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ONSOz
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bilgi bulunan connexin32’nin normal meme hicresi MCF10A ve farkli metastatik 6zellikleri olan

meme kanseri hiicreleri MCF7, MDA-MB-231 ve Hs578T'de gap junction ve yarim kanallarin

fonksiyonlarina, hicrelerin ¢cogalmasina, hlicre donglsiine, migrasyonuna ve invazyonuna

etkisi arastirilmistir. Bunun sonucunda Cx32'nin hiicrenin tipine ve kanser tip 6zelliklerine bagh

olarak farkh sekillerde fizyolojik etkiler olusturuklari gézlenmistir.
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OzZET

Meme kanseri kadinlarda kansere bagh 6lumlerde ilk siradadir ve bunlarin blyuk bir kismi
metastazdan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle metastazin molekiler mekanizmalarinin
arastirilmasi 6nemlidir. Meme kanserinde connexin (Cx)’ler de rol oynamaktadir. Bunlar,
komsu hiicreler arasinda oluklu baglantilarla kiiglik molekiillerin gegisini saglayarak ve/veya

yarim kanallarla hiicre disina molekiiller salgilayarak dokularin homeostazisini saglarlar.

insan meme dokusunda Cx26 ve Cx43 genleri hiicrelerin g¢ogalma ve farklilasma
mekanizmalarinda ve memede tumdr olusumunda rol oynamaktadir. Meme primer
timorlerinde, connexinlerin miktarlari azalarak veya proteinlerin lokalizasyonlari degiserek
hicreler arasindaki iletisimin ortadan kalkmasi nedeniyle bunlarin timér baskilayici olduklarini
gostermektedir. Buna karsilik, invaziv meme kanserinde Cx26 ve Cx43'nin ifadesinin oldugu
ve hlcre sitoplazmasinda biriktikleri gdzlenmigtir. Bu, connexinlerin kanserin farkli evrelerinde

gOrevlerinin degisebildigine isaret etmektedir.

insan meme kanseri dokularinda, normal meme dokusunda ifade edilmeyen Cx32'nin lenf
tutunumlu meme kanseri hastalarinda sentezlendigi ve hlcre zari yerine sitoplazmada biriktigi
gosterilmistir. Fakat, Cx32’nin meme kanserde hangi rolleri oynadigi bilinmemektedir. Projede
meme kanserlerinin ileri safthalarinda sentezlenen ve hiicre sitoplazmasinda bulunan Cx32'nin
farkll metastatik 6zellikler gosteren meme kanseri hiicrelerinin yagsam ve cogalmalarina yaptigi

etkiler ile Cx32’nin hicrelerin migrasyon/invazyonuna etkileri aragtiriimistir.

Calismada Cx32’'nin normal meme hicresi MCF10A’de ve farkli metastatik 6zellikteki meme
kanseri hicreleri MCF7, MDA-MB-231 ve Hs578T'de sadece MCF10A’lerde gap junction
plakalari olusturduklari ve digerlerinde sitoplazmada olduklari gézlenmistir. Cx32’nin MCF10A
ve Hs578T’nin canhliklarini azaltmis ama MCF7 ve MDA-MB-231'nin canliliklarini
etkilememistir. Cx32 MCF10A ve MCF7’nin hiicre donglsunu degistirmemis, MDA-MB-231’de
G1'deki hicre oranini azaltmis ve G2'deki hicre oranini artirmistir. Hs578T hiicrelerinde
G1'deki hlcre oranini azaltmis ve S'teki hicre oranini artirmistir. Cx32 MCF10A'nin
migrasyonunu artirma egilimi goéstermis fakat MCF7 ve Hs578T’nin migrasyonunu azaltmistir.
Son olarak Cx32 MDA-MB-231’in migrasyonunu etkilememesine ragmen epitel belirteclerden
E-cadherinin protein ve mRNA seviyesini azaltmis ve mezenkimal belirteglerden vimentin, slug

ve Zeb2’nin mRNA miktarini artirmistir.

Sonug olarak Cx32’nin hicrenin tipine, durumuna ve karakteristigine bagli olarak hucrelerin

fizyolojisini ve dzelliklerini farkli sekillerde etkiledigi gézlenmistir.

Anahtar kelimeler: Connexin32, oluklu baglantilar, meme kanseri, invazyon/migrasyon,

metastaz
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ABSTRACT

Breast cancer is the leading cause of cancer-related mortality in females due to metastasis.
Therefore, it is important to understand molecular mechanisms of metastasis. Connexins (Cx),
associated with breast cancers, regulate tissue homeostasis via both gap junction channels
that exchange molecules between neighboring cells and hemichannels that release molecules

into the extracellular environment.

Cx26 and Cx43 play role in proliferation and differentiation of mammary cells. Furthermore,
they were down-regulated leading to loss of gap junctional communication in primary breast
tumors, indicating their tumor suppressor role. In invasive tumors, they were mainly in
cytoplasms rather than cell membranes, suggesting differential Cx roles in different stages.
Moreover, Cx32, which is not normally expressed in normal breast, was observed in
cytoplasms of primary breast cancers with lymph node metastasis. Roles of Cx32 in breast
cancer is unknown so, we investigated effects of Cx32 on viability, proliferation and

migration/invasion of breast cancer cells with different metastatic potentials.

Exogenous Cx32 expression caused formation of gap junction plaques between adjacent
MCF10A cells while Cx32 was cytoplasmic in MDA-MB-231, MCF7 and Hs578T cancer cells.
Further, Cx32 decreased viability of MCF10A and Hs578T with no effect on MCF7 and MDA-
MB-231. Cx32 did not alter cell cycle phases in MCF10A and MCF7, but it decreased
percentage of MDA-MB-231 in G1 and increased that in G2 phases. Hs578T cells in G1 phase
decreased with an increase in S phase. For migration, Cx32 showed an increasing trend in
movement of MCF10A; whereas it decreased migration of MCF7 and Hs578T. Finally,
although Cx32 did not influence MDA-MB-231 migration, it decreased expression of epithelial
marker E-cadherin and increased expression of mesenchymal markers, vimentin, slug and
Zeb2.

As a result, it was observed that Cx32 affects properties of cells in different ways depending

on the type and characteristics of the cell.

Key words: Connexin32, gap junctions, breast cancer, invasion/migration, metastasis

viii
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1. GIRIS

Hucreler arasi iletisimi saglayan connexin (Cx) molekdlleri: 1) Saglikli dokulardaki hicrelerin
koordineli galismalari, 2) dokularin dis uyaranlara karsi hizli ve uyumlu cevap vermeleri ve 3)
doku homeostazisinin devamliigini saglamalari, sebebiyle organizma igin énem tasirlar
(Delmar vd., 2017). Cx molekiillerinde olusabilen mutasyon ve degisimler sonucunda, ilgili
dokularin fonksiyon ve organizasyonlarinda bozulmalar gézlenir. Bu baglamda, bir 6nemli
Ozelligi de doku fonksiyon ve organizasyonlarindaki bozulma olan timér dokularini olusturan
hicrelerdeki Cx seviyelerinde, lokalizasyonlarinda ve fonksiyonlarinda, saglikl dokulara gore
onemli farklilhklar bulunmasi sasirtici degildir. Kanser hicrelerinde Cx molekullerinde gézlenen
bu tlr degisimler hucreler arasi oluklu baglantilarla yapilan iletisimin (gap junctional
intercellular communication (GJIC)) miktar ve paylagilan molekdllerin gesitliliginin yani sira
GJIC’den bagimsiz mekanizmalar tetikleyerek de kanser fizyolojisini etkilemektedir (Graham
vd., 2018). Timor dokusunda Cx’lerin protein miktarlarinda ve dolayisiyla olusturduklari oluklu
baglantilarda énemli Ol¢cide azalma oldugu gdzlenmekte, bu nedenle de bu molekillerin
kanser biyolojisinde timdr baskilayici potansiyele sahip olduklari distnulmektedir (Delmar
vd., 2017; Graham vd., 2018). Buna karsilik, Cx’lerin hlcreler arasi iletisimi saglama digindaki
gorevlerinin kanserin olugsmasinda ve/veya ilerlemesinde nasil gérevler yuklendigine dair bilgi

birikimi oldukga sinirhdir.

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda, kanserli dokularda bazi connexinlerin, miktarlarindaki
azalmalardan ziyade proteinlerin hicre igindeki lokalizasyonlarinda degisimler oldugu da
gozlenmektedir (Stoletov vd., 2013). Degisik kanser tiplerinde (karaciger, meme),
connexinlerin hucre sitoplazmasinda ve/veya Golgi aygiti gibi bazi organellerde birikerek,
oluklu baglanti kanallari kurulmasindan bagimsiz olarak hicre metabolizmasinda
degisikliklere neden olabildigi gézlenmektedir (Kanczuga-Koda vd., 2010.; Stoletov vd., 2013).
Bu 6zelligin kanser olusumu sirasinda dedil de kanserin daha ileri evrelerinde 6zellikle
metastatik Ozellik kazanmig hlcrelerde gézlenmis olmasi, connexinlerin timoérin gelisim
evresine bagl olarak farkli fonksiyonlar Ustlenebilecegine isaret etmektedir (Naus ve Laird,
2010). Son dénemdeki insan meme kanseri dokularinda yapilan ¢alismalarda 6zellikle normal
insan meme dokusunda ifade edilmeyen connexin 32 (Cx32)'nin lenf tutulumu goérilen
hastalarda ifade edilmeye baslandigi ve bu molekillerin hlicre sitoplazmasinda biriktigi
g6zlenmistir (Kanczuga-Koda vd., 2007). Ginimuze kadar yapilan galismalarda, normal insan
meme dokusunda sadece Cx26 ve Cx43 genlerinin ifade edildigi ve bunlarin meme kanserinde
Ozellikle timor baskilayici olarak calistigi gosterilmistir (Phillips vd., 2017). Fakat, Cx32'nin
meme kanseri hicrelerinde ifade edilmeye baslamasinin ve oluklu baglanti kanallari kurmak

yerine hicre sitoplazmasinda birikmesinin meme kanseri hiicrelerinin fonksiyonunu ve meme
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kanserinin gelisim evrelerini nasil etkiledigi bilinmemektedir. Bu baglamda meme kanseri
hicrelerinde, normal meme dokusunda bulunmayan, fakat kanserli dokularda ifade edilmeye
baglanan Cx32 geninin farkli metastatik potansiyellere sahip meme kanseri hlcrelerinde
biyosentez ve fonksiyonun arastirimasi, metastatik evrelerde 06zellikle migrasyon ve
invazyonda nasil ¢alistiginin tanimlanmasi Cx32’nin metastatik meme kanserlerindeki roltintin

ortaya konulmasi 6nem arz etmektedir.
2. LITERATUR OZETI
2.1 Hiicreler arasi iletisim ve connexinler

Hucreler arasi iletisim ¢ok hicreli canlilarda doku i¢i dengesinin saglanmasinda ve devam
ettiriimesinde énemli roller oynamaktadir. Hicrelerin kullandigi gesitli iletisim mekanizmalari
icerisinde gap junction (oluklu baglanti) kanallari dnemli bir yer tutar (Robertson, 1963; Revel
ve Karnovsky, 1967; Wei vd., 2004). Bu kanallar biribirlerine komsu olan hicrelerin
sitoplazmalari arasinda dogrudan baglanti kurarak iyonlarin, aminoasitlerin, ikincil ulaklarin,
kiiclik metabolitlerin ve siRNA’lerin degisimini gerceklestirirler (Sekil 1A) (Valiunas vd., 2005;
Mese vd., 2007). Gap junctionlar hicreler arasinda molekul gecisini saglayarak hicrelerin
senkronizasyonu, farklilagsmasi, blyimesi ve damarsiz dokularin atik ve metabolit
koordinasyonunun yapilmasi gibi bir c¢ok fizyolojik olayin dizenlenmesini saglayan
vazgecilmez unsurlardir (Kanno ve Loewenstein, 1964; Lawrence vd., 1978; White ve Paul,
1999; Valiunas vd., 2005).

Oluklu baglantilar omurgasiz ve omurgali butin canlilarda faaliyet gosterirler (Sekil 1A)
(Bruzzone vd., 1996; White ve Paul, 1999; Vinken vd., 2006). Omurgasizlarda gap junctionlar
innexin adi verilen bir gen ailesi tarafindan olusturulmaktadir. Buna karsilik, Chordate
filumunda gap junctionlar connexin (Cx) adi verilen bir gen ailesi tarafindan kodlanir (Sekil 1B)
(Goodenough, 1974; Zoidl ve Dermietzel, 2010). Connexin ailesinin Uyeleri, gap junction
kanallarinin duvarlarini olusturan 4 tane transmembran bdlge, bu bdlgeleri hiicre disinda
birbirine baglayan ve kanallarin/hiicrelerin birbirlerini tanimasinda ve connexonlarin (yarim
kanallarin) birbirlerine yapismasinda gérev alan 2 tane dis déngu (extracellular loops, EL1 and
EL2) ile hicre iginde bulunan amino-terminal ug, karboksil-terminal ug ve ikinci ve tglncu
transmembranlari birbirine baglayan bir i¢c dongu (intercellular loop, IL) icermektedir. Bu
bdlgeler arasinda transmembran, amino u¢ ve dis doéngllerin sekanslari oldukca
korunmusken, C-terminal ug ve hiicre igcindeki déongl hem dizilim hem de uzunluk bakimindan
izoformlar arasinda farkhliklarin en ¢ok oldugu ve posttranslasyonel degisikliklerin (6rnegin
fosforlama) en ¢ok goérildigu boélgelerdir (Harris, 2001; Lampe ve Lau, 2004; King ve Lampe,
2005).



