi ile kompleks proteinlerin ifadelerini degerlendirilmesi

Kompleks proteinlerin BN-PAGE yontemi ile analiz edilmesinden sonra, kompleks alt
birimlerinin SDS-PAGE ile ifadelerine bakilmistir. Bolim 3.2.5’de anlatildigi sekilde
mitokondriyal protein ornekleri 3 pg olacak sekilde hazirlanmis ve poliakrilamid jele
yiiklenmistir. Immiinblot islemi ise bdliim 3.2.7°de anlatildig1 sekilde yapilmustir. Kompleks
I, III ve IV antikorlar1 ile membran muamele edilmis ve protein ifadeleri kodak film
kullanilarak elde edilmistir. Kompleks I, 111 ve IV alt birimlerinde herhangi bir degisimin

olmadigi gozlemlenmistir (Sekil 4.12).

40



Kompleks 1 —
(NDUFA9)

Kompleks III —
(Kor I protein)

Kompleks IV
(Alt birim IV)

GRP-75 -

Sekil 4.12. Kompleks protein alt birimlerinin ifadelerindeki degisimin SDS-PAGE yo6ntemi ile
belirlenmesi

Bant kalinliklarinin analizi ise image J programi kullanilarak yapilmis ve sekil de
grafik seklinde verilmistir. Elde edilen sonuglarin anlamliligi ise blok anova testi ile

belirlenmistir (Sekil 4.13).

mE Kontrol m®mLetm]l RNAi

p=0,633
140 p=0,992 ' ' p=0,524

120

100
80
60
40

Yiizde (%) Protein Ifadesi

20

0

Kompleks I Kompleks III  Kompleks IV

Solunum Zinciri Protein Kompleksleri

Sekil 4.13. SDS-PAGE yo6ntemi sonras1 kompleks protein alt birim ifadelerinin image j programi
kullanilarak analiz edilmesi
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5. TARTISMA ve SONUC

Biyokimyasal yolaklardan elde edilen substratlarin indirgenmesi ile ortaya c¢ikan
elektronlar, OXPHOS kompleks proteinleri araciligi ile oksijen molekiiliiniin suya
indirgenmesi i¢in transfer edilirken, ayn1 zamanda protonlarin i¢ membran boyunca disar1 ve
iceri translokasyonunun da gergeklesmesini saglamaktadir. Protonlarin translokasyonu
sirasinda olusan pH farkli ve membran potansiyeli, proton itici giicii olusturup bu giic ATP
sentezi, iyon transportu, mitokondriyal proteinlerin translokasyonu gibi siire¢lerde rol

oynamaktadir (Hatefi ve ark. 1962a, Mitchell 1966).

ATP iiretiminde rol oynayan OXPHOS zinciri kompleksleri, kompleks I, II, 111, IV ve
kompleks V olarak adlandirilan ATP sentazdan meydana gelmektedir. Bu protein
komplekslerinden 1, 11l ve IV esas proton pompalaridir ve elektrokimyasal gradiyentin
olusmasinda rol oynarlar. Mitokondri krista membraninda OXPHOS kompleks protein
yapilarinin yam sira, ayn1 zamanda K, Ca*? gibi iyonlarin gegisini saglayan iyon kanallar1 ve
farkli islevlere sahip bir cok protein lokalize olmustur. Bir biitiin olarak bu yapilarin
mitokondri membran potansiyelinin korunmasinda rol oynadiklar1  bilinmektedir

(Nowikovsky ve ark. 2004).

Mitokondri morfolojisi iizerinde rol oynayarak, membran potansiyeli ile de ilgisinin
oldugu diisiintilen proteinlerden biri de Letml1 proteinidir. Letm1 yiiksek oranda korunmus
olan ve mitokondri i¢ membraninda yer alan bir proteindir. Ik olarak WHS’da tanimlanmus
ve tanimlanmasindan sonra fonksiyonu iizerine ¢aligmalar yogunlagsmistir. Yapilan
calismalarda Letm1’in K'/H" antiportu olup, LETM1 gen ifadesinin baskilanmas1 ile
mitokondriyal hacmin arttig1, krista yapisinda sekil bozukluklarinin oldugu ve mitokondriyal
fragmentasyon gibi ¢esitli sorunlarin gozlemlendigi gosterilmistir (Dimmer ve ark. 2008,
Nowikovsky ve ark. 2009). Diger bir taraftan son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda Letm1’in
mitokondriyal Ca*™ dinamiginde rol oynadiginin gsterilmesi ile Letm1’in Ca*?/H* antiportu
olduguna dairde farkli ¢alismalar bulunmaktadir (Tsai ve ark. 2014, Quan ve ark. 2015, Shao
ve ark. 2016). Letml’in iyon degisimi iizerindeki fonksiyonuna dair bilgiler netlik
kazanmamisken, Letml ifade eksikliginde mitokondriyal morfolojide bozukluklarin ortaya
¢ikmasi ve membran potansiyelinin degismesi, Letm1’in kompleks protein yapilari tizerinde
herhangi bir degisiklige neden olup olmadiginin sorgulanmasina neden olmustur. Letml
homologu olan MDM38 mutant mayalarda kompleks ifadelerindeki degisim analiz

