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OzZET

Connexin’lerin olusturdugu gap junction’lar ve yarim kanallar insan vicudundaki deri gibi bir
¢ok doku ve organin normal olarak faaliyetlerini devam ettirmesinde énemli gérevler Ustlenirler.
Connexin26 mutasyonlari hem sendromik olmayan sagirha hem de keratitis-ichthyosis-
deafness (KID) sendromu gibi deri hastaliklariyla baglantili sendromik sagirliga neden
olmaktadir. Sendromik sagiriga neden olan mutasyonlar Cx26’nin yeni fonksiyonlar
kazanmasina neden olmakta bunun da epidermal hiicrelerin fizyolojisini nasil etkiledigi tam
olarak bilinmemektedir. Bu projede, KID sendromuna neden oldugu goésterilmis Cx26130N,
D50A, D50Y ve A88V mutasyonlarinin, gap junction iletisimi bulunmayan N2A ve Hela
hicreleriyle, iletisim bulunan HaCaT insan keratinosid hiicrelerinde Western blot ile proteinin
yapisina, immunohistokimyasal yontemlerle protein lokalizasyonuna, floresan boya alim
deneyleriyle yarim kanal fonksiyonlarina, hicre disindaki ATP miktarinin belirlenmesiyle
kanallardan hicre digina molekil salinim kapasitelerine ve Fluo-3AM boyasi ve akis
sitometresiyle de kalsiyum sinyallerine olan etkileri arastiriimistir. Buna gére mutasyonlarin,
Cx26 protein Uretimini etkilemedigi fakat mutant proteinlerin daha ¢ok hiicre igcinde biriktikleri
ve hilcre zarinda gap junction plakalari olusturmadiklari gézlenmistir. Ayrica hicre iginde
biriken diger mutansyonlardan farkli olarak, Cx26130N mutasyonunun hicre igcinde ¢ogunlukla
Golgi aygitinda biriktigi goézlenmistir. Mutant Cx26 proteinleri bulunan hicrelerin Cx26WT
bulunduran hicrelere oranla daha ¢ok neurobiotin ve ethidium bromide alimina neden
olduklari gézlenmistir. Mutasyonlarin hem N2A hem de HaCaT hdcrelerinde hiicre digina ATP
salinim miktarlarina bir etkisi olmadigi, buna karsilik her iki hiicre tipinde hiicre igindeki
kalsiyum miktarinda WTCx26’a gore 1,3 ile 2,4 kat artisa neden oldugu gdsterilmistir. Sonug
olarak, Cx26I30N, D50A, D50Y ve A88V mutasyonlarinin diger KID sendromu mutasyonlari
gibi hucrelerde slrekli aktif olan yarim kanallar yaptiklari ve hicrelerdeki kalsiyum
mekanizmalarini etkiledikleri gbzlenmistir. Cx26 mutasyonlari epidermiste suirekli agik bulunan
yarim kanallar olusturarak, hicre disina saldiklari molekillerle kalsiyum sinyallerini
otokrin/parakrin  sinyallerle  etkileyerek keratinosidlerin ¢ogalma ve farkllasma
mekanizmalarinda degisimlere yol acgabilirler. Bu sekilde, KID sendromu hastalarinda

gOzlenen fenotiplerden biri olan epidermisin normalden fazla kalinlasmasina neden olabilir.

Anahtar kelimeler: Connexin26, oluklu baglantilar, yarim kanallar, epidermis, keratitis-

ichthyosis-deafness (KID) sendromu, keratinosidler, kalsiyum reglilasyonu
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ABSTRACT

Hemichannels and gap junctions, formed from connexins, play important roles in functioning
of many tissues and organs including the epidermis. Connexin26 mutations cause both non-
syndromic and syndromic deafness with skin disorders including keratitis-ichthyosis-deafness
syndrome (KIDS). Mutations of syndromic deafness cause Cx26 to acquire new functions and
it is not exactly known how these changes affect the function and physiology of epidermal
keratinocytes. Here, we examined the effect of Cx26 mutations associated with KIDS in both
communication-deficient cell lines, N2A and Hela, and human keratinocytes, HaCaT. We
studied the effect of mutation on protein levels by Western blot analysis, protein localization by
immunostaining, hemichannel function by fluorescent dye uptake and ATP release assays and
intracellular calcium signals by Fluo-3AM dye and flow cytometer analysis. Based on these,
mutations did not affect the protein levels in transfected cells but the localization of mutant
proteins were altered where they were not able to form gap junction plaques at cell-to-cell
junctions. Besides, the Cx26130N mutation caused protein to accumulate in Golgi apparatus
in contrast to other mutations. Further, the uptake of neurobiotin and ethidium bromide into the
cell was more in cells with mutant proteins compared to cells expressing Cx26WT but there
was no statistically significant difference in the amount of ATP released into the medium among
groups in both N2A and HaCaT cells. However, the cells expressing mutant proteins had 1.3-
2.4 fold increase in intracellular calcium level compared to cells with Cx26WT. In conclusion,
similar to other KID syndrome mutations, Cx26I30N, D50A, D50Y and A88V formed active
hemichannels in transfected cells and also interfered with the intracellular calcium signals,
leading to an increase in calcium. Therefore, by forming active hemichannels and releasing
molecules into the extracellular environment that may influence cells through autocrine and
paracrine signals, Cx26 mutations might affect the proliferation and differentiation mechanisms
of keratinocytes. This way, they might result in the development of epidermal phenotypes

observed in KID syndrome patients.

Key words: Connexin26, gap junctions, hemichennals, epidermis, keratitis-ichthyosis-

deafness (KID) syndrome, keratinoside, calcium regulation
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1. GIRIiS

Connexin’lerin olusturdugu yarim kanallar ve oluklu baglantilar vucittaki bir ¢ok organin
homesotasisinin kontrol edilmesinde 6nemli gorevler Ustlenirler. Gap junction kanallariyla
hlcreler arasinda iyonlarin (Na*, K*), kigik metabolitlerin (glucose, glutamate) ve ikincil
ulaklarin (ATP, IP3, Ca?*) gegisini saglayarak ve connexonlar/yarim kanallar vasitasiyla da
hicre digsina ATP ve NAD* gibi molekdilleri salarak parakrin sinyallerle huicre bliyumesi, geligimi
ve farkhlagsmasi gibi farkli bir ok hiicresel olayi kontrol ederler (Kanno ve Loewenstein, 1964;
Lawrence vd., 1978; White ve Paul, 1999; Vinken vd., 2006). Mesela, oluklu baglantilarin, hem
kalsiyum iyonlarinin hem de IP3 gibi ikincil ulaklarin hicreler tarafindan paylasiimasini
sa@layarak dokularda kalsiyum sinyallerinin aktivasyonuna neden olduklari 6ngérilmektedir.
Bunun yaninda connexon’lar vasitasiyla hicre disina salinan ATP gibi sinyal molekdillerinin de
parakrin ve otokrin sinyallerle hicre igine kalsiyum alimini sagladigi gosterilmistir. Bu sekilde,
connexin’lerin iki farkh mekanizmayla hlicre igindeki kalsiyum miktarlarini kontrol

edebilecekleri vurgulanmistir (Beltramello vd., 2005; Bruzzone ve Cohen-Salmon, 2005).

insan viicudunun en biiylk organi olan deri, viicudu fiziksel ve kimyasal etkenlere karsi
korumasinin yaninda mikroplarin girisine karsi bariyer olarak calisir. Epidermisin doért farkli
katmaninda degisik farklilasma dizeylerine sahip hiicreler bulunmaktadir. Bir gok molekiil ve
sinyal yolaginin yani sira, connexin’ler ve Ca?* metabolizmasi keratinosidlerin gogalmalarini
ve farklilagsmalarini dizenleyerek epidermis homeostasisinin devam ettiriimesini saglayan
etmenler arasinda bulunmaktadir (Blanpain ve Fuchs, 2006; Dinkova-Kostova vd., 2007). Bu
bilesenlerde meydana gelebilecek herhangi bir problem st derinin yapisini etkileyerek deride

anormalliklere veya hastaliklara neden olmaktadir (Pani ve Singh, 2008; Tsutsumi vd., 2009).

Connexin’lerin hicreler ve dokular icin énemi bu gen ailesindeki bazi Uyelerin kalitsal
hastaliklarla baglantisinin bulunmasiyla pekistirilmistir. Bunlardan en yaygin olarak bilineni
Cx26 mutasyonlarinin sebep oldugu kalitsal sendromik olmayan isitme kaybidir (White ve
Paul, 1999). Simdiye kadar bulunan 100’den fazla mutasyonunun i¢ kulakta Cx26 proteininde
fonksiyon kaybina sebep oldugu, Cx26 bulunan deri, karaciger gibi organlar tizerinde herhangi
bir etkisinin olmadigi gorilmustir (Kelly vd., 2014). Sendromik olmayan sagirli§in yaninda bazi
baskin olarak calisan Cx26 mutasyonlari kalitsal deri hastaliklariyla baglantili sendromik
sagirliga yol agmaktadir (Richard vd., 1998; Maestrini vd., 1999; Richard vd., 2002; Richard
vd., 2004). Sendromik olmayan sagirliga sebep olan mutasyonlarin genel olarak proteinin
fonksiyon kaybina yol actigi gésterilmistir fakat sendromik sagirlikla iligkili mutasyonlarin
Cx26’nin, yeni fonksiyonlar kazanarak epidermiste gdzlenen dedisikliklere sebep oldugu
ongorulmektedir (Lee ve White, 2009; Kelly vd., 2014). Epidermiste Cx26’nin yani sira Cx30,

Cx31, Cx32 ve Cx43 gibi farkli izorformlar da sentezlenmektedir. Bu genlerden bazilari
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sendromik olmayan sagirliga neden olan mutasyonlarin sebep oldugu Cx26 proteinindeki
fonksiyon kaybini telafi edip epidermisin normal bir sekilde gorevini yuratmesini saglarken, deri
hastaliklariyla baglantili sendromik sagirlik mutasyonlarinin neden oldugu yeni fonksiyonlarin
Ustesinden gelememektedirler (Lee ve White, 2009; Kelly vd., 2014). Son ddénemdeki
calismalar gdstermistir ki hastaliga bagl olarak baskin olarak galisan Cx26 mutasyonlari ¢
farkli sekilde galismaktadir: (i) ayni hicrede bulunan diger connexin protein/kanallarinin
calismalarini baskin bir sekilde engellemek, (ii) hiicre iginde Cx26 proteinin birikmesine sebep
olmak ve (iii) strekli olarak ag¢ik bulunan yarim kanallarin yapimina yol agmak (Mese vd., 2014;
Kelly vd., 2014). Sendromik sagirhga neden olan Cx26 mutasyonlarinin epidermiste
hyperkeratosis’e (epidermisin asiri kalinlasmasi) yol actigi gézlenmis fakat yeni fonksiyonlar
kazanan Cx26 proteinlerinin epidermisin homeostasisinin korunmasinda rol oynayan

molekiler mekanizmalari nasil etkiledigi tam olarak bilinmemektedir.

Connexin’lere bagli deri hastaliklarinin molekiler mekanizmalarinin tanimlanmasi ve bu
proteinlerin epidermisdeki gdrevlerinin anlasiimasinda, hastalia sebep olan mutasyonlarin
karakterizasyonu énemli bir rol oynamaktadir. Bu amacla, bu projede Cx26’nin neden oldugu
deri hastaliklarindan olan keratitis-ichthyosis-deafness (KID) sendromuna sebep oldugu
gOsterilen yeni bulunmus mutasyonlar kullanilarak degisimlerin proteinin yapisina,
fonksiyonuna ve yarim kanal olusturma potansiyellerine olan etkilerinin yani sira mutasyonlarin
keratinosidlerdeki kanallarin fonksiyonlarina, hucrelerin farklilagsmasina ve kalsiyum
sinyallerine etkilerinin ortaya konmasi planlanmistir. Keratinosidlerdeki gap junction’larin
epidermisteki gorevlerinin anlasiimasi ve connexin mutasyonlarinin hiicrelerde neden oldugu
degisimlerin ortaya konmasi, hastaliklarin anlasiilmasina ve bunlara 6zgu tedaviye yonelik yeni

protokollerin gelistiriimesine olanak saglayacaktir.