4

TUBITAK

insan genomunda viicudun hemen hemen biitiin hiicrelerinde ifade edilern en az 21 farkli
connexin izoformu bulunmaktadir. Mesela, Cx43 vicudumuzdaki bir ¢ok hlicrede bulunurken,
Cx32 baslica karaciger ve Schwann hicrelerinde Uretilmektedir (Harris, 2001). Bazi hiicreler
birden ¢ok connexin izoformu sentezlemekte bu da bu hicrelerde olusturulan connexonlarin
ve oluklu badlantilarin yapisini etkilemektedir. Yarim kanallar ya da oluklu baglantilar
yapilirken eg@er bir ¢gesit connexin kullanilirsa homomerik/homotipik kanallar, kanal olusumu
sirasinda birden fazla connexin kullanildiysa heteromerik/heterotipik kanallar olusur (Sekil 1B)
(Beyer vd., 1995; Bukauskas vd., 2006). Bu tirden farkli organizasyonlar yapisal ve
fonksiyonel cesitliligi arttirdigi gibi hicreler arasinda degistirilen molekillerin cesitliligini de

etkiler.

cytoplasm of [\H Gcre

disl l . E Heterotypic

Zar
—_ —_ Heterotypic
@ - Homotypic
Hucre

cytoplasm GMP g ¢!
(o
of cell B Connexin Connexon Gap Junctions

Sekil 1. Connexin ve oluklu baglantilarin organizasyonu.a) Gap junctionlar komsu hticrelerin
sitoplazmalari arasinda dogrudan baglanti kurarak iyonlarin ve kiiglik molekillerin degisimini
saglarlar (Evans ve Martin, 2002). b) 4 transmembran bdélgesine sahip 6 connexin bir araya
gelerek dnce connexon adi verilen yarim kanallari daha sonra da hlicre zarinda gap junction
kanallari olustururlar (Mese vd., 2007).

Hucrelerde gap junction’larin yapimi, connexinlerin sentez sirasinda endoplazmik retikuluma
entegrasyonuyla baslayip, trans-Golgi aygitinda alti tanesinin bir araya gelip connexon adi
verilen yarim kanallari olusturmasiyla tamamlanir (Musil ve Goodenough, 1993; Das vd., 2002;
Laird, 2006). Yarim kanallar daha sonra hiicre zarina keseciklerle taginarak ya kendi baglarina
gOrev yaparlar (non-junctional kanallar) ya da hiicre zarinda serbest bir sekilde dagilarak
hdcrenin komgu hucrelerle birbirlerine ¢ok yaklastigi kisimlardaki komsu connexonlarla
kenetlenerek oluklu baglantilarin yapimini tamamlarlar (Harris, 2001; Goodenough ve Paul,

2003). Connexinlerin yarilanma dmdurleri 2-6 saat arasindadir. Bu da hicrelerin ¢evrelerinde
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olan olaylara ¢abuk bir sekilde degisikliklere uyarak gerekli yanitlari vermelerini saglamaktadir
(Musil vd., 2000).

Son senelerde, connexinlerin gap junction kanallari olusturarak hicreler arasinda madde
gecisini saglamalarinin yani sira, hicre zarina goénderilen connexonlarin (non-junctional)
yarim kanallar vasitasiyla hicrelerin yagsamlarini ve faaliyetlerini stirdirmeleri icin dnemli roller
Ustlendikleri gdsterilmistir. Normal sartlarda ya da hastalik durumlarinda bu kanallar agilarak
farkh faktorlerin (ATP, kalsiyum, glutamate, NAD gibi) hiicre digina salinimini saglayarak
otokrin ve parakrin sinyallerle ¢evrelerini etkilemelerinin yani sira bu molekdullerin hlcre igine
alimini saglayarak hicre homeostazisinde gbérev almaktadirlar (Goodenough ve Paul, 2003;
Saez vd., 2005; Evans vd., 2006).

2.2 Connexinlerin fizyolojik gorevleri

Connexinlerin insan fizyolojisi icin dnemi bu genlerde olusan mutasyonlarin farkli genetik
hastaliklara neden oldugunun gosteriimesiyle ortaya konmustur (Srinivas vd., 2018).
Gunumuze kadar en az 10 connexin izoformundaki mutasyonlarin 28 farkli genetik hastaliga
neden oldugu gosterilmistir (Srinivas vd., 2018). Mesela, Cx32 mutasyonlarinin Charcot-
Marie- Tooth disease adi verilen kaltsal periferal neuron hastaliyi, Cx46 ve Cx50
mutasyonlarinin katarak ve Cx26, Cx30 ve Cx31'’in sagirlik ve deri hastaliklariyla ilintili oldugu
gOsterilmistir (Bergoffen vd., 1993.; Gong vd., 1997; Shiels vd., 1998; Scott ve Kelsell, 2011).

Connexinlerin kalitsal genetik hastaliklarla baglantisinin yani sira meme kanseri gibi farkli
kanserlerin baslangicinda ve ilerlemesinde de rol oynadigi gosterilmistir. Yapilan 6ncil
calismalarda timér hicrelerinin arasinda gap junctional intercellular communication (GJIC)
olmadi§i ve bu durumun connexin ifadesinin azalmasindan kaynakh oldugu gosterilmistir
(Mesnil vd., 2005; Aasen vd., 2017). Bu nedenle GJIC ve connexinlerin timor baskilayici
olarak gorev aldiklari disundlmistir (Mesnil vd., 2005). Fakat daha sonra gergeklestirilen
galismalar connexinlerin kanser indUkleyici olarak da calisabildiklerine isaret etmektedir. Bu
baglamda connexinlerin timoér olusumunda hiicre, evre ve zamana bagl olarak farkli roller

Ustlenebilecedi vurgulanmistir.
2.3 Connexinler ve meme kanseri

Gelismis Ulkelerdeki kadinlarda en sik rastlanan kanser tirli olan meme kanseri, dizenli
mamografi taramalarinin erken teshise yaptigi 6nemli katkilara ragmen, halen kadinlarda
kansere bagl 6lim sebepleri arasinda ilk sirada yer almaktadir. Lokalize ya da bolgesel lenf
tutulumu asamasinda tespit edilen meme kanseri etkili bir sekilde tedavi edilebilirken, uzak

metastaz durumlarinda kullanilan rutin uygulamalar yetersiz kalmakta ve bu durum 5 yillik
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hayatta kalma oranini oldukga disirmektedir. Meme kanserinde baslica 6lim sebebi olan
metastazin dngorilebilmesi ya da etkin olarak tedavi edilebilmesi mevcut tibbi yontemlerle
mdmkin degildir. Bu nedenle, hastaya uygun tedavi yontemlerinin dogru bir sekilde
uygulanabilmesi i¢cin metastaz riskinin kesin bir sekilde belirlenebilmesi gerekmektedir. Bu
amaca ulasabilmek i¢in metastazi ydneten tim faktorlerin molekiler dizeyde belirlenmesine
ihtiyac duyulmaktadir (Weigelt vd., 2005; Dinya Saghk Orglti, 2018).

Normal ve patolojik meme fizyolojizisinde gorev alan molekullerden biri olan connexinler (Cx)
hem hicreler arasinda oluklu baglantilar (gap junction) kurarak hem de etkilesim igcinde
olduklari diger molekiller vasitasiyla meme homeostazinda dnemili roller Ustlenmektedir (El-
Saghir vd., 2011). insan meme dokusunda, meme kiigiiltme operasyonlarindan elde edilen
orneklerde connexin ailesi Uyelerinden sadece Cx26 ve Cx43 genlerinin ifade edildikleri
g6zlenmistir (Monaghan vd., 1996) . Bu dokularda Cx26’nin 6zellikle liminal hlcrelerde,
Cx43’in de miyoepitel hicrelerde bulundugu ve bulunduklari htcrelerin ¢ogalma ve
farklilasma mekanizmalarinda rol oynadiklari 6n gérilmustur (Sekil 2) (El-Sabban vd., 2003;
McLachlan vd., 2007). insanlardan memenin her gelisim evresinden istenilen doku érnekleri
elde edilmesi zor oldugu igin, kemirgenlerde (fare ve si¢an) yapilan ¢alismalar connexinlerin
meme fizyolojisinde oynadidi rollere 1sik tutmustur. Bu ¢alismalarda memenin farkli gelisim
evrelerinde Cx26 ve Cx43’Un yani sira Cx32 ve Cx30'un da ifade edildigi gézlenmistir (El-
Sabban vd., 2003; Sohl ve Willecke, 2004; Talhouk vd., 2005; McLachlan vd., 2007).
Kemirgenlerde, bakirelik, hamilelik, emzirme ve slitten kesme ddénemlerinde connexinlerin
cesitlerinde, ifade diizeylerinde ve miktarlarinda degisimler oldugu gdsterilmistir (Talhouk vd.,
2005). Mesela, Cx26 ve Cx32'nin sit uretimi doneminde hem mRNA hem de protein
seviyelerinde 6nemli dlgllerde artmalar oldugu, sutten kesme evresinde ise bu molekdllerin
seviyelerinin bakire farelerinkine benzer dizeylere donmeye basladi§i gézlenmistir. Bu da
Cx26 ve Cx32'nin en azindan kemirgenlerde sit Uretiminde ya da salgilanmasinda goérev
aldigina isaret etmektedir (Monaghan vd., 1996; Talhouk vd., 2005).
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Sekil 2. insan ve fare meme dokusunda connexin ifadesinin karsilastirilmasi. insan meme
dokusunda Cx26 ve Cx43 bulunurken, fare meme dokusunda Cx26, Cx30, Cx32 ve Cx43’ln
ifade edildigi gozlenmistir (McLachlan vd., 2007).

Meme kanserinde connexinlerin ya da gap junctionlarin gorev aldigi bilgisine normal meme
dokusu ve meme kanseri dokusundan elde edilen mRNA’larin subractive hibridizasyon
yontemiyle karsilastiriimasi sonucunda ulasiimistir. Bu ¢alismalara goére, timér dokusundan
elde edilen hicrelerde Cx26 ve Cx43 miktarlarinin normal dokulara gore 6nemli dlglude
azaldigi ve hucreler arasindaki gap junction plakalarinin olusmadigi gézlenmistir (Lee vd.,
1992). Daha sonra yapilan arastirmalarda memede ifade edilen connexinlerin primer timor
dokularinda genel olarak ya miktarlarinda azalma oldugu ya da proteinlerin lokalizasyonlarinin
degistigi, boylece hicreler arasindaki GJIC (gap junctional intercellular communication)'in
tamamen ortadan kalktigi gézlenmistir (Laird vd., 1999; Kanczuga-Koda vd., 2003; Kanczuga-
Koda vd., 2005; Conklin vd., 2007). Ek olarak, GJIC bulunmayan kanser hicrelerinde
connexinlerin yeniden ifade ettiriimelerinin hucre bolinmesini ve tumor buyumesini
engellemesi, bu genlerin meme kanserinde tUmor baskilayici gérevler Ustlendiklerine isaret
etmektedir (Zhu vd., 1991; McLachlan vd., 2006; Naus ve Laird, 2010). Bunun yani sira,
hastalardan elde edilen bazi invaziv meme kanseri turlerinde Cx26 ve Cx43'nin ifade edilmeye
devam ettikleri, bu proteinlerin bllylk gcogunlukla hlcre sitoplazmasinda biriktikleri gézlenmistir
(Jamieson vd., 1998; Kanczuga-Koda vd., 2006; McLachlan vd., 2007). Bu gdzlemler
connexinlerin kanserin farkli evrelerinde farkli gérevler Ustlenebildigine isaret etmektedir: Bu
da connexinlerin kanserin ilk evrelerinde ve/veya primer kanserlerde tUmor baskilayici olarak
calisirken, kanserin ileri safhalarinda ise metastazi tesvik edici faaliyetlerde bulunabilecegini
goOstermektedir (Sekil 3). Buna gore, kanserin ileri safhalarinda connexinlerin hiicre zarinda
gap junction kanallar yapmak yerine hicre sitoplazmasinda birikerek bilinmeyen
mekanizmalarla metastazda gorev alabilecekleri distintlmektedir (McLachlan vd., 2007; Naus
ve Laird 2010).
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Sekil 3. Connexin ifadesindeki degisimlerin meme kanserinin farkl evrelerinde oynadigi roller.
Connexinlerin  timor olusumunun ilk donemlerinde azaldi§i fakat ileri asamalarinda
seviyelerinin arttigi gézlenmistir (Naus ve Laird, 2010)

Yukarida da isaret edildigi Uzere, normal insan meme dokusunda ve meme kanseri
arastirmalarinda kullanilan hicre hatlarinda sadece Cx26 ve/veya Cx43 genlerinin ifade
edildikleri gosterilmigtir. Bununla beraber son dénemlerde, meme kanseri hastalarindan elde
edilen doku 6rneklerinde yapilan immunokimyasal ¢alismalar, kanser dokularinda Cx26 ve
Cx43’e ek olarak Cx32'nin de ifade edilmeye basladigini géstermistir (Conklin vd., 2007;
Kanczuga-Koda vd., 2007). Normal meme dokusundaki bu Cx molekillerine ek olarak
miyoepitel ve bazi [iminal hiicrelerde Cx30 varligi ve Cx32’nin liminal epitel hiicreler arasinda
bulundugu gosterilmistir (Teleki vd., 2014). Fakat, Cx30 ve Cx32'nin insan meme
fizyolojisindeki fonksiyonu bilinmemektedir. Cx32’nin insan meme dokusunda kanser geligimi
sirasinda ifade edilmeye baglamasinin meme kanserine etkisi ve bu baglamda Cx32’nin meme

fizyolojisinde oynadigi roller bilinmemektedir.