edildiginde, kompleks III ve IV protein ifadesinin azaldig1 Frazier ve ark (2006) tarafindan
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gosterilmistir. Ayrica mayalarda gerceklesen bu calisma sonucunda Letml proteinininde

kompleks protein ifadeleri iizerinde roliiniin olabilecegi belirtilmistir (Frazier ve ark. 2006).

Buna dair ilk olarak Dimmer ve ark. (2008) LETM1 gen ifadesinin baskilanmasi ile
solunum zinciri kompleks proteinlerinden olan kompleks 1, Il, 11l ve V’in protein ifadesinde
herhangi bir degisikligin olmadigin1 HeLa hiicrelerinde gostermislerdir (Dimmer ve ark.
2008). Kompleks protein yapilarinin biitiinliigiiniin korunmasinda Letm1 protein varliginin bir
oneminin olmadigini belirtmislerdir. Ancak bir baska grubun yaptiklari ¢alismada ise Letm1
ifadesinin baskilanmasinin mitokondri membran potansiyelini etkileyerek, kompleks I ve 1V
protein ifadesinin yok denecek kadar az olup, kompleks IlI’in protein ifadesinde ise
azalmanin oldugu gosterilmistir (Tamai ve ark. 2008). Letm1 inaktivasyonu arttik¢a kompleks
protein yapilarmin  biitiinliiginiin  bozulmasmin, mitokondriyal morfolojideki diger
bozukluklara goére olduk¢ca yavas oldugunu belirtmislerdir. Ayrica Letml ifadesini
baskiladiklarinda hiicrelerin yarisinda mitokondriyal morfolojide sorunlar olusmusken,
protein kompleks yapilarinin stabilitesinde herhangi bir problem saptanamamistir. Biitiin
bunlarin degerlendirilmesi ile Letml baskilanmasi sonucu kompleks protein yapilarinin
stabilitelerindeki degisimin hemen gézlenmemesi ve bu durumun ortaya ¢ikan erken etkilerin
gizlenmesine neden olabilecegi belirtilip, Letm1’in protein kompleks yapisi stabilitesi ile
ilgisinin olabilecegi belirtilmistir. Ayrica Quan ve ark. (2015) pankreatik B hicrelerinde
Letml ve mitokondriyal kalsiyum uniportunun (MCU) ifadesinin baskilanmasi ile,
mitokondride meydana gelen Ca™ aliminin ve salimminmin bozuldugunu gostermislerdir.
Bununla birlikte her iki protein ifadesinin eksikliginde kompleks I, III ve IV protein
ifadelerinin ve kompleks IV proteininin aktivitesinin de azaldigmi belirtmislerdir. Letm1
ifadesinin azalmasinin pankreatik B hiicreleri mitokondriyal kompleks proteinleri tizerindeki
negatif etkisinin nedeninin ise, protein ifadesinin azalmasi ile ortaya ¢ikan artmis siiperoksit
seviyesinin mitokondriyal fonksiyon bozukluklarina neden oldugu (Hart ve ark. 2014) ve bu
durumunda mitokondriyal biyoenerjetik, respirasyon aktivitesi ve metabolizma ile segresyon

arasindaki dengenin bozulmasinda rol oynayabilecegini belirtmislerdir (Quan ve ark. 2015).