2. LITERATUR OZETi

2.1 Hiicreler arasi iletisim ve connexin’ler

Hucreler arasi iletisim ¢ok hicreli canlilarda doku i¢i dengesinin saglanmasinda ve devam
ettirimesinde rol oynayan mekanizmalardan birisidir. Hucrelerin  kullandigi iletisim
mekanizmalarindan birisi de hicre sitoplazmalari arasinda dogrudan badglanti kuran gap
junction (oluklu baglanti) kanallari vasitasiyla gercgeklestirilir (Robertson, 1963; Revel ve
Karnovsky, 1967; Wei vd., 2004). Gap junction’lar komsu hicreler arasinda iyonlarin,
aminoasitlerin, ikincil ulaklarin, kiigiik metabolitlerin ve siRNA’lerin degisimini gergeklestirirler
(Sekil 1A). Hucrelerarasi bu iletigsim hicrelerin senkrinizasyonu, farklilagsmasi, bliyumesi ve

damarsiz dokularin atik ve metabolit koordinasyonunun yapilmasi gibi bir ¢cok fizyolojik olay
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icin vazgecilmez bir unsurdur (Kanno ve Loewenstein, 1964; Lawrence vd., 1978; White ve

Paul, 1999; Valiunas vd., 2005).

Oluklu baglantilar omurgasiz ve omurgali bitlin canlilarda iki hiicre zarinin birbirlerine ¢ok
yaklastigi bolgelerde (2-4 nm’lik bosluk birakarak), ylzlercesinin bir arada oldugu gruplar
(plakalar) halinde bulunurlar (Sekil 1A) (Bruzzone vd., 1996; White ve Paul, 1999; Vinken vd.,
2006). Chordate filumunda gap junctionlar, protein seviyesinde ayni O6zellikleri tasiyan
connexin (Cx) adi verilen bir gen ailesi tarafindan kodlanir (Sekil 1B) (Goodenough, 1974; Zoidl
ve Dermietzel, 2010). Proteinler yapisal olarak, kanallarin duvarlarini olusturan 4 tane
transmembran bolge, bu bdlgeleri hiicre disinda birbirine baglayan ve kanallarin/hiicrelerin
birbirlerini tanimasinda ve connexon’larin birbirlerine yapismasinda gorev alan 2 tane dongu
(EL1 and EL2) ile hiicre iginde bulunan amino-terminal ug, karboksil-terminal ug ve ikinci ve
Ugclncu transmembranlari birbirine baglayan bir déngl (IL) icermektedirler. Bu doért bolge
arasindan C-terminal u¢ ve hicre igindeki déngli 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).

A B

cytoplasm of f\Hﬁcre [\
.. disi ' . E Heterotypic
Zar
— E —'E Heterotypic
&= T -
Hucre

ici

cytoplasm GMP
of cell B Connexin Connexon Gap Junctions

Sekil 1. Connexin ve oluklu badglantilarin organizasyonu.A) Oluklu baglantilar komsu
hicrelerin sitoplazmalari arasinda dogrudan baglanti kurarak iyonlarin ve kiglk molekdllerin
gegcisini saglarlar (Evans ve Martin, 2002). B) 4 transmembran boélgesine sahip connexin’ler bir
araya gelerek énce connexon’lari daha sonra da hlcre zarinda gap junction’lari olustururlar
(Mese vd., 2007).

Hucrelerin c¢evrelerinde olan olaylara gerekli yanitlari vermeleri ve c¢abuk bir sekilde
degisikliklere uyum saglamalari igcin gap junctionlar sirekli bir yapim-yikim doéngusu
icerisindedir (Musil vd.). Gap junction’larin yapimi, alti tane connexin’in bir araya gelip
connexon adi verilen yarim kanallari olusturmasiyla endoplazmik retikulumda baslayip trans-

Golgi aygitinda tamamlanir (Musil ve Goodenough, 1993; Das Sarma vd., 2002; Laird, 2006).
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Daha sonra hiicre zarina keseciklerle taginan connexon’lar ya kendi baglarina gérev yaparlar
(non-junctional kanallar) ya da hucre zarinda serbest bir gekilde dagilarak hicrenin komsu
hicrelerle birbirlerine ¢ok yaklastigi kisimlardaki komsu connexon’larla kenetlenerek oluklu
baglantilarin yapimini tamamlarlar (Harris, 2001; Goodenough ve Paul, 2003). Son senelerde,
gap junction’larin yani sira hlicre zarinda bulunan yarim kanallarin hiicrelerin yasamlarini ve
faaliyetlerini strdirmeleri igin énemli oldugu gdsterilmistir. Normal sartlarda ya da hastalik
durumlarinda bu kanallar agilarak degisik faktorlerin (ATP, glutamate, NAD) hicre digina
salinimi saglayarak otokrin ve parakrin sinyallerle ¢evrelerini etkilemektedirler (Goodenough
ve Paul, 2003; Saez vd., 2005; Evans vd., 2006).

insan genomunda en az 21 farkli connexin izoformu bulunmaktadir. Bu genlerden bir ya da bir
kagi memeli hicrelerinin yasamlarinin tamaminda ya da belirli evrelerinde ifade
edilmektedirler. Mesela, Cx43 vicudumuzdaki bir cok hicrede bulunurken, Cx26 en c¢ok
kulaktaki salyangoz (kohlea), karaciger, plasenta ve deride Uretiimektedir (Harris, 2001).
Epidermisteki keratinosidler basta Cx26, Cx43, Cx30.3, Cx31 olmak lzere en az 9 farkl
connexin izoformu ifade etmektedirler (Wiszniewski vd., 2000 Meda P 2000; Kretz vd., 2003).
Birden ¢ok connexin izoformunun ayni anda ifade edilmesi hem connexon’larin hem de oluklu
baglantilarin yapisini etkileyebilir. Yarim kanallar ya da oluklu bagdlantilar yapilirken eger bir
¢esit connexin yapiya katilirsa homomerik/homotipik kanallar, kanal olusumu sirasinda birden
fazla connexin kullanildiysa heteromerik/heterotipik kanallar olusur (Sekil 1B) (Beyer vd., 1995;
Bukauskas vd., 2006). Bu tlrden farkh etkilesimler yapisal ve fonksiyonel gesitliligi arttirdigi

gibi hlcreler arasinda degistirilen molekillerin cesitliligini de etkiler.

2.2 Yarim kanallarin fonksiyonlari

Connexin’lerin hicreler arasinda gap junction kanallari kurarak hicreler arasinda iletisim
saglamanin yani sira, hiicre zarinda non-junctional yarim kanallar olusturarak hiicre ici ve disi
arasinda madde gecisinde rol oynadiklari gosterilmistir (Goodenough ve Paul, 2003; Evans
vd., 2006). Normal dokuda yarim kanallarin nasil ¢alistigi konusunda pek fazla bilgi
bulunmamakla beraber hicre kiltirinde yarim kanallarin normal kosullarda hicre disinin
kompozisyonunun degistiriimesiyle (lipofilik molekiller ve blylme faktorlerinin uygulanmasi,
pH ya da katyon miktarindaki degisiklikler, ve hicre zarinda gozlenen voltaj degisiklikleri),
patolojik durumlarda ise mikrop istilasi ya da mutasyonlar sonucunda yapilarinda meydana
gelen degisiklikler nedeniyle aktif olan connexon kanallari olusturduklari gdézlenmistir
(Goodenough ve Paul, 2003; Tran Van Nhieu vd., 2003; Montgomery vd., 2004; Stong vd.,
2006; Gerido vd., 2007; Saez vd., 2010; Kelly vd. 2014). Normal durumlarda, retinada bulunan
pigment epitel hicrelerinin (RPE) embriyonik donemde hiicre digina Cx43 yarim kanallariyla

ATP salgilayarak hem komsu RPE hiicrelerin hem de progenitor hiicrelerin fonksiyonlarini ve
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gelisimlerini etkileyebilecedi gosterilmistir (Pearson vd., 2005). Hastalik gibi durumlar igin
dizanteriye sebep olan Shigella mikrobunun epitel hicrelerin istilasi sirasinda Cx26 yarim
kanallarini aktiflestirerek hicrelerden ATP salinimina sebep olmasi 6rnek olarak gosterilebilir
(Tran Van Nhieu vd., 2003). Hicrelerden salinan ATP kalsiyum yolaklarini harekete gegirerek
bakterilerin epitel hlcrelere saldirganhigini ve hucrelerdeki yayilimini artirdigi gézlenmistir
(Tran Van Nhieu vd., 2003). Benzer sekilde, bagirsakta mikrobiyal hastaliklar sirasinda Cx43
protein sevivesinin artmasinin agik olarak bulunan yarim kanallarin gogalmasina sebep oldugu
ve bagirsak hicrelerinden su salinimini arttirip ishale yol actigi gézlenmistir (Guttman vd.,
2010). Bunun gibi kalitsal hastaliklara sebep olan bazi mutasyonlarin da Cx26, Cx30, 32 ve
Cx43 proteinlerinin hicrelerde surekli agik bulunan yarim kanallar olusturmalarina neden
oldugu gosterilmistir (Essenfelder vd., 2004; Stong vd., 2006; Gerido vd., 2007; Abrams vd.,
2002; Dobrowolski vd., 2007). A¢ik yarim kanallar kontrolsiiz molekil alim ve salinimina sebep
olacagi icin hem mutant kanalin oldugu hticreleri hem de komsu htcrelerin metabolizmalarini

olumsuz ydnde etkileyip hastalarda goérulen patolojilerin gelismesinde rol oynayabilirler.
2.3 Sagirhga neden olan Cx26 mutasyonlari

Gap junction’larin insan fizyolojisi igin 6nemi connexin mutasyonlarinin farkh kalitsal
hastaliklara neden oldugunun gdbsteriimesiyle ortaya konmustur. Connexin’lerdeki
mutasyonlara bagl oldugu gdsterilen ilk genetik hastalik Cx32 mutasyonlarinin sebep oldugu
X-linked Charcot-Marie-Tooth sendromu’dur (Bergoffen vd., 1993). Bunun ardindan Cx26,
Cx43, Cx46 ve Cx50 gibi farkl izoformlarin sagirlik, katarakt ve deri hastaliklari gibi bir cok
patolojik duruma sebep oldugu gosterilmistir (White, 2000; Evans ve Martin, 2002; Gerido ve
White, 2004; Mese vd. 2007). Bunlardan Cx26’daki mutasyonlar insanlarda sendromik
olmayan sagirligin baslica nedenlerinden biridir (Kelsell vd., 1997). Cx26 mutasyonlarinin
hangi mekanizmalarla sagiriga neden oldugunun anlagiimasi igin yapilan c¢alismalarda
mutasyonlarin genel olarak Cx26’da fonksiyon kaybina neden oldugu goésterilmistir. Sendromik
olmayan sagirlikla baglantili Cx26 mutasyonlarinin asagida listelenen farkli mekanizmalarla

protein ya da kanallarda fonksiyon kaybina yol actigi gosterilmigtir:

(i) 35delG, 167delT,235delC mutasyonlari protein sentezinin erkenden durmasina
neden olarak kisa fonksiyonel olmayan Cx26 proteinleri olusturabilirler (Zelante vd.,
1997; Morell vd., 1998; Kudo vd., 2000).

(i) G59A, D66H ve R184Q mutasyonlari hicre igi protein trafigini etkileyerek
proteinlerin hiicre icinde birikmesine neden olabilirler (Marziano vd., 2003; Su vd.,
2010; Berger vd., 2014).

(iii) C169Y mutasyonu connexon’larin hiicre diginda kenetlenmesini engelleyerek

fonksiyonel olmayan kanallar olusturabilirler (Birkenhager vd., 2014).