Cx32 geni ilk olarak karaciger hicrelerinden klonlanmig, daha sonra da Schwann hucreleri ve
bdbrekteki podocyte gibi bir cok farkl hiicrede bulundugu goésterilmistir (Kumar ve Gilula, 1986;
Kumar ve Gilula, 1996). Cx32 mutasyonlarinin insanlarda X kromozomuna bagh kalitsal
Charcot-Marie-Tooth (CMTX1, OMIM# 302800) hastaligina neden oldugu gosterilmigtir

(Bergoffen vd., 1993). Bu da Cx32’nin insan fizyolojisi icin olan énemini ortaya koymaktadir.
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Ek olarak, Cx32'nin farkli kanser tiirlerinde de etkin rol Ustlendigi bilinmektedir. Ozellikle deney
hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda, Cx32 geni ¢ikarilan farelerin kimyasal ya da radyasyonla
induklenen karaciger ve akciger kanserlerine normal farelerden daha yatkin olduklari
gOsterilmistir (Temme vd., 1997; King ve Lampe, 2004). Bu da Cx32’nin bu dokularda timor
baskilayici gorevler Ustlendigine isaret etmektedir. Bazi hepatocellular carcinoma (HCC)
turlerinde Cx32’nin ifade edilmeye devam ettigi ve Cx32’nin hiicreler arasinda oluklu baglant
kurmak yerine, hlicre sitoplazmasinda biriktigi gozlenmistir (Li vd., 2007). Bu calismada
Cx32'nin olusturdugu oluklu baglantilarin HCC’nin gelismesini engelledigi fakat sitoplazmada
biriken Cx32’nin HCC hicrelerinin invazyon ve metastazini artirdigi goésterilmistir. Cx32’nin
hicre sitoplazmasinda biriktigi durumlar mide, prostat, kolon kanseri gibi farkli kanser
turlerinde de kaydedilmistir (Mehta vd., 1999; Kanczuga-Koda vd., 2010; Jee vd., 2011). Fakat,
Cx32'nin hicre sitoplazmasinda birikmesinin kanser hicrelerinin hareket ve metastaz

kabiliyetlerini nasil etkiledigi tam olarak bilinmemektedir.

Bu projede, lenf tutulumlu meme kanserlerinde ifade edilmeye baslandidi gézlenen Cx32'nin
farkll metastatik 6zellikler gdsteren meme kanseri hicrelerinde oynadidi rollerin arastiriimasi

amaglanmigtir.
3. GEREG VE YONTEM
3.1 Connexin 32’nin farkli ekpresyon vektorlerine klonlanmasi

insan connexin 32 (hCx32) cDNA’'si ABD’deki University of Pennsylvania’da bulunan
Professor Steven S. Scherer’dan tedarik edilmistir. Ek olarak, hCx32’'nin polimeraz zincir
reaksiyonuyla (PZR) ¢cogaltiimasi igin gerekli olan Tablo 1°deki primerler klonlama igin gerekli

restriksiyon enzim kesim bolgeleri (sirasiyla Xhol ve EcoRI) eklenerek tedarik edilmistir.

Tablo 1. Cx32’nin ¢ogaltiimasi icin kullanilan primerler

hCx32-Xhol-F TGT TGT CTC GAG atg aac tgg aca ggt t
hCx32-EcoRI-R TGT TGT GAA TTC tca gca ggc cga gca gc

hCx32 cDNA’s! farkli vektorlere klonlanmak amaciyla PZR ile ¢codaltiimigtir. cDNA Xhol ve
EcoRI enzimleriyle kesilerek éncelikle sekansinin dogrulanmasi amaciyla pBSBK bakteriyel
vektorine klonlanmistir. Sekansi teyit edilen hCx32 cDNA'sIni iceren klonlar daha sonra tekrar
Xhol ve EcoRI enzimleriyle kesilerek ayni enzimlerle kesilmis pIRES2-EGFP memeli ve

pMSCV PIG viral ekspresyon vektorlerine klonlanmistir.
3.2 Hiicre kiilturii

hCx32'nin fonksiyonun arastiriimasi i¢in normal meme htcresi MCF10A ve farkli metastatik

Ozellikleri olan meme kanseri hicreleri, MCF7 (invaziv olmayan), Hs578T (orta derece invaziv),
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MDA-MB-231(invaziv)) kullaniimigtir (Guo vd., 2002; Hughes vd., 2008). Hucreler asagdida
listelenen besi yeri ortamlarinda 37°C ve %5 CO; ile nemlendirilmis inklbatérde ¢ogaltilarak

kalttrleri devam ettirilmigtir.

MCF10A: DMEM/F-12 (GIBCO)/%5 Donor Horse Serum (Biological Industries)/%1
Penicillin/Streptomycin (GIBCO)/ 20ng/mL EGF (Sigma)/ 0.5 ug/mL Hydrocortisone (Sigma)/
100ng/mL Cholera Toxin (Sigma)/10 ug/mL insilin (Sigma)

MCF7, MDA-MB-231 ve 293T: DMEM (GIBCO)/%10 Fetal Bovine Serum (FBS) (GIBCO)/%1
Penicillin-Streptomycin (GIBCO)

Hs578T: DMEM (GIBCO)/%10 Fetal Bovine Serum (FBS) (GIBCO)/%1 Penicillin-
Streptomycin (GIBCO)/10ug/ml instlin(Sigma)

NIH3T3: DMEM, %10 Newborn Calf Serum (NBCS) (Life Technologies, Cat# 16010159) /%1
Penicillin-Streptomycin (GIBCO)

Hucreler haftada iki kere, %0.05 Trypsin-EDTA (Biological Industries) ile 2-15 dakika 37°C’de

bekletirek kaldiriimis ve yeni kaplara uygun sayida ekilerek pasajlanmigtir.

Hucrelerin pIRES2-EGFP2-Cx32 ile transfeksiyonlari asagida belirtildigi sekilde ureticinin
protokolU takip edilerek gergeklestiriimigtir:

MCF10A- Transfeksiyondan 24 saat dnce 6-kuyucuklu kaplara kuyucuk basina 500,000 hiicre
ekilerek transfeksiyon giinii Fugene HD transfeksiyon ajaniyla hiicrelere pIRES2-EGFP2 ve
pIRES2-EGFP2-Cx32 plazmidleri 2ug DNA:4ul Fugene HD (Promega) oraniyla verilmistir.
Transfeksiyondan 24 saat sonra EGFP sinyali floresan mikroskobuyla kontrol edilerek

deneylerde kullaniimistir.

MCF7- Transfeksiyondan 24 saat 6énce 6-kuyucuklu kaplara kuyucuk basina 300,000 hiicre
ekilerek transfeksiyon ginu Fugene HD transfeksiyon ajaniyla hucrelere pIRES2-EGFP2 ve
pIRES2-EGFP2-Cx32 plazmidleri 1ug DNA:6pl Fugene HD (Promega) oraniyla verilmigtir.
Transfeksiyondan 48 saat sonra EGFP sinyali floresan mikroskopuyla kontrol edilerek

deneylerde kullaniimigtir.

Hs578T- Transfeksiyondan 24 saat 6nce 6-kuyucuklu kaplara kuyucuk basina 200,000 hiicre
ekilerek ertesi glin Lipofectamine 3000 transfeksiyon ajaniyla hiicrelere pIRES2-EGFP2 ve
pIRES2-EGFP2-Cx32 plazmidleri 3ug DNA:4ul Lipofectamine 3000 oraniyla verilmistir.
Transfeksiyondan 72 saat sonra EGFP sinyali floresan mikroskopuyla kontrol edilerek

deneylerde kullaniimistir.
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MDA-MB-231- Transfeksiyondan 48 saat dnce 6-kuyucuklu kaplara kuyucuk basina 400,000
hicre ekilerek Fugene HD transfeksiyon ajaniyla hicrelere pIRES2-EGFP2 ve pIRES2-
EGFP2-Cx32 plazmidleri 2ug DNA:6ul Fugene HD (Promega) oraniyla verilmistir.
Transfeksiyondan 48 saat sonra EGFP sinyali floresan mikroskopuyla kontrol edilerek

deneylerde kullaniimigtir.

Fugene HD transfeksiyonu icin belirlenen DNA ve Fugene miktarlari serumsuz DMEM’de
karistirildiktan sonra oda sicakliginda 30 dakika beklenmistir. Karisim hicrelere damla damla

verilerek hicreler 24 ile 48 saat arasinda deneylerde kullaniimistir.

Lipofectamine 3000 transfeksiyonu igin éncelikle Lipofectamine 3000 serum olmayan DMEM’e
eklenip vortex’le karistiriimistir. DNA serum olmayan DMEM ve kitle gelen P3000 miyariyla
karistirilarak hazirlanmistir. DNA solisyonu, Lipofectamine 3000 soliisyonuna eklenerek 10
dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Karisim hicrelere damla damla verilerek hiicreler 24 ile

48 saat arasinda deneylerde kullaniimistir.
3.3 Virus uretimi

3.5-4.5x106293T hiicresinin 10 cm lik kiltir kabina ekiminden 24 saat sonra, hiicreler lentiviral
vektorler: 2ug pLenti-GlII-CMV-GFP-2A-Puro (pLenti-GFP, ABMGOOD) veya 2ug pLenti-GllI-
CMV-GFP-2A-Puro-Cx32 (pLenti-Cx32-GFP, ABMGOOD), 1.3ug paketleme vektori
(PCMVdR8.74) ve 0.7ug sarmalama vektéri (pMD2.VSVG) ile 12 pl Fugene HD kullanilarak
transfekte edilmistir. Transfeksiyondan 24 saat sonra, hlicrelerin besiyeri uzaklastiriimis ve
yeni 8.5 mL besiyeri eklenmistir. Transfeksiyondan 48 saat sonra, virUsleri iceren besiyeri
falcon tlplerine toplanmis ve yerine 8.5 mL yeni besiyeri eklenmistir. Toplanmis virGsler, bir
sonraki toplamaya kadar 4°C’de saklanmistir. Transfeksiyondan 72 saat sonra, viris iceren
besiyeri tekrar toplanmistir. Titrasyon icin 200 pl viris ayrilmis ve geriye kalan virtsler —

80°C’de saklanmistir.
3.4 Virus titrasyonu

Virts Uretiminin verimliligini belirlemek amaciyla, virlslerin titresine karar verilmistir. Virls
titrasyonu fare fibroblast hicreleri olan NIH3T3+ hicre hatti kullanilarak yapiimistir. 2x10°
NIH3T3+ hiicresinin 6-kuyucuklu kaplara ekilmesinden 24 saat sonra, 103, 10%, 10°
oranlarinda seyreltilmis virsler ve 8 ug/mL polybrene iceren 4mL son hacimli besiyeri
hicrelerin Gzerine eklenmistir. Hicreler 2 saat, 2,500 rpm ve 32°C’de santriflij edilmistir.
Besiyeri uzaklastirildiktan sonra kuyucuk basina 2mL yeni besiyeri eklenmistir. Virls

enfeksiyonundan 48 saat sonra, hicreler trypsin ile kaldiriimis ve 10 cm’lik kiltir kabina, 2

10
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pg/mL puromycin igeren segilim besiyerine ekilmistir. Virls icermeyen negatif kontrol (mock)

kosulundaki hiicreler élene kadar segilim devam ettirilmistir.