Yapilan bu calismalarin mitokondriyal fonksiyon bozukluklar1 veya degisimleri ile
karakterize kanser hiicre hatlarinda gergeklestirilmis olmasi ve ¢alisma sayisinin sinirl sayida
olmasi dikkati ¢ekmektedir. Bu c¢alismada Letml ifadesinin baskilanmasi sonucunda
OXPHOS kompleks proeinlerinden esas proton pompalari olan I, III ve IV’iin protein
ifadesinde herhangi bir degisikligin olup olmadigi MEF hiicreleri kullanilarak BN-PAGE ve

SDS-PAGE teknigi ile degerlendirilmistir.
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Ik olarak Letm1 gen ifadesi transfeksiyon islemi ile %56,2 oraninda baskilanmistir. Gen
ifadesi baskilanan hiicrelerde OXPHOS kompleks protein ifadelerinin analizi i¢cin BN-PAGE
teknigi kullanilmistir. BN-PAGE teknigindeki onemli noktalardan biri dogru deterjan
secimidir. Bu yiizden literatiirde siklikla kullanilan iyonik olmayan deterjanlardan olan DDM
ve digitonin kullanilarak optimizasyon islemi yapilmistir. DDM ile farkli konsantrasyonlarda
solubilize edilen mitokondriyal protein Orneklerinde protein agregatlarinin olustugu ve
orneklerin western blot teknigi sonrasinda yapilan analizlerde nokta seklinde bantlarin oldugu
gbzlemlenmistir. Digitoninin diger iyonik olmayan deterjanlara gére kullanim konsantrasyonu
acisindan genis bir konsantrasyon araligina sahip oldugu literatiirde yer almaktadir. Digitonin
konsantrasyon araligi 1:10, 1:8, 1:6 g protein/g deterjan olacak sekilde belirlenip farkl
konsantrasyonlarda protein Ornekleri ile solubilize edilmistir. Protein bant kalinliklar
degerlendirildiginde, protein 6rneklerinin konsantrasyonunun 20 pg olmasina ve 1:8 oraninda
digitonin ile solubilize edilmesine karar verilmistir. Kullanilan mitokondriyal protein
konsantrasyonlarinin SDS-PAGE ve BN-PAGE tekniginde lineer degerler arasinda olup
olmadigmin kontrolii igin farkli konsantrasyonlarda mitokondriyal proteinler her iki teknikte
kullanilarak analiz edilmistir. Kullanilan OXPHOS kompleks protein konsantrasyonlarinin

her iki teknik icinde lineer degerler arasinda kaldig1 gosterilmistir.

Yapilan optimizasyon islemleri sonrasinda OXPHOS kompleks protein ifadeleri BN-
PAGE teknigi ile analiz edildiginde, Letml siRNA grubunda kompleks | ve I1I’iin protein
ifadesinin kontrol grubu ile ayn1 diizeyde oldugu gosterilmistir. Ancak Letm1 siRNA grubu
kontrol grubu ile kiyaslandiginda kompleks IV ifadesi %15 oraninda azalmigtir. Bant
kalinliklariin istatistiksel olarak analizi yapildiginda bu farkin anlamli bir fark olmadigi
gozlemlenmistir. Bu sonuglarin desteklenmesi amaci ile ayni zamanda proteinlerin
denatiirasyonunu saglayan yontem olan SDS-PAGE yontemi kullanilarak, kompleks protein
alt birimlerine de bakilmistir. SDS-PAGE o&rneklerinde Letm1 siRNA grubunda kompleks I,
Il ve 1V’iin, kontrol grubu ile kiyaslandiginda protein ifadelerinde anlamli bir degisikligin

olmadig1 gosterilmistir.

Sonug olarak Letm1 gen ifadesi baskilanan MEF hiicrelerinde OXPHOS zinciri kompleks
proteinlerinden olan kompleks I, 1l ve IV’in protein ifadesinde kontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli bir degisikligin olmadigi hem SDS-PAGE hem de BN-PAGE teknigi
kullanilarak istatistiksel olarak gosterilmistir. Yukarida da kisa 6zetlenen ¢alismalardan farkli
olarak elde edilen bu sonuclarin nedenlerinden birisinin kullanilan hiicre hattinin kanser hiicre

hattt1 olmamasi olabilir. Ayrica farkli laboratuvarlarin kullandiklar1 farkli transfeksiyon
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yontemleri ve nihayetinde LETM1 gen ifadesinde farkli diizeylerde azalma saglamalar1 da bu
farkliligin olusmasinda rol oynayabilir. Diger taraftan Letml gen ifadesinin baskilanmasi
sonucunda protein aktivitesi {izerinde herhangi bir degisikligin olup olmadig ise
bilinmemektedir. Kompleks yapilar enzimatik olarak aktif yapilar olduklarindan protein

aktivasyonlarinin da belirlenmesinin bu siiregte 6nemli rolii oldugu diisiiniilmektedir.
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