Theitax
(iv) T8M ve N206S mutasyonlari hlcre zarinda gap junction kanal yapimini
saglamalarina ragmen hucreler arasinda madde gegisini sinirlayarak kanallarin

normal ¢alismasini etkileyebilirler (Mese vd., 2008)

Kalitsal sagirliga sebep olan Cx26 mutasyonlarinin bir ¢ok deri hastaligiyla (sagirlikla
baglantili palmoplantar keratoderma (PPK; OMiM# 148350), keratitis-ichthyosis-deafness
sendromu (KiD sendromu; OMiM# 148210), Bart—Pumphrey sendromu (OMiM# 149200) ve
Vohwinkel sendromu (OMIM# 124500) baglantili oldugu gésterilmistir (Richard vd., 1998b;
Richard vd., 2002; van Steensel vd., 2002; Richard vd., 2004; Maestrini vd., 1999). Bu
hastaliklarda gorulen en temel ortak 6zellik hepsinin Ust deri katmanlarinin normalden gok
kalinlasmasina yol agcmasidir. Sendromik sagirliga neden olan Cx26 mutasyonlarinin hangi

mekanizmalarla deri anormalliklerine neden oldugu tam olarak bilinmemektedir.
2.4 Epidermis ve epidermal connexin’ler

insan viicudunun en blylik organi olan deri fiziksel, kimyasal, mekanik travmalara ve zararli
mikroplara karsi bir bariyer gorevi gorir. Ayni zamanda vicudun su kaybini dnleyerek hem su
dengesini hem de viicudun isisini kontrol eder. insan (st derisi dort farkli katmandan olusur:
Stratum Bazale (en derin), Stratum Spinozum, Stratum Granulozum ve Stratum Corneum (en
ylzey). En derinde bulunan stratum bazale’da bulunan keratinosidler birbirlerine ve bazal
membrana bir ¢cok yapisma molekiyle baglanirlar (Blanpain ve Fuchs, 2006). Buradaki
hicreler bolinme 6zellikleri olan kok hlcrelerdir ve bdlintp farkhlasarak Gst katmanlardaki
keratinosidleri olustururlar. En Ust katmandan da zamanla atilirlar. Hucrelerin farklilasma
suresince hem protein hem de yapisal seviyesinde bir ¢ok degisiklikler gézlenir. Bu hicresel
olaylarda bir ¢ok protein yolagi, bazal membran bilesenleri, kalsiyum iyon dengesi, baglanma
molekdllerinin rol oynadigi gdsterilmistir (Fuchs, 1990; Fuchs, 2007). Bunlarin yani sira son
zamanlarda derinin farkh katmanlarinda ifade edilen connexin mutasyonlarinin farkli kahtsal
deri hastaliklariyla baglantili oldugunun gdsterilmesi hiicreler arasi iletisim ve connexin’lerin
epidermis fonksiyonu igin dnemini ortaya koymustur (Richard vd., 1998a; Macari vd., 2000;
Richard vd., 2002). Ek olarak, derideki kalsiyum iyon dengesinin korunmasi epidermisin her
katmanindaki hicrelerin normal bir sekilde ¢alismasi igin vazgecilmez bir unsurdur. Kalsiyum
keratinosidlerin bélinmesi, cogalmasi ve farklilasmasinda rol oynamanin yani sira, hiicrelerin
birbirine ya da bazal membrana baglanmasini saglayan yapisma molekillerinin ifade
edilmelerini ve fonksiyonlarini da kontrol etmektedir (Pani ve Singh, 2008). Epidermiste
stratum granllozum’da en yuksek ve bazal tabakada en disik sevide olmak tzere bir kalsiyum
egili (gradient) vardir. Kalsiyum seviyesinin bu sekilde strdlrilmesi epidermisin yapisinin
devam ettirilip i¢c dengesinin korunmasinda dnemlidir. Bu sistemdeki herhangi bir aksakligin

deri hastaliklarina yol actigi gosterilmistir (Proksch vd., 2008).
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Epidermis gap junctionlarla birbirine sikica baglantili olup, bu junctionlarin sagladigi hiicreler
arasi iletigsimin keratinosid buyumesi ve farklilagmasinda dnemli roller oynadigi 6ngéralmastar.
insan epidermisinde, gelisim evrelerinin degisik zamanlarinda ve bélgelerinde birbirleriyle farkli
ya da ortusen bir sekilde ifade edilen en az dokuz connexin geni bulunmaktadir (Kelsell vd.,
2000; Di vd., 2002). Cx43 interfollicular epidermis’te bulunurken; Cx26 dzellikle epidermis’in
en kalin oldugu ve en c¢ok asinmaya ugrayan palmo-plantar (el ayasi-ayak tabani)
epidermisinde Uretilmektedir. Bunun yaninda Cx26 ve Cx43 sac folikullerinde ve ter bezlerinde
de ifade edilmektedir (Salomon vd., 1994). Ek olarak, Cx30, Cx30.3 ve Cx31 epidermisin
farklilasmanin en ¢ok oldugu Ust tabakalarinda bulunur. Bu genlerin tam olarak gérevleri
bilinmemekle birlikte Cx26, Cx30, Cx30.3, Cx31 ve Cx43'Un farkh deri hastaliklarina yol
acmasi oluklu bagdlantilarla yapilan iletisimin epidermisin normal bir sekilde gorevini

yapmasinda énemli oldugunu vurgulamaktadir (Morley vd., 2005).
2.5 Sendromik sagirliga neden olan Cx26 mutasyonlari

Connexin’lerin epidermisteki gorevlerinin ve bunlardan kaynaklanan hastaliklarin molekuler
mekanizmalarinin anlasilmasi igin yapilan ¢alismalar sendromik olmayan sagirliga neden olan
Cx26 mutasyonlarinin proteinde ya da kanallarda fonksiyon kaybina neden olarak sadece i¢
kulagi etkiledigini gostermistir (White, 2000; Bruzzone vd., 2003). Bu da, Cx26’nin yoklugunun
epidermisin normal gelisimini ve ¢alismasini engellemedigini ortaya koymaktadir. Bunun yani
sira, deri hastaliklarina sebep olan mutasyonlarin Cx26’nin farkli bir sekilde ¢alismasina neden
olduguna isaret etmektedir. Ornegin, kurbaga yumurtalarinda ifade ettirilen Cx26’nin sagirlikla
baglantili PPK mutasyonlarindan R75W, delE42, and D66H’In hicrelerde baskin olarak
normal Cx26 ve Cx43 kanallarinin fonksiyonlarini baskiladigi gézlenmistir (Richard vd., 1998b;
Rouan vd., 2001). Bunun gibi Vohwinkel sendromu’na sebep olan Cx26G59A ve D66H
mutasyonlari da beraber ifade edilen Cx32 and Cx43’ln aktivetelerini etkilemektedirler. G59A
hem Cx32’yi hem de Cx43’u baskilarken, D66H sadece Cx43’Un floresan boya gegirgenligini
engellemistir (Thomas vd., 2004). Buna karsilik bagka bir grup mutasyonun connexin’lerin
hicre zarinda aktif bir sekilde ¢alisan yarim kanallar yapmalarina neden oldugu gosterilmigtir.
Cx26 KID sendromu mutasyonlari G12R, N14K, A40V, G45E ve D50N, kurbaga
yumurtalarinda ya da hlicre hatlarinda ifade ettirildiklerinde hicrelerin kisa bir sure icinde (24
saat iginde) 6lmelerine sebep olmustur (Montgomery vd., 2004; Gerido vd., 2007; Lee vd.,
2009). Ayrica mutant proteinler kurbaga yumurtalarinin hiicre zarinda yiksek elektrik akimi
(membrane current) olusturarak, hlicre zarinda surekli agik olan yarim kanallarin bulunduguna
isaret etmistir. Surekli agik olan yarim kanallarin bulundugu hiicrelerden hiicre digina ATP gibi
sinyal molekdillerin salinarak parakrin sinyallerle hiicrelerdeki kalsiyum iyon dengesini etkiledigi
tespit edilmistir (Sanchez vd., 2010; Terrinoni vd., 2010). Bu érneklerde de goéruldugu Gzere,

mutant proteinler aktif connexon’lar yaparak hiicrenin depolarizasyonuna ve sonunda olimune

7



TiBiTAK
sebep olmanin yaninda hicre disina saldigi molekillerle c¢evrelerindeki hcrelerin
fonksiyonlarini da etkilemektedir. Deri hastaliklarina sebep olan connexin mutasyonlarinin
analiz edildigi in vivo modeller olarak Vohwinkel sendromuna sebep olan Cx26-D66H
transgenik geni tasiyan ve KID sendromuna neden olan Cx26-G45E transgenik geni tasiyan
fareler bulunmaktadir (Bakirtzis vd., 2003; Mese vd., 2011). Cx26-D66H transgenik fareleri
insanlarda goérilen Vohwinkel sendromu fenotiplerine benzer 6zellikler gbstermesinin yaninda
mokeliler diizeyde mutant Cx26D66G transgeni normal Cx26 ve Cx30’un hlcre zarina gitme
mekanizmalarini etkileyerek hiicre icinde birikmelerine sebep olmustur (Bakirtzis vd., 2003).
Benzer sekilde, Cx26G45E transgenik fareleri de epidermisin kalinlasmasi gibi KID sendromu
bulunan hastalarda g6zlenen fenotipler gelistirmistir. Bunun yaninda transgenik geni tasiyan
farelerin yasam kaliteleri azalmis ve Cx26G45E mutasyonunu tasiyan hastalarda goézlendigi
Uzere 6lum oranlari da 6nemli oranda artmistir (Jonard vd., 2008; Mese vd., 2011). Farelerden
izole edilen keratinosidlerde Cx26G45E'nin surekli acgik olarak bulunan yarim kanallari
olusturduklari gozlenmistir (Mese vd., 2011). Buna gore, mutasyonlar Cx26 proteininde
bulunduklari yere bagl olarak epidermiste yeni fonksiyonlar kazanmalarini saglayarak,
keratinosidlerin biyUmelerini ve farklilasma mekanizmalarini etkilerler. Bunun da farkl

fenotiplere sahip degisik deri hastaliklarinin gelismesine neden oldugu disinuilimektedir.

Hastallk ya da yaralanma durumlarinda epidermisteki connexin dagiliminda biyik oOlgekte
degisiklikler oldugu gértlmistir (Coutinho vd., 2003). Yaralarin iyilesmesi sirasinda
keratinosidlerin cogalmaya baslamasindan énceki evrede epidermiste Cx26 protein miktarinda
onemli artislar oldugu gézlenmis ve fakat bunun iyilesme mekanizmalarindaki roli tam olarak
anlasilamamistir (Labarthe vd., 1998; Djalilian vd., 2006). Ayni sekilde keratinosidlerin asiri
¢ogalmasina sebep olan hastaliklarda da Cx26 miktarinda énemli 6lgclide artma gozlenmistir.
Bu calismalar, Cx26'nin epidermisteki keratinosidlerin farklilasma mekanizmalarinda rol
oynayabilecegine isaret etmektedir. Cx26 seviyesindeki artislar, hiicre zarinda non-junctional
olarak gorev yapan Cx26 yarim kanallarinin artmasina neden olarak hticrelerin digariya ATP
gibi sinyal molekulleri salgilamalarina yol acgabilirler. Bu molekuller parakrin sinyallerle
keratinosidlerin c¢cogalma ve/veya farklilasma vyolaklarini etkileyerek hicrelerin asiri
cogalmasina ve farklilasmasini saglayabilirler. Belirtilen mekanizmalarin anlasiimasi hem
connexin mutasyonlarina baglh hastaliklara sebep olan molekiler mekanizmalara hem de
connexinlerin/oluklu baglantilarin epidermisteki gorevlerinin anlasiimasina isik tutacak ve
connexinlerden kaynaklanan deri hastaliklarina 6zgu tedavi yontemlerinin gelistiriimesine 6éncu
olacaktir. Bu dogrultuda, bu projeyle hastalarda yeni bulunmug KID sendromuna neden olan
Cx26 mutasyonlarinin (G11E, I30N, D50Y, D50A ve A88V) protein, kanal ve hilicre seviyesinde

etkilerinin arastiriimasi éngérilmastir.
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3. GEREG VE YONTEM
3.1 Mutasyonlarin olusturulmasi ve farkli ekpresyon vektoérlerine klonlanmasi

Tablo 1’de bulunan primerler (biylk ve kalin olarak belirtilen harfler, mutasyon icin gerekli
degisimleri gostermektedir, Microsynth GA) ismarlandiktan sonra, ilk olarak normal (wild-type)
Cx26 geni normal insan genomik DNA’sindan PCR’la sentezlenmistir. Cx26WT cDNA'’sI,
pBSBK vektorine BamHI| enzimiyle kesilerek klonlanmig ve sekansi teyit edilmistir (Iztech
Biomer ve Macrogen Europe). Daha sonra Cx26 cDNA’sinin memeli hucrelerde ifade

edilmeleri icin BamHI enzimiyle kesilerek pCS2+ ve pIRES2-EGFP vektoérlerine klonlanmistir.