Secilim tamamlandiginda, kultir kaplari 1X PBS ile iki kere kabin igerisinde yikanmistir. 4 mL
1X PBS eklendikten sonra, kiiltir kaplari kabin disina alinmis ve PBS uzaklastiriimistir. Sonra
kaltir kaplart 5mL % 5’lik Crystal Violet boya sollisyonu ile calkalama kabinda, oda
sicakliginda 10 dk inkibe edilmigtir. Crystal Violet boya sollisyonu uzaklastiriimis ve kultir
kabi 1X PBS ile yikanmigtir. 1X PBS ile yapilan 10 dk'lik yikamalar mock kosulundaki
hicrelerin kultir kabi transparan oluncaya kadar devam ettirilmistir. 1X PBS uzaklastirildiktan
sonra, kdltlr kaplari ters gevrilmis ve kurumaya birakilmistir. Kalttr kaplari kuruduktan sonra

koloniler sayiimistir.
3.5 Viriis enfeksiyonu

6-kuyucuklu kaplara, kuyucuk basina 2.5-3.5x10° MCF10A, MCF7, MDA-MB-231 ve Hs578T
hicresi ekilmistir. Hlcre ekiminden 24 saat sonra hucrelerin besi yeri uzaklastiriimis, her
kuyucuga 8 pg/mL polybrene ile birlikte 4mL virlis eklenmistir. 6-kuyucuklu kaplar 2 saat
boyunca 2,500 rpm ile 32°C de santrifij edilmistir. Kuyucuk basina 2 mL yeni besiyeri
eklenmistir. Enfeksiyondan 48 saat sonra, hicreler trypsin ile kaldinlip 10 cm’lik hiicre kaltard
kaplarina transfer edilmistir. Hlcreler 2 ug/mL puromycin iceren segilim besiyerine ekilmigtir.
Mock kosulundaki hucreler 6lene kadar segilim devam ettiriimis ve bdylece Cx32'yi kalici

olarak ifade eden hicreler elde edilmistir.
3.6 Tekli immunohistokimyasal analizler

Lamel’de blydutilen ve pIRES2-EGFP ve pIRES2-EGFP2-hCx32 ile transfekte edilen hiicreler
iki defa 1X PBS’le yikandiktan sonra 1X PBS’te hazirlanmis %4 paraformaldehyde ile 20
dakika boyunca sabitlenmistir. %0.1 TritonX-100’lG 1XPBS’le hicre zarinin gecirgenligi 15
dakika boyunca artiriimis ve hucreler %3-%5 BSA bulunan %0.1 TritonX-100’It 1XPBS’le 30-
60 dakika boyunca bloklanmigstir. Daha sonra hiicrelere 1:200 oraninda seyreltilen tavsan anti-
Cx32 birincil antikoru (rabbit anti-Cx32 antibody - Invitrogen) biitiin gece 4°'C’de ya da oda
sicakliginda 1 saat boyunca uygulanmistir. Sonrasinda birincil antikor t¢ kere 1X PBS’le
yikandiktan sonra tavsana karsi Uretilen floresan molekul bagl ikincil antikor (Alexa Fluor 555-
anti-rabbit antikor (Invitrogen)) 1:200 ve DAPI 1:500 oranlarinda seyreltilerek 30 dakika
boyunca uygulanmistir. Uc kere 1X PBS’le yikanan lameller cam lamlara yikleme
solisyonuyla (mounting medium) yuklenmistir. Hazirlanan cam lamlar floresan mikroskopta
40X-100X objektifiyle kontrol edilip resimleri c¢ekilmis, Imaged programiyla da (NIH)
birlestirilmistir.
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3.7 Western blot analizleri
3.7.1 Protein izolasyonu

Transfekte veya enfekte edilen hlcreler sivi nitrojende dondurulmus ve -80°C’de saklanmistir.
Protein izolasyonu sirasinda dondurulmus hulcreler buzun Uzerinde 5 dakika boyunca
eritildikten sonra Uzerlerine Lysis buffer (10 mmol/l Tris pH 7.5, 1 mmol/l EDTA, %0.1 Triton
X-100, 1X protease inhibitor and 1 mM DTT) eklenerek, hlcreler kazinarak toplanmigtir.
Eppendorf tiplere toplanan hicreler 26G’lik instlin siringalariyla homojenize edildikten sonra
buzun Gzerinde 20 dakika boyunca bekletilmiglerdir. Kisa bir vortex’ten sonra hicreler 4°C’de
ve 14000 rpm’de 10 dakika boyunca santriflj edilip sivi kismi yeni Eppendorf tlplere

aktariimis, protein miktari Bradford testiyle belirlendikten sonra -80°C’de saklanmislardir.

Bradford igin proteinler 1:200 oraninda (1 pl protein, 159 ul dH2O and 40 ul 5X Bradford miyar
olacak sekilde) 96-kuyucuklu kaplarda ikili ornekler olarak hazirlanmistir. Protein
konsantrasyonlarinin tayini igin 0.2, 0.5, 1, 2, 4, 8 mg/ml BSA konsantrasyonlari hazirlanarak,
spektrofotometre ile 595 nm’de 6lglimler yapilip standart egri hazirlanmistir. Deneysel érnekler
spektrofotometrede Olglimus, standard egri kullanilarak érneklerdeki protein miktarlari tayin

edilmistir.
3.7.2 Western blot protokolii

Hicrelerden izole edilmis proteinler ylkleme boyasi eklenerek esit konsantrasyonlarda
hazirlanmistir. Ornekler protein belirteciyle beraber (NEB) SDS-PAGE jelinde yiritiimistir.
Nitrocellulose membranina gegirilen proteinler 1X TBS-Tween-20 (0.05 %) (TBS-T) ile
yikandiktan sonra, 1X TBS-T'te ¢6zinen %5 sit tozu ile membran 2-3 saat boyunca
bloklanmigtir. Membran daha sonra 1:1000 olarak seyreltilen birincil antikorlarla (Tablo 2)
bitlin gece 4°C’de dondiriimistir. Bir sonraki gin membran 1X TBS-T ile 15er dakika
sureyle 3 kere yikandiktan sonra 1:2500 olarak seyreltilen peroxidase’e bagl ikincil antikorla
(Pierce) muamele edilmistir. Membran 1X TBS-T ile 15’er dakika slreyle 3 kere yikandiktan
sonra Uzerine SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo) uygulanarak
Versadoc gorintileme sistemiyle (Bio-Rad) gérintilenmistir. Bu deneylerde, y-tubulin
yukleme kontroli olarak kullaniimig, ayni membran ayni protokol takip edilerek 1:10000
seyreltilen y-tubulin miktarinin tayini igin kullanilmigtir. Birincil antikor olarak fare anti-y-tubulin
antikoru (Sigma) ve ikincil antikor olarak peroxidase’e bagl keci anti-fare (Dako) kullanilarak

goérunttleme gercgeklestirilmistir.
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Tablo 2. Western blot icin kullanilan birincil ve ikincil antikorlar

Antikorlar Uretildigi canli | Katalog numarasi

Cx32 birincil antikor Rabbit Abcam, Cat# ab66613
Cx32 birincil antikor Rabbit Sigma, Cat# C3595

Cx32 birincil antikor Rabbit Invitrogen, Cat# 34-5700
Cx26 birincil antikor Goat Abcam, Cat# ab59020
Cx43 birincil antikor Rabbit Invitrogen, Cat# 71-0700
y-tubulin birincil antikor Mouse Sigma, Cat# T6557

Slug birincil antikor Rabbit Cell signaling, Cat# 9585P
Snail birincil antikor Rabbit Cell signaling, Cat# 3879P
Twist birincil antikor Rabbit Calbiochem, Cat# DR1088
E-Cadherin birincil antikor Rabbit Cell signaling, Cat# 3195P
N-Cadherin birincil antikor Rabbit Cell signaling, Cat# 13116P
Zo-1 birincil antikor Rabbit Cell signaling, Cat# 8193P
Zeb-1 birincil antikor Rabbit Cell signaling, Cat# 3396P
Zeb-2 birincil antikor Rabbit Merck, Cat# ABT332
Vimentin birincil antikor Rabbit Cell signaling, Cat# 5741P
ikincil antikor anti-rabbit Thermo, Cat# 31460

ikincil antikor anti-goat Pierce, Cat# 31460

ikincil antikor anti-mouse Dako, Cat# 00071312

3.8 mMRNA ifade analizleri

Molekiler ifade analizlerinde kullaniimak Uzere dizayn edilen primerler (Tablo 3) nikleaz
icermeyen suda ¢6zlilmus, kullanim solisyonu 500X’lik stok solisyonunu 10X’e seyrelterek

elde edilmistir. Toplam mRNA izolasyonu igin, 6 kuyulu platelerde bulunan hucreler iki kere
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1XPBS ile yikandiktan sonra sivi azotla dondurulmustur. Sivi azottan alinan platelerin

kuyularina 200ul lysis buffer eklenip hicreler buzun Uzerinde 2-3 dk boyunca bekletilmistir.

Kuyulardaki parcalanmis hicreler 1.5 ml’lik eppendorf tiplerde toplanmis ve instlin ignesi

yardimiyla homojenize hale getirilmistir. Tlpteki sivilar, Gzerlerine kendi hacimleri kadar etanol

eklendikten sonra, toplam mRNA izolasyonu PureLink® RNA Mini Kit (Invitrogen) protokoli

takip edilerek gergeklestiriimistir. Elde edilen 6érneklerin mRNA konsantrasyonlari Nanodrop

kullanilarak ol¢ulmustir. Esit miktarlarda mRNA’dan First Strand cDNA Synthesis Kit

(Fermentas) ile elde edilen cDNA’lar RT-PCR analizi i¢in kullaniimistir. Cevrimler sonucu

(Tablo 4) elde edilen ifade egrileri kontrollli olarak analiz edilmistir. Ug tekrarli (triplicate) olarak

yurutilen RT-PCR deneylerinde numune sayisi da Ug¢ olarak kullaniimistir.

Tablo 3. RT-PCR’da kullanilan primer listesi

Gen adi ileri (forward) primer (5-3') | Geri (reverse) primer (5’-3’)
Connexin 32 ggcacaaggtccacatct gcatagccagggtagagc
GAPDH gaaggtgaaggtcggagtca aatgaaggggtcattgatgg
E-cadherin cagcacgtacacagccctaa ggtatgggggcgttgtcatt
Z0-1 atggaggaaacagctatatggga ccaaatccaaatccaggagc
ZEB1 cccaggtgtaagcgcagaaa gtctggtctgttggcaggtc
ZEB2 ataagggagggtggagtggaa gttaattgcggtctggatcgtg
Vimentin gctaaccaacgacaaagccc cgttcaaggtcaagacgtgc
Snail ctaggccctggcetgctacaa tgtggagcagggacattcg
Slug ctcctcatctttggggegag ttcaatggcatgggggtctg
Twist1 ctgtccattttctccttctctgg ttctcggtctggaggatgga
N-cadherin gacggttcgccatccagac tcgattggt ttgaccacgg
Tablo 4. gRT-PCR protolok
Preincubation 95 °C 600 s 1 cycle
95 °C
3 step amplification | 60 °C 30s 45 cycle
72°C
95 °C 10s
Melting 65 °C 60 s 1 cycle
72°C 1s
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Batin mRNA ifade analizi deneylerinde insan GAPDH geni i¢sel kontrol (housekeeping gene)

olarak kullaniimistir. RT-PCR Roche LightCycler® 96 sisteminde gerecgeklestiriimis ve

sonuslar Delta-Delta Ct yontemiyle analiz edilmistir.
3.9 Hucre icine floresan boya alim (dye uptake) analizleri

Kalici olarak enfekte edilmis hiicreler 6-kuyucuklu kaplara ekildikten 48 saat sonra, 1X PBS ile
yikanmis ve Opti-MEM® ile 20 dk. 37°C’de inkube edilmistir. Sonra, 0,5 mg/mL Neurobiotin
(NB) iceren Opti-MEM® hurelerin Gzerine eklenmis ve hucreler 20 dk. 37°C’de inkube
edilmistir. Hucreler sonrasinda DMEM besiyeri ile 3 kere 10’ar dk.’'lik araliklarla yikanmistir.
Bunu takiben hucreler 1X PBS’de hazirlanan 0,5mg/ml neurobiotin boyasina 20 dakika
boyunca karanlikta ve 37°C’de maruz birakilmiglardir. Belirtilen stirenin sonunda hiicreler 1X
PBS’le yikanmis ve 1X PBS’te hazirlanmis %4 paraformaldehyde ile 20 dakika boyunca
sabitlenmistir. %0.1 TritonX-100’lG 1X PBS’le hucre zarinin gegirgenligi 10 dakika boyunca
artinlmis ve hucreler %3 BSA bulunan %0.1 TritonX-100’lu 1X PBS’le 15 dakika boyunca
bloklanmigtir. Daha sonra hicreler 1:1000 oraninda tetra methyl rhodamine isothiocyanate
(TRIT-Cye bagl streptavidin’le (Pierce) muamele edilmislerdir. 1X PBS’le yikanan hiicreler
floresan mikroskopta 20X objektifiyle kontrol edilip resimleri ¢ekilmis, Imaged programiyla da

analizleri gergeklestiriimistir.
3.10 Yarikla floresan boya yiikleme (scrape loading) analizleri

Hucreler 6-kuyucuklu kaplara ekildikten 48 saat sonra, 1X PBS ile yikanmistir. Sonra, 0.5
mg/mL Neurobiotin (NB) iceren Opti-MEM® hiicrelerin tizerine eklenmistir. Bisturi ile hiicreler
Uzerinde kesik yapildiktan sonra hicreler 10 dk. 37°C‘de inklibe edilmistir. Neurobiotin (NB)
iceren Opti-MEM® cekildikten sonra hicreler DMEM besiyeriyle 20 dk. 37°C’de inklbe
edilmistir. Opti-MEM® ile 3 kere 10ar dk.’lik yikamalardan sonra hucreler %4
Paraformaldehyde (PFA) ile 15 dk. oda sicakliginda inkiibe edilerek sabitlenmigtir. Huicreler
sonrasinda 3 kez 1X PBS ile yikandiktan sonra with %0.1 TritonX-100/PBS ile oda sicakliginda
15 dk. bekletilmigtir. Sonra, hicreler 3 % BSA kullanilarak 4°C’de gece boyunca inkibe
edilerek bloke edilmigtir. Hucreler, 1:500 seyreltme oraninda Rhodamine-conjugated
streptavidin ve 1:1000 seyreltme oraninda DAPI ile blok sollisyonunda 1 saat oda sicakliginda
inkiibe edilmis ve sonrasinda 1X PBS ile 10’ar dk.’lik ara ile 2 kere yikanmistir. 1X PBS’le
yikanan hucreler floresan mikroskopta 10X objektifiyle kontrol edilip resimleri ¢ekilmig, ImageJ

programiyla da analizleri gergeklestirilmistir.
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3.11 MTT analizleri

2x10° MCF10A ve MDA-MB-231 hicreleri 48-kuyucuklu kaplara ekilmistir. 1, 4, 7 ve 10.
gunlerde hucreler %10 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
iceren sollsyon ile 4 saat 37°C de inkiibe edilmigtir. MTT iceren sollisyon uzaklastirildiktan
sonra, kristaller DMSO ile c¢ozilerek 96-kuyucuklu kaplara transfer ediimistir. Orneklerin

absorbans dederleri 570 nm and 650 nm de spectrophotometer ile dlgUimustar.

Hucreler Hs578T hicreleriicin 2500 hicre/kuyu ve MCF7 hicreleri igin 5000 hiicre/kuyu olarak
24 kuyulu ortama ekilip 10 glin boyunca bulyutilerek ayni protokolle 3,5,7 ve 10. glinlerde MTT

analizleri gergeklestirilmigtir.
3.12 BrdU boyamasi

2x10° MDA-MB-231 ve 1x10° MCF10A hicresi 6-kuyucuklu kaplara konulmus lamellere
ekilmis ve 48 saat sonra hucrelerin besiyeri uzaklastiriimigtir. Her kuyu icin 1:500 seyreltme
oraninda BrdU (20 uM) iceren 500 ul besiyeri eklenmis ve 2 saat 37°C’de inkibe edilmistir.
Hucreler 3’er dk. araliklarla iki kere yikanmis ve sonrasinda %4 Paraformaldehyde (PFA)
kullanilarak, 20 dk. oda sicakliginda inkiibe edilerek sabitlenmistir. Hlcreler 1X PBS ile 5’er
dk. araliklarla G¢ kere ylkanmis ve sorasinda 1.5 M HCI ile 30 dk. oda sicakliginda
bekletilmigtir. Hicreler 1X PBS ile 5 er dk. araliklarla iki kere yikanmigtir. Hucreler %5 Normal
Horse Serum (NHS), %0,2 Triton X iceren 1X PBS ile hazirlanmig bloke solisyonuyla 1 saat
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Hicreler bir kere 1X PBS ile yikandiktan sonra 1:50
seyreltilmis BrdU antikoru ile antikor solisyonunda (%2 Normal Horse Serum (NHS), %1 Triton
Xiceren 1X PBS ile hazirlanmis solliisyon) 4°C de gece boyunca bekletilmistir. Sonra hiicreler
S5er dk araliklarla 3 kere yikanmis ve 1:1000 seyreltme oraninda DAPI iceren antikor
solisyonunda 45 dk. bekletilmistir. Hiicreler 3 kere 1X PBS ile yikandiktan sonra, lameller
otoklavlanmis suya batirlmis, kurutulmus ve lama mount edilmistir. Orneklerin
goruntilemeleri, Olympus floresan mikroskobu kullanilarak alinmis ve goéruntiler ImageJ

programi ile analiz edilmistir.
3.13 Pl boyamasi ve akis sitometrisi ile hiicre dongiisii analizleri

Hucreler 6-kuyucuklu kaplara ekilmis ve 48 saat sonra 1X PBS ile yikanmigtir. Hucreler
tripsinize edildikten sonra falcon tliplerine toplanmis ve 10 dk. 1200 rpm ile santrifiij edilmistir.
Ustte kalan sivi kismi ¢ekilmis ve pelet iceren tipler buza konmustur. 1 mL 1X PBS
eklendikten sonra, hlcreler nazikge pipetlenmistir. 4mL soguk %100 EtOH eklenmesinden
sonra, hicreler nazikge karistirimistir. Falcon tipler —20°°C’de gece boyunca bekletilmistir.

1500 rpm ile 10 dk.’lik santrifiijii takiben, 1 dk.lik 2000 rpm ile santriflij yapilmigtir. Ustte kalan
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sivi kismi ¢ekilmis ve 1mL PBS eklenmistir. Solisyonlar Eppendorf tlplere transfer edildikten
sonra, +4°C’de 1500 rpm ile 10 dk. santrifiij edilmistir. Ustte kalan sivi kismi ¢ekilmis ve 200
Ml 0.1 % TritonX-100/PBS ve 20 pl RNase A (200 pug/mL) eklenip iyice karistiriimig, 37°C’de
30 dk. inkiibe edilmistir. Solisyon flow cytometer tiplerine transfer edildikten sonra 20 ul PI
(1mg/mL) eklenmig ve oda sicakliginda 15 dk. bekletilmistir. Hiicre donglsu analizleri FACS

Canto (BD Biosciences, CA, USA) ile yapilmistir.
3.14 Yara kapama deneyleriyle migrasyon analizleri

2x10° MCF10A, 9x10° MCF7, 2,5x10° MDA-MB-231 ve 4.5x10° Hs578T hicresi 12-kuyucuklu
kaplara ekilmis ve 48 saat sonra hiicrelerin besiyeri uzaklastiriimistir. Hiicreler 1X PBS ile
yikanmig ve 10 ug/mL mitomycin C igeren serumsuz besiyeri ile 2 saat boyunca 37°C sicaklik
ve %5 COzile inkibe edilmigtir. 10 pl'lik tip ile kuyucuklara ¢izik atildiktan sonra hicreler 1X
PBS ile yikanmigtir. %1 FBS iceren (MCF7, MDA-MB-231 ve Hs578T hucreleri igin) ve %1.3
DHS iceren (MCF10A hicreleri icin) besiyerleri eklenmistir. Leica konfokal mikroskopta,

hicrelerin saat basi goruntileri alinmis ve gorintiler Imaged programinda analiz edilmistir.
3.15 Boyden chamber ile invazyon analizleri

Matrigel buzun Uzerinde ¢6zdlrildikten sonra 1:6 oraninda serumsuz besi yerinde
seyreltilmistir. Daha sonra 8um’lik delikler igeceren transwell kaplarina hazirlanan 40ul
matrigel eklenerek 24 kuyucuklu hicre Kkualtiri kaplarina yerlestirilerek 37°C’de
polimerizasyonu saglanmistir. Bu sirada hicreler tripsinle kaldiriimis ve 2ml %10 FBS iceren
besi yeri ile toplanarak falcon tiplere aktariimistir. Hicreler 2 dk boyunca 1400 rpm’de
dondirilerek c¢okertiimis ve 5ml serumsuz besi yeri ile karistirilarak sayilmistir. 200 pl
serumsuz besiyerinde 50000 hucre olacak sekilde hazirlanan hicreler transell kaplarindaki
matrigel’in Gzerine ekilmistir. Kuyucuklara da 700ul normal besi yeri eklenerek hlcreler 24 saat
37°C sicaklik ve %5 COzile inklibe edilmistir. 24 saatin sonunda transwell kaplari dikkatlice
alinarak matrigelin Ustl kulak ¢oplyle temizlenmistir. Kaplar daha sonra 1X PBS ile iki defa
yikanmis ve hucreler %4 PFA ile 20 dk sureyle sabitlenmistir. Daha sonra hucreler iki kere 1X
PBS ile yikanmis ve 1:100 diltie edilmis DAPI ile 30 dk boyunca karanlikta bekletilmistir. Kaplar
tekrar 1X PBS ile iki defa yikandiktan sonra lamin Ustline konularak 4X objektifle resimleri

cekilmigtir.
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4. BULGULAR
4.1 Connexin 32’nin farkli ekpresyon vektorlerine klonlanmasi

ABD’deki University of Pennsylvania’da calismalarini sirdiren Professor Steven S.
Scherer’dan tedarik edilen insan connexin 32 (hCx32) cDNA'’sI Tablo 1’de listelenen primerler
ve iki farkh enzim (Taq ve High Fidelity (HF) polimeraz) kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonuyla (PZR) cogaltilmistir (Sekil 4).

Sekil 4. PZR reaksiyonundan sonra jelden izole edilen hCx32 cDNA’sinin kontrolu

cDNA'lar ve pBSBK bakteriyel vektor ayri ayri EcoRI ve Xhol enzimleriyle kesilerek ligasyon
yapiimis ve elde edilen klonlardan izole edilen plazmid DNA’lar sekanslamaya gonderilmistir.
Sekanslamaya génderilen klonlar normal insan Cx26 gen dizilimine karsi Multialin programi
kullanilarak hizalanmigtir (Sekil 5). Sekanslari dogrulanan pBSBK-Cx32 plazmidi Xhol ve
EcoRI enzimleriyle kesilerek, yine ayni enzimlerle kesilmig pIRES2-EGFP2 memeli ve pMSCV

PIG viral vektdrlerine klonlanlanmistir.
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1

GGACAGARAGGACCGGGGCCTTAGGGCCCTTTCCARAGT TARGCGGTCACCGTTGGCGGGTARCCCACCACCCCCGGCCGGCGTTTARTGCGCCCGTTACAGGGCGGGTTCCCATTCGCCATTCAGGGTG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
CGCAACTGT GATCGGTGCGGGCCTTTTCGCTATTACGCCAGCTGGC TGTGCTGCARGGCGATTARGTTGGGTARCGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGT GA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 1

ATGARCTGGACAGGTTTGTACACCTTGCTCAGTGGCGTGA
CGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGARTTGGGTACTCCATGGCAGGTATGCATGCGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGATGAACTGGACAGGTTTGTACACCTTGCTCAGTGGCGTGA
eetcecetctceceectctcstcrcscsrcrcsccrctcsccrcrcscctescstctcscsrcrcsccrcrcscsrcscssssosesessNIGAACTGGACAGGTTTGTACACCTTGCTCAGTGGCGTGA

391 400 410 420 430 440 450 460 a70 480 430 500 510 520

1 1
ACCGGCATTCTACTGCCATTGGCCGAGTATGGCTCTCGGTCATCTTCATCTTCAGARTCATGGTGCTGGTGGTGGCTGCAGAGAGTGTGTGGGGTGATGAGARATCTTCCTTCATCTGCARCACACTCCA
ACCGGCATTCTACTGCCATTGGCCGAGTATGGCTCTCGGTCATCTTCATCTTCAGARTCATGGTGCTGGTGGTGGCTGCAGAGAGTGTGTGGGGTGATGAGARATCTTCCTTCATCTGCARCACACTCCA
ACCGGCATTCTACTGCCATTGGCCGAGTATGGCTCTCGGTCATCTTCATCTTCAGARTCATGGTGCTGGTGGTGGCTGCAGAGAGTGTGTGGGGTGATGAGARATCTTCCTTCATCTGCARCACACTCCA

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

1 1
GCCTGGCTGCARCAGCGTTTGCTATGACCARTTCTTCCCCATCTCCCATGTGCGGCTGTGGTCCCTGCAGCTCATCCTAGTTTCCACCCCAGCTCTCCTCGTGGCCATGCACGTGGCTCACCAGCARCAC
GCCTGGCTGCARCAGCGTTTGCTATGACCARTTCTTCCCCATCTCCCATGTGCGGCTGTGGTCCCTGCAGCTCATCCTAGTTTCCACCCCAGCTCTCCTCGTGGCCATGCACGTGGCTCACCAGCARCAC
GCCTGGCTGCARCAGCGTTTGCTATGACCARTTCTTCCCCATCTCCCATGTGCGGCTGTGGTCCCTGCAGCTCATCCTAGTTTCCACCCCAGCTCTCCTCGTGGCCATGCACGTGGCTCACCAGCARCAC

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

1
ATAGAGARGAAAATGCTACGGCTTGAGGGCCATGGGGACCCCCTACACCTGGAGGAGGTGARGAGGCACARGGTCCACATCTCAGGGACACTGTGGTGGACCTATGTCATCAGCGTGGTGTTCCGGCTGT
ATAGAGARGAARATGCTACGGCTTGAGGGCCATGGGGACCCCCTACACCTGGAGGAGGTGARGAGGCACARGGTCCACATCTCAGGGACACTGTGGTGGACCTATGTCATCAGCGTGGTGTTCCGGCTGT
ATAGAGARGARAATGCTACGGCTTGAGGGCCATGGGGACCCCCTACACCTGGAGGAGGTGARGAGGCACARGGTCCACATCTCAGGGACACTGTGGTGGACCTATGTCATCAGCGTGGTGTTCCGGCTGT