Tablo 1. PCR giudimli mutagenesisle mutasyonlarin olusturulmasi igin kullanilan primerler

5’-Cx26 -Forward 5'- tgttgt ggatcc atggattggg gcacgc -3’
3’-Cx26-Reverse 5'- tgttgt ggatcc ttaaactggc tttttt -3’
G11E-Forward: 5'- tgttgtggatcc atgga ttggggcacg ctgcagacga tcctggAggg
tgtgaacaaa -3’
I30N-forward 5'- ccgtcctct tcaAttttcg cattatga-3
I30N-reverse 5'- tcataatg cgaaaaTtga agaggacgg -3’
D50Y-Forward 5’- gatgagcagg ccTactttgt ctgca — 3’
D50Y-Reverse 5’- tgcag acaaagtAgg cctgctcatc -3’
D50A-Forward 5'- gatgagcagg ccgCectttgt ctgca -3’
D50A-Reverse 5’- tgcag acaaagGcegg cctgctcatc -3’
A88V-Forward 5'- gtgtcc acgccagTgc tcctagtgge -3'
A88V-Reverse 5’- gccactagga gcActggcegt ggacac -3’

Cx26WT klonunun elde edilmesinden sonra KID sendromuna sebep olan G11E, 130N, D5QY,
D50A ve A88V mutasyonlari PCR-gudimli mutagenesis yontemiyle olusturulmustur (Sekil 2).

Bu yontemle 3 farkli PCR reaksiyonu olusturularak mutasyonu iceren cDNA'lar
sentezlenmistir. Oncelikle Cx26-forward ve mutant-reverse primerleri kullanilarak Cx26WT
cDNA’sindan 5’-mutant-cDNA’sI sentezlenmistir. Daha sonra mutant-forward ve Cx26-reverse
primerleri kullanilarak Cx26WT cDNA’sindan 3’-mutant-cDNA’sI elde edilmistir. Son PCR
reaksiyonunda ise 5’-mutant-cDNA ve 3’-mutant cDNA kalip (template) olarak kullanilarak
Cx26-forward ve Cx26-reverse primerleriyle mutasyonlari iceren cDNA'lar sentezlenmistir.
cDNA'lar BamHI enzimiyle kesilerek pBSBK vektorine klonlanmis ve sekanslari
dogrulanmistir (Iztech Biomer ve Macrogen Europe). cDNA’lar son olarak pCS2+ ve pIRES2-
EGFP2 memeli ekspresyon vektorlerine BamHI enzimiyle kesilerek klonlanmistir. Vektorler

midiprep kitle gcogaltilarak deneylerde kullaniimigtir (Invitrogen).
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Cx26 DNA
1. PCR reaksiyonu Primerier
—
E—
Cx26-Forward D
Mutant-reverse —_—— *
1. PCR Urdnd e
2. PCR reaksiyonu
Mutant-forward — — —
—
Cx26-Reverse —e
2. PCR Grina o= .
3. PCR reaksiyonu _
h—
Cx26-Forward —_— .
Cx26-Reverse —0 x
3. PCR Urinu- mutant CDNA e .

Sekil 2. PCR-gudumli mutagenesis yontemiyle mutasyonlarin olusturulmasi. Mutasyonlarin
olusturulmasi sirasinda Cx26WT cDNA’si baz alinarak 3 asamali PCR sentez metodu
kullanilarak gercgeklestirilmigtir.

3.2 Hiicre kilturi

Bu calismada mutasyonlarin protein ve kanal yapimi ve fonksiyonuna etkilerini arastirmak igin
hicreler arasi iletisimden yoksun fare neuroblastoma, N2A, hicresi (ATCC, CCL-131) ve insan
rahim kanseri hicresi HeLa (ATCC, CCL-2) kullaniimistir. Ayni zamanda mutasyonlarin
keratinosidlere etkilerinin arastirimasi icin projede o6nerilen primer hicrelerin yerine
immortalized HaCaT hicre (CLS) hatti kullanilmigtir. Primer hicrelerin devamhligi ve
transfeksiyonu sirasinda yasanan problemler nedeniyle bu hicreler yerine HaCaT hicreleri

tercih edilmigtir.

Batdn hicre tipleri igin besi yeri olarak DMEM (Hyclone ya da GIBCO) / %10 FBS (Biological
Industries)/ %1 Penicillin/Streptomycin (GIBCO) kullaniimistir. Hicreler 37°C ve %5 CO: ile
nemlendirilmis inkGbatérde buayGtllip devam ettiriimistir. Bltlin  deneylerde, hiicreler
pasajlandiktan 24 saat sonra Cx26WT ve mutant vektorler transfeksiyonla hiicrelere verilmis

ve 24-48 arasinda da deneyler yapilmistir.

N2A ve Hela hicrelerinin transfeksiyonu icin Lipofectamine 2000 (Invitrogen) ve HaCaT

hicreleri igin Lipofectamine 3000 (Invitrogen) kullaniimistir.
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Lipofectamine 2000 transfeksiyonu igin dnce DNA ve Lipofectamine 2000 ayri ayri serum
olmayan DMEM’'de 1:2 veya 1:3 oraninda hazirlanip 5 dakika oda sicakhginda bekletilmistir.
Bekleme suresinin sonunda DNA ve Lipofectamine 2000 sollsyonlari birlegtirilip yavasca
karigtirildiktan sonra 20 dakika daha oda sicakliginda bekletilmistir. DNA+Lipofectamine 2000
solisyonu damla damla hiicre besi yerine eklenmistir. Transfeksiyondan 6 saat sonra hiicre
besi yeri degistiriimis ve olasi yarim kanallarin ¢alismalarini engellemek igin besi yerine son
konsantrasyonu 3,2mM olacak sekilde CaCl, eklenmistir. Hicreler 24 ile 48 saat sonra

deneylerde kullaniimigtir.

Lipofectamine 3000 transfeksiyonu i¢cin DNA:Lipofectamine3000 orani olarak 1:3 kullaniimistir.
Once Lipofectamine 3000 serum olmayan DMEM’e eklenip vortex'le karistiriimistir. DNA
serum olmayan DMEM ve kitle gelen P3000 miyariyla karistirilarak hazirlanmigtir. DNA
solisyonu, Lipofectamine 3000 solUsyonuna eklenerek 10 dakika oda sicakhdinda
bekletilmistir. Karisim hiicrelere damla damla verilmis ve olasi yarim kanallarin ¢alismalarini
engellemek icin besi yerine son konsantrasyonu 3,2mM olacak sekilde CaCl, eklenmigtir.

Hucreler 24 ile 48 saat sonra deneylerde kullaniimistir.
3.3 Actin-Cx26 immunohistokimyasal boyamasi

Lamel’de buyutilen ve pCS2+ Cx26WT, Cx26I30N, Cx26D50A, Cx26D50Y ve Cx26A88V’yle
transfekte edilen HelLa hucreleri iki defa 1XPBS’le yikandiktan sonra 1X PBS’te hazirlanmig
%4 paraformaldehyde ile 20 dakika boyunca sabitlenmigtir. %0.1 TritonX-100’l0 1XPBS’le
hicre zarinin gecirgenligi 15 dakika boyunca artiriimis ve hicreler %3 BSA bulunan %0.1
TritonX-100’1t 1XPBS’le 30 dakika boyunca bloklanmistir. Daha sonra hticrelere tavsan anti-
Cx26 birincil antikoru (rabbit anti-Cx26 antibody (Invitrogen)) 1:500 oraninda butiin gece
4°C’de ya da 1 saat boyunca oda sicakliginda uygulanmistir. Birincil antikor t¢ kere 1XPBS’le
yikandiktan sonra tavsana karsi Uretilen floresan molekil bagl ikincil antikor (Alexa Fluor 555-
anti-rabbit antikor (Invitrogen), 1:500 oraninda) ve Alexa Fluor 488-Phalloidin (1:200 oraninda)
45 dakika boyunca uygulanmistir. Ug kere 1XPBS’le yikanan lameller cam lamlara hiicre
cekirdegini boyamak icin DAPI ylkleme solisyonuyla (mounting medium) yuklenmistir.
Hazirlanan cam lamlar floresan mikroskopta 40X objektifiyle kontrol edilip resimleri ¢ekilmis,

Imaged programiyla da (NIH) birlestirilmistir.
3.4 ikili Inmunohistokimyasal Analizler

Lamel Gzerinde buyGtulen HeLa hicreleri pCS2+ Cx26WT ve mutant vektorleriyle transfekte
edilip Golgi aparati belirte¢ moleklll golgin 97 ve Cx26 proteinleri immunokimyasal olarak
tespit edilmistir. Deney gliniU hicreler iki defa 1XPBS’le yikandiktan sonra 1XPBS’te
hazirlanmis %4 paraformaldehyde ile 20 dakika boyunca sabitlenmistir. %0.1 TritonX-100’lG
1XPBS’le hicre zarinin gegirgenligi 15 dakika boyunca artiriimig ve hicreler %3 BSA bulunan
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%0.1 TritonX-100’lt 1XPBS’le 30 dakika boyunca bloklanmistir. Daha sonra hucreler ayni
anda 1:200 oraninda fare anti-golgin 97 birincil antikoru ve 1:500 oraninda tavsan anti-Cx26
birincil antikoruna 1 saat boyunca oda sicakhginda maruz birakilmigtir. Daha sonra golgin 97,
fareye kargi uretilen floresan molekil bagl ikincil antikor (Alexa Fluor 488- anti- mouse antikor,
1:200 (Invitrogen)) ve tavsana karsi uretilen floresan molekul bagli ikincil antikorla (Alexa Fluor
555- anti- rabbit antikor (Invitrogen)) tespit edilmistir. U¢ kere 1XPBS’le yikanan lameller cam
lamlara hicre c¢ekirdegini boyamak icin DAPI ylUkleme solusyonuyla (mounting medium)
yuklenmigtir. Hazirlanan cam lamlar floresan mikroskopta 100X obijektifiyle kontrol edilip

resimleri ¢ekilmis, Imaged programiyla da (NIH) birlestirilmistir.

Proteinlerin ER’da biriktikleri ER spesifik GPR78/BiP ve Cx26 ikili boyamasiyla ayni protokol

takip edilerek asagidaki antikorlar kullanilarak yapiimistir:

Birincil antikorlar: ER icgin, fare anti-GRP78/BiP birincil antikoru (Abcam, 1:200) ve Cx26 igin,

1:500 oraninda tavsan anti-Cx26 birincil antikoru (Invitrogen)

ikincil antikorlar: GRP78/BiP icin fareye karsi Uretilen floresan molekiil bagli ikincil antikor
(Alexa Fluor 555- anti-mouse antikor, 1:200 (Invitrogen)) ve tavsana kars! uretilen floresan

molekul bagli ikincil antikorla (Alexa Fluor 488- anti-rabbit antikor (Invitrogen)).