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910
1 1
TGTTTGAGGCCGTCTTCATGTATGTCTTTTATCTGCTCTACCCTGGCTATGCCATGGTGCGGCTGGTCARGTGCGACGTCTACCCCTGCCCCARCACAGTGGACTGCTTCGTGTCCCGCCCCACCGAGAR
TGTTTGAGGCCGTCTTCATGTATGTCTTTTATCTGCTCTACCCTGGCTATGCCATGGTGCGGCTGGTCARGTGCGACGTCTACCCCTGCCCCARCACAGTGGACTGCTTCGTGTCCCGCCCCACCGAGAR
TGTTTGAGGCCGTCTTCATGTATGTCTTTTATCTGCTCTACCCTGGCTATGCCATGGTGCGGCTGGTCARGTGCGACGTCTACCCCTGCCCCARCACAGTGGACTGCTTCGTGTCCCGCCCCACCGAGAA

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
1 1
AACCGTCTTCACCGTCTTCATGCTAGCTGCCTCTGGCATCTGCATCATCCTCAATGTGGCCGAGGTGGTGTACCTCATCATCCGGGCCTGTGCCCGCCGAGCCCAGCGCCGCTCCARTCCACCTTCCCGC
AACCGTCTTCACCGTCTTCATGCTAGCTGCCTCTGGCATCTGCATCATCCTCARTGTGGCCGAGGTGGTGTACCTCATCATCCGGGCCTGTGCCCGCCGAGCCCAGCGCCGCTCCARTCCACCTTCCCGE
AACCGTCTTCACCGTCTTCATGCTAGCTGCCTCTGGCATCTGCATCATCCTCARTGTGGCCGAGGTGGTGTACCTCATCATCCGGGCCTGTGCCCGCCGAGCCCAGCGCCGCTCCARTCCACCTTCCCGE

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
1 1

F’iHGEGCTCEGECTTCEGECﬂCCECETCTCHCETGRﬂTRERHGCRGHRTGRGﬂTCHREHﬂﬁCTGETGHGTGHGCRGERTGGCTCCETGRHHGHCHTHCTECECCGCHGECCTGGCHCEGGGGEYEGGCTE&
AAGGGCTCGGGCTTCGGCCACCGCCTCTCACCTGARTACARGCAGARTGAGATCARCARGCTGCTGAGTGAGCAGGATGGCTCCCTGARAGACATACTGCGCCGCAGCCCTGGCACCGGGGCTGGGCTGG
AAGGGCTCGGGCTTCGGCCACCGCCTCTCACCTGARTACARGCAGARTGAGATCARCARGCTGCTGAGTGAGCAGGATGGCTCCCTGARAGACATACTGCGCCGCAGCCCTGGCACCGGGGCTGGGCTGG

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1291

&TGﬁﬁﬂHGHGEGHECECTGCTCEGECTGCTGH
CTGARAAGAGCGACCGCTGCTCGGCCTGCTGAGARTTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCGACGTCGCCACCATGCCCAGCTTCARGTC

GACCGCTGCTCGGCCTGETGA, e eveecsesrcroscsrcrcscsrcscscsrcrcsccrcscsscscscsscrcrcsscrorcsscroscsscrcscsscrorcsrcre

Sekil 5. Sekanslamaya goénderilen 6rnegin normal Cx32 cDNA’si ile Multalin programiyla

karsilastiriimasi

4.2 Cx32 ile transfekte edilen hiicrelerdeki Cx32‘nin lokalizasyonunun tespiti

Projede kullanilan hicreler bir doktora 6grencisi ve bir yiksek lisans 6grencisi arasinda
paylastiriimistir. Normal meme hicresi MCF10A ve invaziv meme kanseri hiicresi MDA-MB-
231 ile yapilan ¢alismalar yiksek lisans édrencisi tarafindan ve invaziv olmayan MCF7 ve orta
derece invaziv olan Hs578T ile yapilan ¢alismalar doktora égdrencisi tarafindan yaratdlmastir.

Projenin ilk amaci Cx32 verilen hicrelerdeki Cx32’nin hiicre lokalizasyonunun tespitidir (Sekil

6).
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MCF10A MDA-MB-231 MCF7 Hs578T

'\
S\

Sekil 6. MCF10A, MDA-MB-231, MCF7, Hs578T hicrelerinde ifade edilen Cx32’nin
hucrelerdeki lokalizasyonu. Yesil GFP'yi, kirmizi Cx32'yi ve mavi DAPI hicre gekirdegini
gOstermektedir. Oklar gap junction plakalari isaret etmektedir. Olcek 10um.

GFP

Cx32-GFP

Sekil 6'da kirmizi sinyaller Cx32, mavi sinyaller hucre ¢ekirdegini ve yesil sinyaller GFP'yi
gOstermektedir. Bu ve diger deneylerde GFP ile enfekte edilen hiicreler kontrol hiicresi olarak
kullaniimis ve karsilastirmalar GFP ifade eden hicrelere karsi yapilmistir. Buna goére tim
hicre gruplarinda bir miktar Cx32 ifadesinin oldugu gdézlenmistir. Cx32 overekpresyonu
hlcrelerde Cx32 protein ifadesinde bir artisa neden olmustur ve MCF10 hicrelerinde gap
junction plakalarinin olustugu goézlenmistir (beyaz oklar). Diger hilcelerde gap junction
plakalarindan ziyade proteinlerin hiicre icinde bulundugu gézlenmistir. Cx32 proteinlerinin
hicre igindeki lokalizasyonlarinin tespiti icin hicrelerin GFP icermeyen pLenti-GlII-CMV-C
term-HA-Cx32 ile enfekte edilerek ikili hiicre boyamalarinin gerceklestiriimesi planlanmistir.
Fakat HA lenti viral vektorlerle 3-4 kez denenerek gercgeklestirilen kalici enfeksiyonlar
sonucunda istenilen 6lglide Cx32 mRNA ve protein ifadesi elde edilemedidi icin ikili immuno
boyama deneyleri (hlicre zari-Cx32 ve hicre zari-Golgin 97 (Golgi aygiti belirteci))
gerceklestirilememistir. Cx32 immuno boyamalari sonucunda Cx32 ifadesi tespit edilmis ve

sadece MCF10A hiicrelerinde gap junction plakalari gézlenmisgtir.
4.3 Ekzojen olarak ifade ettirilen Cx32 potein ve mRNA ifadesinin teyidi

MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hicrelerinde immuno boyama ile Cx32
lokalizasyonunun tespitinden sonra hiicrelere disaridan verilen Cx32’nin protein ve mRNA
ifadesini nasil etkiledigi sirasiyla Western blot ve gergek zamanl yari kantitatif PCR ile

gerceklestirilmistir (Sekil 7 ve Sekil 8).
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Sekil 7. MCF10A, MDA-MB-231, MCF7, Hs578T hcrelerinde ifade edilen ekzojen Cx32'nin
protein miktarinin Western blot ile karsilastiriimasi. Tubulin ylkleme kontroli olak
kullaniimistir.

i
' !
‘! MCF7-Cx32

Western blot sonuglarina gére Cx32 ifade eden MCF10A, MDA-MB-231 ve MCF7 hiicrelerinde
kontrol GFP hiicrelerine gore protein seviyesinde bir degisiklik gdézlenmemistir. Buna karsilik
Hs578T hicrelerinde protein ifadesinde artisin oldugu gézlenmistir (Sekil 7 sag panel). Bunun
yani sira bitiin Cx32 ifade eden hiicrelerde mRNA seviyesinde anlamli farkhliklar gbzlenmistir
(Sekil 8). GFP ve Cx32 ifade eden hicrelerideki mRNA miktarlari 6nce igsel gen
(housekeeping gen) olan GAPDH’e ve daha sonra da Cx32'deki mRNA orani GFP ifade eden
hicrelerdeki mMRNA’ya oranlanmistir. Buna gore Cx32 enfekte edilen MCF10 hicrelerinde 68
kat, MDA-MB-231 hiicrelerinde 209 kat, Hs578T hucrelerinde 270 kat ve MCF7 hlcrelerinde
170 kat artis olmustur (sekil 8, p<0.05).

350 1 350 4 * *

* *

300 A 300
250 - 250 +
200 - 200 H
150 A 150 -
100 - 100 +
50 - i 50 -

0 0

MCF10A MDA-MB-231 Hs578T MCF7

Goreceli mRNA
seviyesi

Sekil 8. MCF10A, MDA-MB-231, MCF7, Hs578T hlcrelerinde ifade edilen ekzojen Cx32’nin
mRNA miktarinin gercek zamanli yari kantitatif PCR ile karsilastirimasi (n=3 *, p<0.05,
Student’s ttest)

4.4 Cx32’nin hiicrelerdeki gap junction kanallarinin ve yarim kanallarinin

fonksiyonlarina etkisi

Disaridan verilen Cx32 ifadesinin 6zellikle mRNA seviyesinde 60-200 kat arasinda degisimlere

neden oldugu icin Cx32'nin bu hicrelerdeki gap junction kanallarinin ve yarim kanallarinin
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fonksiyonlarina etkisi arastirilmistir. Yarikla floresan boyama yikleme deneylerinde hicre
kaplarindaki kuyucuklari tamamen dolduran hucreler neurobiotin ile bekletilirken bistir ucu
kullanilarak yariklar olusturulmustur. Bu deneylerde ayni zamanda gap junction kanal
inhibitéri carbenoxolone (CBX) deneyin calistiginin gdsteriimesi amaciyla kontrol olarak
kullanilmis ve boyanin olusturulan yariktan ilerleme mesafesi belirlenmistir (Sekil 9 ve 10).
Gosterilen 6rnek resimlerde kirmizi neurobiotin ve yesil GFP’yi géstermektedir. Cx32 ifade
eden hiucrelerle GFP ifade eden hicreler karsilastirildiginda MCF10 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde boya gecis mesafeleri arasinda bir farklilik gézlenmemistir. Ornek resimlerde
CBX uygulamasinin MCF10 kontrol ve Cx32 hicrelerinde belirgin bir azalmaya neden oldugu
fakat MDA-MB-231 hicrelerindeki gecise etkisi olmadigi gozlenmistir. Fakat farkli deneylerden
en az 20 resimle gerceklestirilen analizlerde CBX'in sadece Cx32 iceren MCF 10A hiicresindeki
boya gecisini azalttigi gézlenmis (p<0.01), buna karsilik MCF10A kontrol hiicrelerindeki gap

junctional iletisime etki etmedigi g6zlenmistir.

MCF10A -GFP MCF10A-Cx32 MDA-MB-231-GFP MDA-MB-231-Cx32
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+ CBX
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Sekil 9. MCF10A ve MDA-MB-231 hiicrelerinde ifade edilen ekzojen Cx32’nin olusturdugu gap
junction kanallarinin aktivitelerinin yarikla floresan boyama yiikleme ile kargilagtiriimasi. Ornek
resimlerde yesil GFP sinyali ve kirmizi neurobiotini gostermektedir. Grafikler boyanin yariktan
ilerleme mesafesini karsilastirmaktadir. Olgek 100um, (n= 3 ve toplam 20-30 farkl resim, *,
p<0.01).
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MCF7 ve Hs578T hicrelerinde gergeklestirilen deneylerde GFP ifade eden hicrelerle Cx32
ifade eden hicreler arasinda hicreler arasinda gergeklestirilen iletisimde anlamli bir farklilik
g6zlenmemistir (Sekil 10). Buna karsilik hiicrelere CBX verilmesi durumunda MCF7-Cx32
hicreleri hari¢ diger hiicre gruplarinda gap junctional iletisimde istatiksel olarak anlamh (MCF-
GFP icin 6, Hs578T-GFP icin 24 ve Hs578T-Cx32 igin 26 kat) azalma oldugu gdézlenmistir
(Sekil 10, p<0.001)
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Sekil 10. MCF7 ve Hs578T hiucrelerinde ifade edilen ekzojen Cx32’nin olusturdugu gap
junction kanallarinin aktivitelerinin yarikla floresan boyama yikleme ile karsilastiriimasi.
kirmizi  neurobiotini gostermektedir. Grafikler boyanin vyariktan ilerleme mesafesini
karsilastirmaktadir. Olgek 100um, (n= 3 ve 30 farkl resim, *, p<0.01).

Bu sonugclar dogrultusunda MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hucrelerine disaridan
verilen Cx32'nin hucrelerdeki gap junctional iletisimi etkilemedigi gozlenmistir. Buna karsilik
hucrelere verilen Cx32'nin hucre zarinda fonksiyonel yarim kanallar yapabilecegi dusunulmus
ve bunu test etmek amaciyla neurobiotin ile hiicre igcine boya alim deneyleri gergeklestirilmistir
(Sekil 11). Gergeklestirilen deneylerde hi¢ bir hicre grubunda Cx32 ifadesinin fonksiyonel

yarim kanal olusturmadidi1 gézlenmigtir.
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Sekil 11. MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hucrelerinde ifade edilen ekzojen
Cx32’nin olugturdugu yarim kanallarin aktivitelerinin hlcre i¢cine neurobiyotin alim deneyi ile
karsilastiriimasi (n=2, toplam 15-20 resim).

MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hlcrelerine digaridan verilen Cx32'nin fonksiyonel

gap junction ve yarim kanallarina etkilerinin olmadigi gézlenmistir.
4.5 Cx32’nin hucrelerin buyiime ve gogalmalarina etkisi

MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hicrelerine ekzojen olarak verilen Cx32'nin
hdcrelerin canlliklarina (viability) etkisi hlicrelerin 10 glin boyunca buyutilerek farkli glinlerde
gerceklestirilen MTT testiyle ortaya konmustur (Sekil 12). MTT analizlerinde MDA-MB-231-
GFP ve Cx32 igceren hicrelerinin 10 gun boyunca canlliklari arasinda farklilik gdézlenmemistir.
Hucreler ilk ginden itibaren ayni oranlarda ¢ogalmis ve canlilik géstermislerdir (Sekil 12b).
Buna karsilik MCF10A-Cx32 hicreleri 10 giin boyunca blytime gostermis fakat bu biylme 4,
7 ve 10. glinlerde MCF10A-GFP hicrelerine gore daha yavas olmustur (Sekil 12a, **, p<0.01).
Benzer bir durum Hs578T hiicrelerinde de gozlenmistir. Hs578T-Cx32 hiicrelerinin godalmalari
Hs578T-GFP’ye gbre daha az olmustur (Sekil 12d, **, p<0.01). Son olarak MCF7 hiicrelerinde
genel olarak Cx32 iceren hiicrelerin GFP iceren hiicrelere gore 5. glinden itibaren daha hizli
artis gosterdigi, fakat bu artisin sadece 7. glinde istatiksel olarak anlamli oldugu gozlenmistir
(Sekil 12c, p<0.05).
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Sekil 12. MCF10A (a), MDA-MB-231 (b), MCF7 (c) ve Hs578T (d) hucrelerinde ifade edilen
ekzojen Cx32’nin hucrelerin canhliklarina (viability) etkileri. (MCF10A i¢cin n=4; MDA-MB-231
icin n=6; MCF7 ve Hs578T icin n=3; p<0.05 **, p<0.01)

Cx32’nin hicrelerin gogalmasina etkisinin test edilmesi amaciyla Cx32 ve GFP ifade eden
hicreler BrdU ile bekletildikten sonra anti-BrdU antikoru kullanilarak ¢ogalan hucrelerin
oranlari belirlenmistir. Farkli alanlardan resimler ¢ekilerek 1000 tane hicre sayillmis ve bu
resimerdeki BrdU pozitif hiicre sayilari belirlenerek boélinen hiicrelerin ylizdeleri hesaplanarak
karsilastiriimistir (Sekil 13). Yapilan 6ncil deneylerde MCF10A hiicrelerinde Cx32 ifade eden
hicrelerde GFP’ye oranla bélinen hicre sayisinda bir azalma oldugu gézlenmistir. Buna
karsilik diger hiicre gruplari arasinda BrdU pozitif hlicre ylizdesinde bir degisim gdézlenmemistir
(Sekil 13). Bu deneylerin uygun bir sekilde degerlendirilebilmeleri igin deneylerin en az 2 defa

daha tekrarlanmasi gerekmektedir.
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Sekil 13. MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hicrelerinde ifade edilen ekzojen
Cx32'nin hicrelerin ¢ogalmalarina etkisi. (n=2, toplam 1000 hicre sayimi i¢cin 10-20 resim
analizi*, p<0.01)
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4.6 Cx32’nin hiicre dongiisiine etkisi

MTT analizleriyle Cx32’nin MCF10A ve Hs578T hicrelerinin 10 glin boyunca ¢ogalmalarini
kontrol hiicrelere gore yavaslattigi buna karsilik MCF7 hicrelerinde ise sadece 7. giinde
istatiksel olarak anlamli bir fark gézlenmesine ragmen 10 giin boyunca bir artis egilimi oldugu
go6zlenmistir. Bu farkliliklarin hiicre dongustine etkisinin test edilmesi amaciyla Pl boyamasi ve
arkasindan akis sitometresi gergeklestirilmistir (Sekil 14). Hicre déngusi analizlerinde
MCF10A ve MCF7 hicrelerinde GFP kontrol ve Cx32 deneysel gruplar arasinda arasinda G1,
S ve G2 fazlarinda bulunan hicre yuzdeleri bakimindan farkhlik gézlenmemistir. Buna kargilik
MDA-MB-231-GFP ve Cx32 ifade eden gruplar arasinda G1 fazindaki hicrelerde %7 oraninda
azalma (p<0.01) ve G2 fazindaki hicre oraninda %19 artma (p<0.05) oldugu gozlenmigtir.
Bunun yani sira Hs578T hicrelerinde GFP ve Cx32 bulunan gruplar arasinda G1 fazindaki
hlcre ylzdesinde %15 azalma (p<0.05) ve S fazindaki hiicrelerde %55 oraninda artis (p<0.01)

not edilmigtir.
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Sekil 14. MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hicrelerinde ifade edilen ekzojen
Cx32’nin hicre dongusuine etkisi. (n=3, her bir deneyde 3 farkl érnek; *, p<0.05; **, p<0.01).

4.7 Cx32’nin hucrelerinin migrasyonuna etkisi

Ekzojen Cx32 ifadesinin normal meme hiicresi MCF10A, invaziv meme kanseri hiicresi MDA-
MB-231, invaziv olmayan meme kanseri hicresi MCF7 ve orta derece invaziv olan meme
kanseri hlcresi Hs578T’lerin migrasyonunu nasil etkiledigi yara kapama deneyleriyle tespit
edilmistir. Mitomycin C ile bekletilen hiicrelerde hiicre bolinmesi durdurularak gergeklestirilen
yara kapama deneylerinde hlcrelerin migrasyon kapasiteleri élgtlmagstir (Sekil 15 ve Sekil
16).
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Sekil 15. MCF10A ve MDA-MB-231 hicrelerinde ifade edilen ekzojen Cx32'nin migrasyona
etkisi. a) 0, 10, 20, 30 ve 40. saatlerde ¢ekilmis 6rnek resimler gosterilmektedir. Olgek 50um.
b) MCF10A ve c) MDA-MB-231 hucrelerinin migrasyonu sirasinda acgik kalan yarigin
alanlarinin kargilastiriimasi (n=3 deneyin 3 farkli 6rneginde en az 3 farkh bdlgenin resmi).

Sekil 15a’da MCF10A ve MDA-MB-231 hicrelerinde yara kapama deneyinin 40 saatlik takibi
sonucunda elde edilen o6rnek resimler gosteriimektedir. Bu resimlerde MCF10-Cx32
hicrelerindeki yaranin MCF10A-GFP’ye oranla daha hizli kapandigi gézlenmistir (Sekil 15a,
Ust panel). 3 defa tekrarlanan deneylerden elde edilen resimler ImageJ programinda hiicreler
arasindaki yarigin alani hesaplanarak analiz edilmistir. Bu dogrultuda elde edilen sonuglarda
MCF10-Cx32 hucrelerinin GFP hucrelerine gore yarayi daha hizl kapattigi yoninde bir egilim
(trend) olmasina ragmen, bu farkhliklar istatiksel olarak anlamli degildir (Sekil 15b). Buna
karsihk MDA-MB-231-Cx32 ve GFP hcrelerinin hem resimlerinde (Sekil 15a, alt panel) hem

de ImagedJ analizlerinde ($ekil15c) yara kapama kapasitelerinde bir farklilik gézlenmemistir.
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Yara kapama deneyleri MCF7 ve Hs578T hiicreleri igin de gergeklestirilmistir (Sekil 16). Ornek
resimlerde gozlenecegi Uzere MCF7-Cx32 hticreleri GFP hicrelerine goére yarayl daha yavas
kapatmistir (Sekil 16a, Ust panel). ImageJ'de gerceklestirilen analizlerde hicrelerin yara
kapama kapasitesi 3. saatten itibaren istatiksel olarak anlamli farkhliklar géstermigstir (Sekil
16b, *, p<0.05 ve **, p<0.01). Hs578T hicreleri de benzer sekilde davranmistir, GFP igeren
hlcreler Hs578T-Cx32’ye gore yarayi daha hizli kapatmis (Sekil 16a, alt panel) ve gruplar
arasindaki fark 12.saatten itibaren istatiksel olarak anlamlilik gostermistir (Sekil 16¢, ***,
p<0.002).
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Sekil 16. MCF7 ve Hs578T hicrelerinde ifade edilen ekzojen Cx32’nin migrasyona etkisi. a)
0, 6, 12 ve 18. saatlerde cekilmis érnek resimler gdsterilmektedir. Olgek 50um. b) MCF7 ve c)
Hs578T hucrelerinin migrasyonu sirasinda agik kalan yarigin alanlarinin karsilastiriimasi. (n=2
deneyin 3 farkh érneginde en az 3 farkli bolgenin resmi *, p<0.05; ** ,p<0.01; ***, p<0.002).

Hucrelerde goézlenen migrasyondaki farkhliklarin molekller temellerinin arastiriimasi igin
epitel-mezenkimal gecis Dbelirteclerinin  seviyelerindeki degisimler mRNA ve protein
seviyesinde sirasiyla ger¢cek zamanh yar kantitatif PCR ve Western blot ile tespit edilmistir
(Sekil 17, 18, 19 ve 20).
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Sekil 17. a) MCF10A ve b) MDA-MB-231 hicrelerinde Cx32 ifadesini epitel-mezenkimal gegis
belirteglerinin mMRNA seviyesinde ifade analizleri (n=3; *, p=0.059; **, p<0.03; ***, p<0,001).

MCF10A-GFP ve Cx32 hicrelerinde gergeklestirien mRNA ifade analizlerinde gruplar
arasinda anlamli farkliliklar gézlenmemistir (Sekil 17a). Buna karsilik MDA-MB-231-Cx32
hicrelerinde GFP hucrelerine gore epitel belirte¢ E-cadherinde %50 azalma (p<0.03) ve
mezenkimal belirtecler vimentinde %20 (p<0.001) ve Zeb2de %20 (p<0.03) artis ve
mezenkimal belirte¢ slugda artis egilimi (p=0.059) gdzlenmistir.
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Sekil 18. MCF10A ve MDA-MB-231 hicrelerinde Cx32 ifadesini epitel-mezenkimal gecis
belirteglerinden E-cadherin, Slug ve vimentinin protein seviyesinde ifadesine etkileri (n=3; *,
p=0.034).

MDA-MB-231 hucrelerinde mRNA seviyesinde degisim gozlenen E-cadherin, Slug ve Vimentin
icin Western blot analizleri gerceklestirilmistir. MCF10A-GFP ve Cx32 hlcrelerinde belirtilen
proteinlerin seviyelerinde degisim gdzlenmemistir (Sekil 18 sag Ust panel). Bunun yani sira
MDA-MB-231 hicrelerinde epitel belirte¢g E-cadherin protein miktarinda %75 azalma oldugu
tespit edilmis (p=0.034) fakat mezenkimal belirte¢ slug ve vimentinde bir farkhlik

g6zlenmemistir (Sekil 18 sag alt panel).

Epitel-mezenkimal gecis belirteclerindeki degisimler MCF7 ve Hs578T hicrelerinde de hem
mRNA (Sekil 19) hem de protein (Sekil 20) seviyesinde analiz edilmistir. Bu ¢alismalarda
MCF7-GFP ve Cx32 hiicrelerinde mRNA ifade analizlerinde mezenkimal belirte¢ N-cadherin
ifadesinde %58 oraninda azalma (p<0.02) ve epitel belirte¢ ZO-1 ifadesinde ise %20 oraninda
artis (p<0.01) go6zlenmistir (Sekil 19a). Bunun yani sira, Hs578T-Cx32 hicrelerinde GFP
hicrelerine gére mezenkimal belirte¢ snail’de %23 azalma (p<0.02) oldugu gézlenmistir (Sekil
19b).
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Sekil 19. a) MCF7 ve b) Hs578T hiicrelerinde Cx32 ifadesinin epitel-mezenkimal gecis
belirteglerinin mMRNA seviyesindeki ifadelerine etkisi (n=3; *, p<0.02; **, p<0,01).

Epitel-mezenkimal belirteglerin protein ifadelerinin tespitinde (Sekil 20) MCF7 ve Hs578T
hicrelerinde calistigi gosterilen epitel belirteg E-cadherin (n=3) ve mezenkimal belirtecler Zeb2
(n=2) ve snail ifadelerinde Cx32 ve GFP ifade eden gruplar arasinda istatiksel (E-cadherin igin)

ya da gorsel olarak (Zeb2 ve snail i¢in) anlamli degisimler gdézlenmemigtir.
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Sekil 20. MCF7 ve Hs578T hicrelerinde Cx32 ifadesinin epitel-mezenkimal gecis
belirteclerinden E-cadherin, Zeb2 ve snailin protein seviyesinde ifadesine etkileri (E-cadherin
icin n=3; Zeb2 i¢in n=2 ve snail i¢in n=1).