3.5 Western Blot analizleri

3.5.1 Protein izolasyonu

Transfekte edilen hicreler sivi nitrojende dondurulmus ve -80°C’de saklanmistir. Protein
izolasyonu sirasinda dondurulmus hicreler buzun Uzerinde 5 dakika boyunca ¢6ézduraldikten
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, hiicreler kazinarak toplanmistir. Eppendorf
tiplere toplanan hucreler 26G’lik insulin siringalariyla homojenize edildikten sonra buzun
Uzerinde 20 dakika boyunca bekletiimiglerdir. Kisa bir vortex’ten sonra hicreler 4°C’de ve
14000 rpm’de 10 dakika boyunca santriflij edilip sivi kismi yeni Eppendorf tipe aktariimis,

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

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

edilmistir.
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Mutasyonlarin Cx26 protein miktarina etkileri N2A hicrelerinde ve mutasyonlarin ER
katlanmamis protein cevabina (UPR) etkileri hem N2A hem de HaCaT hucrelerinde

arastiriimigtir.
3.5.2 Western blot protokolii

Hicrelerden izole edilmis proteinler ylkleme boyasi eklenerek esit konsantrasyonlarda
hazirlanmistir. Ornekler protein belirteciyle beraber (NEB) SDS-PAGE jelinde yuritilmistr.
Nitrocellulose membranina gecirilen proteinler 1X TBS-Tween-20 (0.05 %) (TBS-T) ile
yikandiktan sonra, 1X TBS-T'te ¢bzinen %5 sit tozu ile membran 2-3 saat boyunca
bloklanmigtir. Membran daha sonra 1:1000 olarak seyreltilen tavsan anti-Cx26 antikoruyla
(Invitrogen) butlin gece 4°C’de déondurtlmustir. Bir sonraki gin membran 1X TBS-T ile 15er
dakika sureyle 3 kere yikandiktan sonra 1:2500 olarak seyreltilen peroxidase’e bagl kegi anti-
tavsan ikincil antikoruyla (Pierce) muamele edilmistir. Membran 1X TBS-T ile 15’er dakika
sureyle 3 kere yikandiktan sonra Uzerine SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate
(Thermo) uygulanarak Versadoc goérintileme sistemiyle (Bio-Rad) goéruntllenmistir. Bu
deneylerde, y-tubulin yikleme kontrolu 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 bagli keci anti-fare

(Dako) kullanilarak gorintuleme gerceklestirilmistir.

N2A ve HaCaT hicrelerinde ayni protocol takip edilerek GRP78/BiP protein seviyeleri
belirlenmigtir. Bu deneylerde de y-tubulin yikleme kontroll olarak kullaniimistir. Fare anti-
GRP78/BiP birincil antikoru (Abcam) ve peroxidase’e bagl keci anti-fare ikincil antikoruyla BiP

protein seviyeleri belirlenmistir.
3.6 mRNA ifade analizleri

Molekuler ifade analizlerinde kullaniimak Uzere dizayn edilen primerler (Tablo 2) nukleaz
icermeyen suda ¢6zlilmus, kullanim sollisyonu 500X’lik stok solisyonunu 10X’e seyrelterek
elde edilmistir. Toplam mRNA izolasyonu igin, 6 kuyulu platelerde bulunan hcreler iki kere
1XPBS ile yikandiktan sonra sivi azotla dondurulmustur. Sivi azottan alinan platelerin
kuyularina 200yl lysis buffer eklenip hiicreler buzun lzerinde 2-3 dk boyunca bekletilmistir.
Kuyulardaki pargalanmig hiicreler 1.5 ml’lik eppendorf tiplerde toplanmis ve insilin ignesi
yardimiyla homojenize hale getirilmistir. TUpteki sivilar, Gzerlerine kendi hacimleri kadar etanol
eklenerek toplam mRNA izolasyonu PureLink® RNA Mini Kit (Invitrogen) protokolu takip
edilerek gerceklestiriimistir. Elde edilen &rneklerin mRNA konsantrasyonlari Nanodrop
kullanilarak dl¢ulmustir. Esit miktarlarda mRNA’dan First Strand cDNA Synthesis Kit

(Fermentas) ile elde edilen cDNA’lar RT-PCR analizi i¢in kullaniimistir. Cevrimler sonucu elde
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edilen ifade egrileri kontrollii olarak analiz edilmistir. Ug tekrarli (triplicate) olarak yur(tilen RT-

PCR deneylerinde numune sayisi da Ug¢ olarak kullaniimistir.

Tablo 2 RT-PCR’da kullanilan primer listesi

Cx26 forward primer 5’-ctgcagctgatcttcgtgtc-3’
Cx26 reverse primer 5’-aagcagtccacagtgtt-3’
Fare GAPDH forward primer 5’-gacatgccgcctggagaaac-3’
Fare GAPDH reverse primer 5’-agcccaggatgccctttagt-3’
Keratin 10 forward primer 5’-gccaacatcctgcttcagat-3’
Keratin 10 reverse primer 5’-ggctctcaatttgcatctcc-3’
Involucrin forward primer 5'-tctgcctcagecttactgtg-3’
Involucrin reverse primer 5’-cagtggagttggctgtttca-3’
insan GAPDH forward primer 5’-gaaggtgaaggtcggagtca-3’
insan GAPDH reverse primer 5’-aatgaaggggtcattgatgg-3’

Butun mRNA ifade analizi deneylerinde N2A'lerde fare ve HaCaT’larda insan GAPDH geni
icsel kontrol (housekeeping gen) olarak kullaniimigtir. Transfeksiyondan sonra, N2A
hicrelerinde Cx26 gen ifadesi igin insan Cx26 primerleri, HaCaT huicrelerinde Keratin10 ve
Involucrin genleri i¢in insan keratin10 ve involucrin primerleri kullaniimistir (Tablo 2). RT-PCR
BioRad I1Q5 & MYQ sisteminde gereceklestiriimis ve sonuslar Delta-Delta Ct yontemiyle analiz

edilmistir.
3.7 Hucre icine floresan boya alim analizleri

Transfeksiyondan 24 saat sonra, hlcreler yarim kanallarin agilmasina olanak saglamak
amaciyla kalsiyum bulunmayan besi yerinde 20 dakika boyunca 37°C’de tutulmustur. Bunu
takiben hicreler 1X PBS’de hazirlanan 0,5mg/ml neurobiotin boyasina 20 dakika boyunca
karanlikta ve oda sicakliginda maruz birakilmiglardir. Belirtilen srenin sonunda hicreler 1X
PBS’le yikanmis ve 1X PBS’te hazirlanmis %4 paraformaldehyde ile 20 dakika boyunca
sabitlenmistir. %0.1 TritonX-100’'li 1XPBS’le hicre zarinin gegirgenligi 10 dakika boyunca
artirlmg ve hicreler %3 BSA bulunan %0.1 TritonX-100’lt 1XPBS’le 15 dakika boyunca
bloklanmistir. Daha sonra hicreler 1:1000 oraninda tetra methyl rhodamine isothiocyanate
(TRIT-C)Ye bagh streptavidin’le (Pierce) muamele edilmiglerdir. 1XPBS’le yikanan hiicreler
floresan mikroskopta 20X objektifiyle kontrol edilip resimleri ¢ekilmis, ImagedJ programiyla da

(NIH) analizleri gerceklestirilmistir.

Ethidium bromide (EtBr) alim deneylerinde transfeksiyondan 24 saat sonra hicreler yarim
kanallarin agilmasina olanak saglamak amaciyla kalsiyum bulunmayan ortamda 20 dakika
kadar bekletildikten sonra 10uM EtBr bulunan solisyona 3 dakika sureyle maruz
birakilmiglardir. Bu slrenin sonunda hiicreler 1X PBS’te hazirlanmis %4 paraformaldehyde ile
20 dakika boyunca sabitlenmis ve floresan mikroskopta 20X objektifiyle kontrol edilip resimleri

cekilmis, ImagedJ programiyla da (NIH) analizleri gerceklestirilmistir.
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3.8 Hiicre disina ATP salim analizleri

Cx26 WT ve mutant vektorleriyle transfekte edilen hicreler, tranfeksiyondan 24 saat sonra
kalsiyum bulunmayan 1XPBS’le 30 dakika boyunca 37°C %5 CO2 inkubatorinde tutulduktan
sonra, 1XPBS toplanarak deney gunine kadar -80°C’de saklanmistir. Deneylerde kullanilan
hicreler total protein izolasyonunun yapilmasi icin sivi azotta dondurularak -80°C’de
saklanmistir. ATP salinim deneyleri icin ATP determination kit (Invitrogen) protokoli takip
edilerek yapilmistir. Bu kit D-luciferin subtratinin atesbocedi luciferase’i varliginda ATP
kullanim miktarinin biyoisima yontemi (560 nm’de maksimum emisyon) ile 6lglilmesine
dayanmaktadir. Oncelikle kitle beraber gelen standart ATP soliisyonu kullanilarak 0.1nM,
0.2nM, 0.5nM, 1nM ve 4nM ATP standart solUsyonlari hazirlanarak 560 nm’de isinimlari
OlcUlmustir. Bu degerler kullanilarak standart egri cizilmistir. Deney gruplari icin ise -80°C’de
dondurulmus PBS’ler ¢ozulerek luciferase+luciferin reaksiyon solisyonuna eklenmis ve
Isinimlar 560nm’de élgtlmustir. Hicrelerden hiicre disina salinan ATP miktarlari standart egri

kullanilarak belirlenmistir.

Sivi azotta dondurulan hicrelerden toplam protein yukarida 3.5.1 protein izolasyonu
boliminde belirtildigi sekilde izole edilmis ve toplam protein miktari Bradford testiyle
belirlenmigtir. Hesaplanan ATP miktari toplam protein miktarina normalize edilerek

karsilastiriimistir.
3.9 Hucre ici kalsiyum miktarinin tayini

N2A ve HaCaT hicrelerindeki kalsiyum miktari, pCS2+ Cx26WT, 130N, D50A, D50Y ve A88V
vektorleriyle transfekte edilen hiicrelerde Fluo-3AM kalsiyum belirteci (Invitrogen) ve akis
sitometresi kullanilarak belirlenmistir. N2A hicreleri iki kez 1X PBS ve HaCaT hdcreleri de iki
kez EDTA sollsyonuyla yikandiktan sonra hiicrelere son konsantrasyonu 5uM olacak sekilde
kalsiyum/magnezyum bulunmayan 1X PBS’de ¢6ziinmUis Fluo-3AM boyasi verilmistir. Bundan
sonra butin deneyler karanlikta yapilmistir. Hiicreler 30 dakika boyunca 37°C’de hicre kiltiri
inkibatériinde bekletildikten sonra solisyon ortamdan alinmis ve hicrelere 1X PBS
eklenmistir. Hucreler daha sonra %0,25 Trypsin-EDTA ile kaldirildiktan sonra toplanmis ve
1100 rpm’de 5 dakika boyunca santriflij edilmistir. Hiicre pelleti kalsiyum ve magnezyum iceren

HBSS sollisyonunda ¢ozilip akis sitometresi (FACSCANTO BD) ile analizleri yapilmistir.

Akis sitometresinde ileri 1sIk sagilmalari hicre boyutunun Kkarsilastiriimasina olanak
tanimaktadir

(http://docs.abcam.com/pdf/protocols/Introduction_to_flow_cytometry May_10.pdf).
Hucrelerdeki kalsiyum miktarinin belirlenmesi sirasinda ayni hicrelerin ileri sagiima (forward

scatter) yayilimlari belirlenmis ve degisimler gruplar arasinda karsilastiriimistir.
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4. BULGULAR
4.1 KID sendromu mutasyonlarinin olusturulmasi

Keratitis-ichthyosis-deafness sendromuna neden olan yeni mutasyonlarin connexin
kanallarinin yapilarina ve ¢alisma mekanizmalarina olan etkisinin arastiriimasi amaciyla, insan
Connexin26 geninde G11E, I30N, D50A, D50Y ve A88V mutasyonlari PCR-temelli mutagenez
yéntemiyle olusturulmustur. PCR’la elde edilen DNA parc¢alarinin dogru mutasyonlari icerdigini
tespit etmek amaciyla mutasyonlar iceren PCR pargalari dncelikli olarak pBSBK bakteriyel
ekspresyon vektorune klonlanmigtir. Sekanslamaya gonderilen klonlar normal insan Cx26 gen
dizilimine karsi Multialin programi (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) kullanilarak

hizalanmig ve mutasyonlarin yerleri ve dogruluklari tespit edilmistir:
41.1 Cx26G11E (32G>A) mutasyon sonuglari

Cx26G11E mutasyonunu iceren klonlarda 32’inci niikleotidde Guanin’den Adenin’e olan
degisim gerceklesmistir (Sekil 3, ok). Fakat Cx26 sekansinin baslangicinda, mutasyondan
hemen 6nceki kisimlarda her iki ydbnden yapilan analizlerde de 5’ Cx26G11E sekansinda bir
cok farkli dedisim oldugu gdézlenmektedir. Sekansin geri kalani mikemmel uyumluluk
gOstermesine ragmen hazirlanan her iki érnekte de ayni problemle kargilasiimasi nedeniyle
Cx26G11E mutasyonu icin hazirlanan primer’in (5’- tgttgtggatcc atgga ttggggcacg ctgcagacga
tcctggAggg tgtgaacaaa -3’) sentezlenmesi sirasinda bir problem oldugu distnilmustir. Bu
calismalarin yapildi§i sirada, bagka bir grup Cx26G11E mutasyonunun transfekte edilen
hicrelerde hicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu/mekanizmasini etkileyerek hiicre dlimune
neden oldugunu goésterdigi icin, bu mutasyonla planlanan ¢alismalara devam edilmemistir

(Terrinoni vd. 2010). 1

131 140 150 160 170 180 190 Fﬂmﬂ_ 230 240 250 260
1

1

Cx26 ATGGATTGGGGCACGC T-GCAGACGA JCCTGGGGGGTGTGARCARACACTCCACCAGCATTGG
pBSBKCx26G11E-1-T3-T CATGGCAGGTATGCATGCGGTACGGEGGLCCCCCCCTCGAGGTCGGACGGTATCGATARGCTTTGATRTCGARTTCCTGCARGCCCGEEGAGGA QCCTGEAGGGTGTGARCARACACTCCACCAGCATTGE
CONSENSUS  sovsssassasssssesssssssssserssrssrssrstrssssassessersnrsssssssese acGaATTcegGCAAGEe  GeaGRcGARCCTGGaGGGTGTGARCARACACTCCACCAGCATTGE

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

| I

Cx26 ARRGATCTGGCTCACCGTCCTCTTCATTTTTCGCATTATGATCCTCGTTGTGGCTGCARAGGAGGTGTGGGGAGATGAGCAGGCCGACTTTGTCTGCARCACCCTGCAGCCAGGCTGCARGARCGTGTGE
pBSBKCx26G11E-1-T3-T AAAGATCTGGCTCACCGTCCTCTTCATTTTTCGCATTATGATCCTCGYTGTGGCTGCARAGGAGGT GTGGEGAGATGAGCAGGCCGACTTTGTCTGCARCACCCTGCAGCCAGGC TGCAAGARCGTGTGL
Consensus  ARAGATCTGGCTCACCGTCCTCTTCATTTTTCGCATTATGATCCTCGTTGTGGCTGCARAGGAGGTGTGEGGAGATGAGCAGGCCGACTTTGTCTGCARCACCCTGCAGCCAGGCTGCAAGARCGTGTGE

391 400 4q10 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

| 1

Cx26 TACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGGCTATGGGCCCTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACGTGGCC TACCGGAGACATGAGAAGARGAGGAAGTTCATCA
pPBSBKCH26611E-1-T3-T TACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCAGCTATGGGCCCTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGRCCATRCACGTGGCCTACCGGAGACATGAGAAGARGAGGARGTTCATCA
Consensus  TACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGGCTATGGGCCCTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGECCATGCACGTGGCC TACCGGAGACATGAGARGAAGAGGARGTTCATCA

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

| |

Cx26 AGGGGGAGATAAAGAGTGAATTTARGGACATCGAGGAGATCARAACCCAGARGGTCCGCATCGARGGCTCCCTGTGGTGGACC TACACARGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCGARGCCGCCTTCAT
pBSBKCx26611E-1-T3-T AGGGGGAGATAAAGAGTGARTTTARGGACATCGAGGAGATCARARCCCAGARGGTCCGCATCGARGGCTCCCTGTGGTGGACCTACACARGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCGARGCCGCCTTCAT
Consensus AGGGGGAGATARAGAGTGRAATTTARGGACATCGAGGAGATCARAACCCAGARGGTCCGCATCGARGGCTCCCTGTGGTGGACCTACACARGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCGARGCCGCCTTCAT

651 66O 670 680 690 700 o 720 730 F40 750 760 T 780

| I
Cx26 GTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCTCCATGCAGCGGCTGGTGAAGTGCARCGCCTGGCCTTGTCCCARCACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCAL TGTCTTCACAGTGTTC
pBSBKCx26G11E-1-T3-T GTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCTCCATGCAGCGGCTGGTGAAGTGCARCGCCTGGCCTTGTCCCARCACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGARGACTGTCTTCACAGTGTTC

Sekil 3 Normal Cx26 DNA’si ile Cx26G11E sekansinin karsilastirimasi. Cx26G11E
sekanslarinin normal Cx26 DNA’siyla karsilastirimasinda mutasyondan énceki bdélgede
uyumsuzluklar gézlenmistir (siyah dikdértgen). 32’inci niikleotid’de mutasyon bulundugu (siyah
ok) halde elde edilen klonlar fonksiyonel ¢alismalar i¢in uygun bulunmamistir.
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4.1.2 Cx26I30N (89T>A) mutasyon sonuglari

Cx26I30N klonundan alinan sonuglarda, her iki yénden yapilan dizilim analizinde 89’uncu
nikleotidde T to A mutasyonun dogru bir sekilde yapildigi ve mutasyon disindaki sekansin

tamaminin incelenmesiyle sekansta herhangi bir problem olmadigi gézlenmistir (Sekil 4, ok).

bl bbbl biu by by fuu f1u feuw £330 fqu fou fby fr l fgu
1 I
Cx26 ATGGATTGGGGCACGCTGCAGACGATCCTGGGGGGTGTGARCARACACTCCACCAGCATTGGARAGATCTGGCTCACCGTCCTCTTCATTTTTC
pBSBKCx26130H-1-T3-T ARGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGEEATCCATGGAT TGGEGCACGCTGCAGACGATCCTGGGGGGTGTGARCARACACTCCACCAGCAT TGGAAAGATCTGGCTCACCGTCCTCTTCAATTTTC
CONSENSUS  .evvviavesesssssssasssassssnnsesssss ATGEATTGGGGCACGCTGCAGACGATCCTGGGGGGTGTGARCARACACTCCACCAGCATTGGARAGATCTGGCTCACCGTCCTCTTCAATTTTE

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 10

1 |

Cx26 GCATTATGATCCTCGTTGTGGCTGCARAGGAGGTGTGGGGAGATGAGCAGGCCGACTTTGTCTGCARCACCCTGCAGCCAGGCTGCARGARCGTGTGCTACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCLG
pBSBKCx26T30H-1-T3-T GCATTATGATCCTCGTTGTGGCTGCAAAGGAGETGTGGGGAGATGAGCAGGCCGACTTTGTCTGCAACACCCTGCAGCCAGGC TGCAAGARCGTGTGCTACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCLG
Consensus  GCATTATGATCCTCGTTGTGGCTGCARAGGAGGTGTGGGGAGATGAGCAGGCCGACTTTGTCTGCARCACCCTGCAGCCAGGCTGCARGARCGTGTGCTACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCLG

911 920 930 940 950 960 970 980 930 1000 1010 1020 1030 1040
|

1
Cx26 GCTATGGGCCCTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACETGGCCTACCGGAGACATGAGARGARGAGGARGT TCATCAAGGGGGAGATARAGAGTGAATTTARGGACATC
pBSBKCx26I30N-1-T3-T GCTATGGGCCCTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACGETGGCC TACCGGAGACATGAGAARGARGAGGARGT TCATCAAGGGGGAGATARAGAGTGARTTTARGGACATC
Consensus GCTATGGGCCCTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACETGGCCTACCGGAGACATGAGARGARGAGGARGT TCATCAAGGGGGAGATARAGAGTGARTTTARGGACATC

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

Cx26 GAGGAGATCAAAACCCAGARGGTCCGCATCGARGGCTCCCTGTGGTGGACCTACACAAGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCGARGCCGCCTTCATGTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGGLTTCT
pBSBKCx26T30H-1-T3-T GAGGAGATCARAACCCAGARGGTCCGCATCGARGGCTCCCTGTGGTGGACCTACACARGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCGARGCCGCCTTCATGTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCT
Consensus GAGGAGATCARARCCCAGARGGTCCGCATCGARGGECTCCCTGTGGTGGACCTACACARGCAGCATCTTCTTCCGGEGTCATCTTCGARGCCGCCTTCATGTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCT

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

1 1

Cx26 CCATGCAGCGGCTGGTGARGTGCARCGCCTGECCTTGTCCCARCACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGAAGACTGTCTTCACAGTGTTCATGATTGCAGTGTCTGGARTTTGCATCCTGLT
pBSBKCx26T30H-1-T3-T CCATGCAGCGGCTGGTGARGTGCARCGCCTGECCTTGTCCCARCACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGARGACTGTCTTCACAGTGTTCATGATTGCAGTGTCTGGARTTTGCATCCTGLT
Consensus CCATGCAGCGGCTGGTGARGTGCARCGCCTGECCTTGTCCCAACACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGARGACTGTCTTCACAGTGTTCATGATTGCAGTGTCTGGARTTTGCATCCTGLT

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
I

1
Cx26 GARTGTCACTGARTTGTGTTATTTGCTARTTAGATATTGTTCTGGGARGTCARAARAGCCAGTTTAA
pBSBKCx26130H-1-T3-T GAATGTCACTGARTTGTGTTATTTGCTAATTAGATATTGTTCTGGGAAGTCARAAAAGCCAGT TTARGGATCCACTAGTTCTAGAGCEECCGCCACCGCGGTGGGAGCTCGACGTCGGCCACCAGCCCAT
Consensus GARTGTCACTGARTTGTGTTATTTGCTARTTAGATATTGTTCTGGGAAGTCAAAAAAGCCAGTTTAR. ...\ yissssrrsssssnessssssssssssssssnnsnnnssssssssssssssssssssss

Sekil 4 Normal Cx26 DNA’sI ile Cx26I130N sekansinin kargilastiriimasi. 89. Niicleotid’de T'den
A’ya dénusim gerceklesmistir (siyah ok) ve geri kalan bdlgeler normal Cx26 geniyle 100%
uyumluluk géstermigtir.

4.1.3 Cx26D50A (149A>C) mutasyon sonuglari

Cx26D50A klonundan alinan sonuglarda, her iki ydénden yapilan dizilim analizinde Cx26D50A
mutasyonu baslangictan itibaren 149’uncu nukleotitde tespit edilmis ve mutasyon disindaki

sekansin tamaminda Cx26WT DNA’siyla mikemmel uyumluluk gézlenmistir (Sekil 5, ok).