4.8 Cx32’nin hiicrelerinin invazyonuna etkisi

MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hucrelerinin invazyon kapasitelerine etkisi transwell
gecirgen kap yontemi (Boyden chamber) ile tespit edilmeye baglanmistir. Transwell gegirgen
kaplarda matrigel Uzerine ekilen hucrelerin matrigelden transwell kabin zarina gegisiyle
hicrelerin invaziv kapasiteleri belirlenmesi amaglanmistir. Oncelikle deneylerin optimizasyon
¢alismalari ilk olarak invaziv olmayan MCF10A ve invaziv olan MDA-MB-231 hiicrelerinde
gerceklestirilmistir (Sekil 21). Sekil 21°de yuvarlak resimler DAPI ile boyanmig hlicreleri iceren
transwell gecgirgen kabin zarinin tim yUzeyini, kare resimler ise kirmizi ile belirlenmis alanin
blyutilmas halini gdstermektedir. Gergeklestirilen ilk g¢alismalarda hiicrelerin matrigelden
gegcislerinin daha ¢ok zarin kenarlarinda gergeklestigi gézlenmistir. Bunun yani sira MCF10A-
GFP ile MCF10A-Cx32 karsilastirildiginda MCF10A-Cx32 hicrelerinin daha c¢ok gectigi
g6zlenmesine ragmen (Sekil 21a ve b) kantitatif analiz yapilabilmesi igin deneyin en az 3 kere
tekrarlanmasi gerekmektedir. MCF10A hiicrelerine benzer sekilde MDA-MB-231 hicrelerinde

Cx32 iceren hiicrelerin matrigelden gecgisinin daha fazla oldugu goézlenmistir. MCF10A’ye
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benzer sekilde kantitatif analiz yapilabilmesi i¢cin deneyin en az 3 kere tekrarlanmasi
gerekmektedir. MDA-MB-231 hicreleri invaziv olan meme kanseri hicreleridir buna karsilik
MCF10A hicreleri normal meme hicresidir, bu yizden MDA-MB-231 hicrelerinin MCF10A’ye
gbre matrigelden daha g¢ok gecmesi beklenmektedir. Fakat gerceklestirilen optimizasyon
¢alismalarinda MCF10A-GFP kontrol hicrelerinin MDA-MB-231-GFP hiicrelerinden daha
fazla gectigi tespit edilmistir (Sekil 21a ve c). Bu nedenle deneyin optimizasyonlari devam

etmektedir ve uygun kosullar saglandiktan sonra deneyler en az 3’er kere tekrarlanacaktir.

a b c d

MCF10A-GFP MCF10A-Cx32 MDA-MB-231-GFP MDA-MB-231-Cx32

Gegirgen zarin porlari

. Gegirgen zarin porlari
Hucreler Hucreler

Sekil 21. Transwell gegirgen kap ile invazyon deneyleri. Matrigele yiklenen a) MCF10A-GFP,
b) MCF10A-Cx32, c) MDA-MB-231-GFP ve d) MDA-MB-231-Cx32 hucrelerinin transwell
gegirgen kabin zarina gegisleri (n=2).

5. TARTISMA VE SONUG

Gunumuze kadar yapilan calismalarda, normal insan meme dokusunda sadece Cx26 ve Cx43
genlerinin ifade edildigi ve bunlarin meme kanserinde Ozellikle erken evrelerde timor
baskilayici olarak calistigi gosterilmistir (Zhu vd., 1991; McLachlan vd., 2006; Naus ve Laird,
2010). Fakat, Cx32’'nin meme kanseri hucrelerinde ifade edilmesinin ve oluklu baglanti
kanallari kurmak yerine hicre sitoplazmasinda birikmesinin meme kanseri hicrelerinin
fonksiyonunu ve meme kanserinin farkli evrelerini nasil etkiledidi bilinmemektedir. Yapilan

calismada farkli metastatik 6zellikleri olan meme kanseri hicrelerinde, normal meme
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dokusunda bulunmayan, fakat kanserli dokularda ifade edilen Cx32 geninin hlcre igindeki
lokalizasyonlari, gap junction ve yarim kanal fonsiyonlari, gogalma, hiicre déngisi, migrasyon

ve invazyonda oynadigi roller arastiniimigtir.

MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hicrelerinde Cx32'nin ifade edilmesi durumunda
sadece MCF10A hicrelerinin gap junction plakalari olusturdugu buna karsilik diger hiicrelerde
Cx32'nin ¢ogunlukla hiicre igcinde oldugu gozlenmigtir. Bunun yani sira Cx32’nin hiicre zarinda
olusturulan gap junction kanallarinin ve yarim kanallarin (connexon) fonksiyonlarini
etkilemedigi gozlenmistir. Gergeklestirilen Western blot analizlerinde MCF10A ve MCF7
hdcrelerinin endojen olarak Cx32 ifade ettigi tespit edilmistir. Disaridan Cx32 verilmesi
MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hicrelerindeki Cx32 ifadesinde ve/veya
lokalizasyonunda degisime neden olmustur. MCF10A-GFP kontrol hicrelerinde proteinler
daha c¢ok hicre icinde yayilmis bir halde bulunurken MCF10A-Cx32’de biylik Cx32
kimelerinin (cluster) ve gap junction plakalarinin olustugu godzlenmistir. Fakat bu plakalar
MCF10A hicrelerindeki gap junction kanallarinin aktivitelerini degistirmemistir. Buna karsilik
MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hicrelerinde Cx32 gap junction kanallari kurmadan hticre
icinde etkili olarak hlcrelerin fizyolojisini etkileyebilecegi dusunulmustir (Dang vd., 2003; Li
vd., 2007). Benzer durum yarim kanallarin fonksiyonlari i¢in de gecerlidir. MCF10A, MDA-
MB-231, MCF7 ve Hs578T hiicrelerinde yarim kanallarin fonksiyonlarinda bir degisim olmadigi
g6zlenmistir. Normal fizyolojik durumlarda memeli dokularinda connexon yarim kanallarinin
fonksiyonel olmadigi bilinmektedir (Thimm vd., 2005). Yarim kanallarin fonksiyonel olmasi
disaridan bir etki ile tetiklenerek (Tran Van Nhieu vd., 2003; Guttman vd., 2010) ya da connexin
genlerindeki mutasyonlarin strekli acik kanallar yapmasiyla mimkin olmaktadir (Gerido vd.,
2007; Mese vd., 2011). Deneyler hicrelerdeki yarim kanallari agacak bir hasar verilerek
tekrarlanabilir ve bu sekilde fonksiyonel yarim kanallardaki farkliliklar ortaya konabilir (Johnson
vd., 2016).

MTT analizlerinde MCF10A ve Hs578T hiicrelerinde Cx32’'nin hicrelerin 10 giin boyunca
cogalmasini/canliigini kontrol hiicrelerine gore yavaslattigi gézlenmistir. Bununla ilintili olarak,
BrdU ile yapilan deneylerde de Cx32 igeren MCF10A hiicrelerinin sayilarinda MCF10A-
GFP’ye gore istatiksek olarak anlamli bir azalma ve Hs578T hicrelerinde ise istatiksel olarak
anlamli olmasa da azalis yoninde bir trend oldugu tespit edilmistir. BrdU deneyleri 1-2 defa
tekrarlanarak deneyin istatistiksel gticu artirilarak goézlemler teyit edilmeye caligilacaktir. Fakat
bu iki gézlem Cx32'nin MCF10A ve Hs578T hiucrelerinin ¢odalmasini azalttigina isaret
etmektedir. Benzer durumlar hepatocellular karsinomda, glioma ve melanoma hucrelerinde de

gozlenmistir; Cx32 ifadesi hepatocellular karsinomda hiicre ¢ogalmasini azalttigi (Zhao vd.,
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2015) ve Cx43 ifadesinin de glioma ve melanoma hicrelerin ¢ogalmalarini negatif yénde
etkiledigi gézlenmistir (Zhu vd., 1991; Tittarelli vd., 2015).

MTT ve BrdU deneylerinde invaziv olan MDA-MB-231 hiicrelerinde GFP kontrol ve Cx32
hicrelerinin 10 glin boyunca ¢ogalmalarinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Buna karsilik
MCF7-Cx32 hiicrelerinde kontrol hiicrelerine gére hem MTT hem de BrdU deneylerinde bir
artis egilimi (trendi) gdézlenmistir. Connexinlerin, mesela Cx43'ln, hiicre cogalmasini arttirdigi
hepatocellular karsinoma gibi farkli kanserlerde de gozlenmistir (Zhang vd., 2007). Bu

gozlemler Cx32'nin hicre tipine bagh olarak farkl etkiler gosterdigine isaret etmektedir.

Hicre donglsi analizlerinde Hs578T hicrelerinde Cx32 ifadesinin G1 fazindaki hiicre
oraninda azalmaya ve S fazindaki hiicre oraninda artmaya neden oldugu gézlenmistir. MTT
ve BrdU analizlerinde Cx32 ifadesinin hicre canhhidl ve ¢ogalmasini azalttiyi gézlenmistir.
Hicre dongusi ve MTT analizlerindeki bu farkin Cx32'nin mitokondriyel fonksiyonundan
kaynakli oldugu dusunulmektedir. Cx32’nin mitokondrinin i¢ zarinda lokalize oldugu gdsterilmis
ve Cx32 overekpresyonunun mitokondriyel aktiviteyi negatif sekilde etkileyerek MTT ile test

edilen hicre canlihgini azaltabilecedi disunudlmektedir (Fowler vd., 2013).

Cx32’nin MCF10A hucrelerinin migrasyonunu istatiksel olarak anlamli olmasa da artirdigi
g6zlenmistir. Buna karsilik gercek zamanl yari kantitatif PCR deneylerinde incelenen epitel-
mezenkimal gecis belirteclerin mMRNA seviyesinde bir degisim gézlenmemigtir. Bu da Cx32’nin
migrasyona etkisinin epitel-mezenkimal gegisten ziyade aktin hlcre iskeletindeki
organizasyonel degisimlerden kaynaklanabilecegini diuslndirmektedir. Connexinlerin aktin
iskelet agr ve yardimci molekilleriyle badlantili oldugu ve bu vesileyle aktin aginin
organizasyonunu etkiledigi bilinmektedir (Kotini ve Mayor, 2015). Aktinin MCF10A’lerdeki

organizasyonel degisimleri phalloidin immunoboyamasiyla teyit edilebilir.

MDA-MB-231 hdcreleri invaziv hicrelerdir ve mezenkimal o6zelliklere sahiptir. Migrasyon
deneylerinde Cx32'nin hicrelerin hareketlerini degistirmedigi gozlenmistir. Buna karsilik
gercek zamanl yari kantitatif PCR ve Western blot deneylerinde incelenen epitel-mezenkimal
gecis belirteglerinden epitel belite¢ E-cadherinin ifadesinde sirasiyla mRNA ve protein
seviyelerinde azalmaya neden oldugu goézlenmistir. Bunun yani sira mRNA seviyesinde
mezenkimal belirteglerden vimentin, Slug ve Zeb2'de artis olmustur. Bu durum hcrelerin
mezenkimal 6zelliklerinin arttigina isaret etmektedir. MDA-MB-231 hucreleri zaten mezenkimal
Ozellikli hicreler oldudu igin epitel-mezenkimal gegis belirteclerindeki degisimlerin hiicrelerin

migrasyon kapasitelerini degistirmeyecegi dusinilmektedir.

Cx32'i MCF7 ve Hs578T hicrelerinin  migrasyonunu azaltmistir. MCF7 hicrelerinin

migrasyonunda gozlenen degisimin GFP ve Cx32’'de deneyler sirasinda olusturulan yariklarin
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boyutlarindaki farkliliklardan kaynaklanabilecegi disinuimustir. Hlcreler arasindaki mesafe
arttik¢a hucreler arasindaki etkilesim de farklilagarak hicrelerin migrasyonunu degistirebilir.
Bunun yani sira, mRNA seviyesinde epitel belirteci ZO-1’de artma ve mezenkimal belirteci N-
cadherinde ise azalma gdézlenmesi, MCF7-Cx32 hicrelerinin kontrol hicrelerine gore
migrasyonunda goézlenen yavaslamanin kaynagi da olabilecedi disunulmuagstir. Hs578T
hicrelerinde ise GFP ve Cx32 arasinda migrasyonda gozlenen farkin teyit edilmesi amaciyla
epitel-mezenkimal gegis belirtecler mMRNA seviyesinde Kkarsilastirilinca sadece snailde
istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu, fakat Western blot drneginde snail proteinin
seviyesinde bir farklilik olmadigi gézlenmistir. Bu dogrultuda, mezenkimal 6zellikli Hs578T
hicrelerinde Cx32’nin hlicrelerin migrasyonunu azaltmasinin mezenkimal-epital déntisimden
(mesenchymal-epithelial transition-MET) kaynakli olmayabilecedi, farkli mekanizmalarin rol

oynayabilecegi dusunulmustur.

Ozetle, bu ¢alismada Cx32’'nin normal meme hiicresi MCF10A ve farkli metastaik 6zellikleri
olan invaziv MDA-MB-231, invaziv olmayan MCF7 ve orta derece invaziv olan Hs578T
hlcrelerindeki roll ortaya konmaya galisiimistir. Yapilan galismalar géstermistir ki Cx32, diger
connexinlerde oldugu gibi, hucre tipine ve durumuna bagh olarak hicrelerin fizyolojilerini farkli

sekillerde etkilemektedir.
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