651 66O 670 680 690 700 10 F20 730 24 750 760 T 780
1

1

Cx26 ATGGATTGGGGCACGCTGCAGACGATCCTGGEGGGTGTGARCARACACTCCACCAG
pBSBKCx26D050A-1-T3-T GCGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCGATARGCTTGATATCGARTTCCTGCAGCCCGGGGGATCCATGGATTGGGGCACGCTGCAGACGATCCTGGGGEGTGTGARCARACACTCCACCAG
CONSENSUS  svvvrvssrsrssrsrsssssassssenssrsssssssssssssssssssssssnsrssssssssessssesssNIGEATTGGGECACGCTGCAGACGATCCTGGGEGGTGTGARCARACACTCCACCAG

781 790 800 a10 g20 830 840 850 860 870 1 880 890 900 a10
1 1

Cx26 CATTGGARRGATCTGGCTCACCGTCCTCTTCATTTTTCGCATTATGATCCTCGTTGTGEC TGCARAGGAGGT GTGGGGAGATGAGCAGGCCGACTTTGTCTGCARCACCCTGCAGCCAGGC TGCAAGAAC
pBSBKCx26D50A-1-T3-T CATTGGARAGATCTGGCTCACCGTCCTCTTCATTTTTCGCATTATGATCCTCGTTGTGGL TGCARAGGAGGTGTGGGGAGATGAGCAGECCGCCTTTGTCTGCARCACCCTGCAGCCAGGL TGCARGAAC
Consensus CATTGGAAAGATCTGGCTCACCGTCCTCTTCATTTTTCGCATTATGATCCTCGTTGTGGL TGCARAGGAGGTGTGGGGAGATGAGCAGRCCGACTTTGTCTGCARCACCCTGCAGCCAGGCTGCARGAAT

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
|

1
Cx26 GTGTGCTACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGGCTATGGGCCCTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACGTGGCC TACCGGAGACATGAGARGARGAGGARGT
pBSBKCx26050A-1-T3-T GTGTGCTACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGGLTATGGGCCCTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACGTGGCC TACCGGAGACATGAGARGARGAGGARGT
Consensus GTGTGCTACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGGCTATGGGCCCTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACGTGGCC TACCGGAGACATGAGARGARGAGGARGT

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

| |

Cx26 TCATCARGGGGGAGATARAGAGTGAATTTARGGACATCGAGGAGATCARARCCCAGAAGGTCCGCATCGAAGGCTCCCTGTGGTGGACC TACACARGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCGARGCCGE
pBSBKCx26D50A-1-T3-T TCATCAAGGGGGAGATARRGAGTGAATTTARGGACATCGAGGAGATCAAAACCCAGAAGG TCCGCATCGARGGCTCCCTGTGGTGGACC TACACARGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCGAAGCCGL
Consensus  TCATCAAGGGGGAGATAARGAGTGAATTTARGGACATCGAGGAGATCARARCCCAGARGGTCCGCATCGAAGGCTCCCTGTGGTGGACC TACACARGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCGAAGCCGE

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
I |

Cx26 CTTCATGTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCTCCATGCAGCGGCTGGTGAAGTGCARCGCCTGGCCTTGTCCCARCACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCAL TGTCTTCACA
pBSBKCx26D050A-1-T3-T CTTCATGTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCTCCATGCAGCGGCTGGTGARGTGCARCGCCTGGCCTTGTCCCARCACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGARGACTGTCTTCACA
Consensus CTTCATGTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGECTTCTCCATGCAGCGGCTGGTGARGTGCARCGLCTGGCCTTGTCCCARCACTGTEEACTGCTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGARGACTGTCTTCACA

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1 1
GTGTTCATGATTGCAGTGTCTGGARTTTGCATCCTGCTGARTGTCACTGARTTGTGTTATTTGCTAATTAGATATTGTTCTGGGARGTCARRARRGCCAGTTTAR

Cx26
pBSBKCx26050A-1-T3-T GTGTTCATGATTGCAGTGTCTGGARTTTGCATCCTGCTGARTGTCACTGARTTGTGTTATTTGCTAATTAGATATTGTTCTGGGAAGTCARRARRGCCAGT TTARGGATCCACTAGT TCTAGAGCGGCLG
Consensus GTGTTCATGATTGCAGTGTCTGGARTTTGCATCCTGLTGAATGTCACTGAATTGTGTTATTTGLTAATTAGATATTGTTCTGGGAAGTCARAARAGCCAGTTTAR, . ovvvrerssrrrssrsrssrsns

Sekil 5 Normal Cx26 DNA’sI ile Cx26D50A sekansinin karsilastiriimasi. 149. Nucleotid’de
A’dan C’ye donusum gerceklesmigtir (siyah ok) ve geri kalan bodlgeler normal Cx26 geniyle
100% uyumluluk gostermistir.
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41.4 Cx26D50Y (148G>T) mutasyon sonuglari

Cx26D50Y klonundan alinan sonuglarda, her iki ydnden yapilan dizilim analizinde mutasyon
baslangictan itibaren 148’inci nukleotidde tespit edilmis ve mutasyon disinda kalan bdlgeler

normal Cx26 dizilimiyle mikemmel uyumluluk géstermistir (Sekil 6, ok).

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
1

I

Cx26 ATGGATTGGGGCACGCTGCAGACGATCCTGGGGGGTGTGARCARACACTCCACCAGCATTGGARAGATCTGGCTCACCGTCCTCTTCATTTTTCG
pBSBKCx26050Y-1-T3-T AGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCATGGATTGGGGCACGCTGCAGACEATCCTGGGGGGTGTGARCARACACTCCACCAGCATTGGAARGATCTGGCTCACCGTCCTCTTCATTTTTCG
ONSENSUS  wevevvsssssssssssens ......HT[i[iHTTEEEEEHEEEIZHEHEEHTIITEE[i[i[i[iTETEHHEHHHEHETEEHEEHEEHTTEEHHHEHTETEEETEHEEETEETETTEHTTTTTEE

651 66O 670 680 690 700

10 F20 730 24 750 760 T 780

1 I

Cx26 CATTATGATCCTCGTTGTGGCTGCAAAGGAGGTGTRGGGAGATGAGCAGGCCGACTTTGTCTGCAACACCCTGCAGCCAGGCTGCARGARCGTGTGCTACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGG
pBSBKCx26D050Y-1-T3-T CATTATGATCCTCGTTGTGGCTGCARAGGAGGTGTGGGGAGATGAGCAGGCCTACTTTGTCTGCARCACCCTGCAGCCAGGCTGCARGARCGTGTGCTACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGG
Consensus CATTATGATCCTCGTTGTGGCTGCARAGGAGE TGTGEGGAGATGAGCAGGCCgACTTTGTCTGCARCACCCTGCAGCCAGGCTGCARGAACGTGTGCTACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGG

781 790 800 a10 g20 830 840 850 860 870 880 890 900 a10

1 1

Cx26 CTATGGGCCCTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACGTGGCCTACCGGAGACATGAGARGAAGAGGARGT TCATCAAGGGGGAGATARAGAGTGARTTTARGGACATCG
pBSBKCx26D050Y-1-T3-T CTATGGGCCCTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACGTGGCCTACCGGAGACATGAGARGAAGAGEARGT TCATCAAGGGGGAGATARAGAGTGARTTTARGGACATCG
Consensus CTATGGGCCCTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACGTGGCCTACCGGAGACATGAGARGAAGAGGARGT TCATCAAGGGGGAGATARAGAGTGAATTTARGGACATCG

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

1
Cx26 AGGAGATCARARCCCAGARGGTCCGCATCGARGGCTCCCTGTGGTGGACCTACACARGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCGARGCCGCCTTCATGTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCTC
pBSBKCx26D050Y-1-T3-T AGGAGATCARARCCCAGARGGTCCGCATCGARGGCTCCCTGTGGTGGACCTACACARGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCGARGCCGLCTTCATGTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCTC
Consensus AGGAGATCARARCCCAGARGGTCCGCATCGARGGCTCCCTGTGGTGGACCTACACAAGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCGARGCCGCCTTCATGTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCTE

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

1 I

Cx26 CATGCAGCGGCTGGTGAAGTGCARCGCCTGGCCTTGTCCCARCACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGARGACTGTCTTCACAGTGTTCATGATTGCAGTGTCTGGARTTTGCATCCTGCTG
pBSBKCx26D050Y=-1-T3-T CATGCAGCGGCTGGTGARGTGCARCGCCTGECCTTGTCCCARCACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGARGACTGTCTTCACAGTGTTCATGATTGCAGTGTCTGGARTTTGCATCCTGLTG
Consensus CATGCAGCGGCTGGTGARGTGCARCGCCTGECCTTGTCCCARCACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGARGACTGTCTTCACAGTGTTCATGATTGCAGTGTCTGGARTTTRCATCCTGETG

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
1 I

Cx26 ARTGTCACTGARTTGTGTTATTTGCTAATTAGATATTGTTCTGGGARGTCARARARGCCAGTTTAR
pBSBKCx26D050Y-1-T3-T AATGTCACTGARTTGTGTTATTTGCTAATTAGATATTGTTCTGGGAAGTCARAAAAGCCAGTTTARGGATCCACTAGTTCTAGAGCEECCGCCACCGCGGTGGAGCTCGACGTCGGLCACCAGCCCAGCT
Consensus  ARTGTCACTGAATTGTGTTATTTGCTAATTAGATATTGTTCTGGGARGTCARAAARGCCAGTTTAR. |\ vssrranassnsnsssrnsssrsrssrssssrsrnssssnssssnssssssssrssrssses

Sekil 6 Normal Cx26 DNA’sI ile Cx26D50Y sekansinin karsilastiriimasi. 149. Nuicleotid’de
G’'den T’ye donlsum gerceklesmistir (siyah ok) ve geri kalan bolgeler normal Cx26 geniyle
100% uyumluluk gdstermistir.

4.1.5 Cx26A88V (263C>T) mutasyon sonuglari

Cx26A88V klonundan alinan sonuglarda ise, her iki yonden yapilan dizilim analizinde
mutasyon baslangictan itibaren 263’GnclU nikleotidde tespit edilmis ve mutasyon disindaki

sekansin tamami normal Cx26 geniyle mukemmel uyumluluk géstermistir (Sekil 7, ok).

391 400 4q10 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
|

I

Cx26 ATGGATTGGGGCACGCTGCAGACGATCCTGGGEGGTGTGARCARACACTCCACCAGCAT TGGARAGATCTGGCTCACCGTCCTCTTCATTTTTCGCATTATGATCCTC
pBSBKCx26A88Y-1-T3-T ATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCATGGAT TEEGECACGCTGCAGACGATCCTGGGGEGGTGTGARCARACACTCCACCAGCAT TEGARAGATCTGGCTCACCGTCCTCTTCATTTTTCGCATTATGATCCTC
CONSensSUS  .eeeeeessssssssesssssATGGATTGEGGCACGCTGCAGACGATCCTGGGGGGTGTGARCARACACTCCACCAGCAT TGEARAGATCTGGCTCACCGTCCTCTTCATTTTTCGCATTATGATCCTC

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

| 1

Cx26 GTTGTGGCTGCAAAGGAGGTGTGGGGAGATGAGCAGGCCGACTTTGTCTGCAACACCC TGCAGCCAGGCTGCARGARCGTGTGCTRACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGGCTATGGGCCCTGL
pBSBKCx26ABBY-1-T3-T GTTGTGGCTGCARAGGAGGTGTGGGGAGATGAGCAGGCCGACTTTGTCTGCAACACCCTGCAGCCAGGC TGCARGARCGTGTGCTACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGGETATGGGCCCTGE
Consensus GTTGTGGCTGCARAGGAGGTGTGRGAAGATEAGCAGGCCGACTTTGTCTGCAACACCCTRCAGCCAGGE TGCARGARCGTGTGCTACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGGETATGGGECCTGE

651 66O 670 680 690 700 10 720 730 740 750 760 T 780

I 1

Cx26 AGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACGTGGCCTACCGGAGACATGAGAAGAAGAGGARGTTCATCARGGGGGAGATARAGAGTGAATTTARGGACATCGAGGAGATCARAAC
pPBSBKCH26ABBY-1-T3-T AGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGTGCTCCTAGTGGCCATGCACGTGGCCTACCGGAGACATGAGARGARGAGGARGT TCATCARGRGGGAGATARAGAGTGAATTTARGGACATCGAGGAGATCARAAC
Consensus AGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGEGCTCCTAGTGGCCATGCACGTGGCCTACCGGAGACATGAGAAGARGAGGARGT TCATCARGGGGGAGATARAGAGTGAATTTARGGACATCGAGGAGATCARRAC

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 00 910

1 1

Cx26 CCAGAAGGTCCGCATCGARGGCTCCCTGTGGTGGACCTACACARGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCGARGCCGCCTTCATGTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCTCCATGCAGCGGETG
pBSBKCx26ABBY-1-T3-T CCAGARGGTCCGCATCGARGGCTCCCTGTGGTGGACCTACACARGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCGARGCCGCCTTCATGTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCTCCATGCAGCGGCTG
Consensus CCAGARGGTCCGCATCGARGGCTCCCTGTGATGGACCTACACARGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCGARGCCGCCTTCATGTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCTCCATGCAGCGGETG

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

1 1

Cx26 GTGARGTGCAACGCCTGGCCTTGTCCCARCACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGARGACTGTCTTCACAGTGTTCATGATTGCAGTGTCTGGARTTTGCATCCTGCTGAATGTCACTGAAT
pBSBKCx26ABBY-1-T3-T GTGARGTGCARCGCCTGGCCTTGTCCCAACACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGARGACTGTCTTCACAGTGTTCATGATTGCAGTGTCTGGARTTTGCATCCTGCTGARTGTCACTGAAT
Consensus  GTGARGTGCARCGCCTGGCCTTGTCCCARCACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGARGACTGTCTTCACAGTGTTCATGATTGCAGTGTCTGGARTTTGCATCCTGCTGARTGTCACTGAAT

Sekil 7 Normal Cx26 DNA'sI ile Cx26A88V sekansinin karsilastiriimasi. 263. Nucleotid’de
C’den T’'ye donlisum gerceklesmistir (siyah ok) ve geri kalan boélgeler normal Cx26 geniyle
100% uyumluluk géstermigtir.
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Calisma icgin planlanan bitliin mutasyonlarin dogrulugu sekanslamayla tespit edildikten sonra
fonksiyonel analizlerin yapilabilmesi icin pBSBK’den kesilen mutant ve normal Cx26 cDNA’lari

pIRES2-EGFP2 ve pCS2+ memeli ekspresyon vektorlerine klonlanmistir.
4.2 Mutasyonlarin Cx26’nin hiicre i¢indeki lokalizasyonlarina olan etkileri

KID sendromuna neden olan mutasyonlarin Cx26'nin hiicredeki lokalizasyonlarina olan
etkilerinin arastiriimasi igin lamel Uzerinde bulyutilen HelLa hlcreleri normal Cx26 ve
Cx26I30N, D50A, D50Y ve A88V mutasyonlarini tagiyan pCS2+ vektorleri ile transfekte
edilmistir. Cx26 proteinlerinin hicre igindeki yerleri immunohistokimyasal yéntemlerle Cx26’ya

6zgu antikorlar ve actin icin Phalloidin boyasi kullanilarak belirlenmistir (Sekil 8).

Cx26130N Cx26D50A

Cx26D50Y Cx26A88V

Sekil 8 Mutasyonlarin Cx26 protein lokalizasyonuna etkileri. Yesil sinyal actin boyamasini,
kirmizi sinyal Cx26 proteinini ve mavi sinyal hlicre ¢ekirdegini gdéstermektedir. (a) ‘da bulunan
beyaz oklar komsu hucreler arasindaki gap junction plakalarini isaret etmektedir. Scale bar
0,02mm.

Beklenildigi lzere Cx26WT ile transfekte edilen hiicrelerde Cx26 proteini Uretilmekte ve
sentezlenen proteinler hlicre zarina giderek birbirlerine komsu olan hicreler arasinda gap
junction plakalari olusturmaktadirlar (Sekil 8a, beyaz oklar). Buna karsilik Cx26130N, D50A,
D50Y ve A88V mutasyonlari bulunan hiicrelerde mutant Cx26 proteinlerini isaret eden sinyaller
gbzlenmesine ragmen, bu proteinlerin birbirine komsu olan hicreler arasinda gap junction
plakalarini olusturmadiklari gézlenmistir (Sekil 8b, c, d ve e). Buna gére 130N, D50A, D50Y ve

A88V mutasyonlarinin Cx26 proteinlerinin birbirine komsu olan hiicreler arasinda gap junction
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plakalari olusturmalarini énledikleri gozlenmistir. Bu resimlerde sadece actin boyamasi
(sadece yesil sinyal) bulunan hicreler transfekte olmamis ve negatif kontrol olarak kabul edilen
hicrelerdir. Hicre cekirdeginde gozlenen pozitif sinyaller de cekirdek Uzerinde bulunan

sitoplazma ve hicre zarinda bulunan molekullerden kaynaklanmaktadir.
4.3 Mutasyonlarin Cx26’nin ifade edilmesine etkileri

KID sendromuna neden olan Cx26I130N, D50A, D50Y ve A88V mutasyonlarinin Cx26 mRNA
ve protein sentezlerini degistirerek hlcreler arasinda oluklu kanal olusumunu
etkileyebilecekleri distntlmustir. Bu nedenle, mutasyonlarin hicrelerde sentezlenen Cx26
protein miktarlarina ve mRNA olan etkileri sirasiyla Western blot ve yari kantatif RT-PCR
analizleriyle kontrol edilmigtir (Figure 9). KID sendromu mutasyonlarinin protein miktarina olan
etkilesinin anlasilmasi igin N2A hicreleri Cx26WT, 130N, D50A, D50Y ve A88V mutasyonlari
iceren vektorlerle transfekte edildikten sonra Cx26 protein seviyelerindeki degisimler Cx26’ya
0zgu antikorlarla belirlenmistir. Bu deneyler sirasinda gamma-tubulin geni ytikleme kontroli
olarak kullaniimistir (Sekil 9A). Negatif kontrol olarak kullanilan sadece pIRES2-EGFP2
vektori iceren hicrelerde herhangi bir Cx26 protein sinyaline rastlanmamistir. Buna karsilik
WT, D50A ve D5QY klonlari bulunan hiicrelerde Cx26 proteinin ifade edildigi ve D50A ve
D50Y’nin protein miktarlarinda azalmaya neden oldugu gézlenmistir. Bunun yani sira I30N and

A88V bulunan hiicrelerde Cx26 proteini gézlenmemistir
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EGFP WT1 D50Y I30N D50A A88V S 6
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Cx26 -— < 2
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Sekil 9. Mutasyonlarin Cx26 protein ve mRNA sentezine olan etkileri. A) Western blot
analizlerinde pIRESEGFP negatif kontrol ve gamma-tubulin ylkleme kontroli olarak
kullaniimistir. B) RT-PCR deneyleriyle kontrol edilen mRNA seviyelerinde mutasyonlarin WT’a
gore daha ¢cok mRNA sentezine neden olduklari gézlenmistir (Student’s t-test, p< 0,05).

Western blot analizlerinde goézlemledigimiz azalmalarin mRNA seviyesinde de var olup
olmadigini tespit etmek icin ise, N2A hicreleri Cx26WT, 130N, D50A, D50Y ve A88V
mutasyonlari iceren vektorlerle transfekte edildikien sonra Cx26 mRNA seviyeleri Cx26’ya
0zgu primerler kullanilarak tayin edilmistir. Bu deneyler sirasinda GAPDH geni i¢csel kontrol

olarak kullaniimig, Cx26 mRNA seviyeleri GAPDH miktarina normalize edilerek
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karsilastiriimistir (Sekil 9B). Negatif kontrol olarak kullanilan sadece pIRES2-EGFP2 vektori
iceren hucrelerde herhangi bir Cx26 mRNA sinyaline rastlanmamistir. Bunun yaninda WT,
I30N, D50A, D50Y ve A88V klonlari bulunan hicrelerde Cx26 mRNA’sinin Uretildigi gézlenmis
ve mutasyonlari iceren hucrelerdeki Cx26 mRNA seviyesinin WTCx26 hucrelerindeki mRNA
seviyesinden 4-6 kat fazla oldugu gdézlenmistir. Protein seviyelerindeki degisimlerin aksine,
KID sendromu mutasyonlarinin Cx26 mRNA sentezinde normal Cx26’ya gore daha cok mRNA

Uretilmesine neden olduklari tespit edilmistir.
4.4 KID sendromu mutasyonlarinin Cx26 protein biyosentez yolagina olan etkileri

Cx26130N, D50A, D50Y ve A88V mutasyonlarinin Cx26 proteinin hiicre zarinda gap junction
plakalari olusturmasini engelledigi gdézlenmistir. Mutant proteinlerin hiicre zarinda gap junction
plakalari olusturamamalarinin nedeninin protein biyosentez yolaginda meydana gelen
problemlerden kaynaklanabilecedi dusundlmistir. Bu nedenle, mutant proteinlerin
endoplasmic reticulum’da (ER) birikerek katlanmamig protein cevabi (UPR) sinyal yolagini
aktive edebilecegi digslnulerek, Cx26WT, I30N, D50A, D50Y ve A88V vektodrleriyle transfekte
edilen hucrelerdeki UPR belirte¢ molekullerinden olan GRP78/BiP (binding protein) protein
miktarlari Western blot analiziyle belirlenmistir (Sekil 10). Deneylerde tubulin yikleme kontroli
olarak kullanilmis ve GRP78/BiP sinyali tubulin sinyaline normalize edilmistir. Ornek jel
goruntisiinde gbézlendigi Uzere farkl vektorlerle transfekte edilen hiicrelerde BiP miktarlarinda
dnemli bir farklilik gdzlenmemistir (Sekil 10A). Ug defa tekrarlanan deneylerdeki BiP/tubulin
normalizasyonun ortalamalari alinarak karsilastiriimis ve mutasyonlarin GRP78/BiP protein
seviyelerinde istatiksel olarak anlamli farkliliklara neden olmadigi gosterilmistir (Sekil 10B). Bu
da KID sendromu mutasyonlarinin UPR sinyal yolaginin aktive edilmesine yol agmadigina

isaret etmektedir.
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Sekil 10. Cx26 mutasyonlarinin ER stres belirteclerinden BiP protein sentezine etkileri. A)
Mutant proteinlerin N2A hicrelerinde katlanmamis protein cevabi yolak belirteclerinden olan
BiP proteini sentezinde artiglara neden olmadigi gdézlenmigtir. B) Ug tekrarli yapilan
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deneylerde kontrol ve mutant bulunan hicreler arasinda BiP Uretiminde anlamli degisimler
g6zlenmemistir.

Bunun yani sira KID mutasyonlarinin, Cx26 proteinin hicre igcinde ER ve Golgi aygiti gibi
biyosentetik yolakta bulunan organellerde birikebilecegi distnulerek mutant proteinlerle ER
ya da Golgi aygiti belite¢ molekiilleri icin ikili immunohistokimyasal boyamalar yapilmistir
(Sekil 11). Boyalamalar sonucunda c¢ekilen resimler Imaged programi kullanilarak st Uste
bindirilmis ve Cx26 sinyali ile belirte¢g molekil sinyalinin ayni bélgelerde olup olmadigi tespit
edilmistir. Mutant proteinlerin ER’da birikip birikmedigi Cx26 ve GRP78/BIiP ikili boyamasiyla
tespit edilmistir. Bu boyamalarda kirmizi sinyal Cx26 proteinini ve yesil sinyal ise BiP proteinini
gOstermektedir. Gosterilen O6rnek resimlerde yesil ve kirmizi sinyallerin test edilen bdtin
durumlar igin hiicre icinde birbirleriyle bir kag noktada ortlistiglu gézlenmistir (beyaz oklar).
Cx26 proteinleri ER’da membrana entegre edildikten sonra hiicre zarina tasinmaktadir, bu
nedenle Cx26-BiP drtusmesinin az da olsa butlin durumlarda gbézlenmesi olasidir (Sekil 11).
Resimlerde sadece yesil BiP sinyali iceren hicreler (Sekil 11a) transfekte edilmemis hicreleri

gOstermektedir.

Cx26I130N Cx26D50A

Cx26A88V

Sekil 11. Cx26 ve ER belirteci BiP protein lokalizasyonlari. pCS2+ vektoriyle transfekte edilen
hicreler BiP ve Cx26 antikorlariyla boyanmistir. Kirmizi sinyal Cx26 proteinlerini, yesil sinyal
BiP’i ve DAPI hicre ¢ekirdegini gostermektedir. Scale bar 0,01 mm.

Mutant proteinlerin Golgi aygitinda birikip birikmedigi hicrelerdeki Cx26 ve Golgin97 ikili
boyamasiyla belirlenmistir. Burada kirmizi sinyal Cx26 proteinini ve yesil sinyal ise Golgin97
proteinini gostermektedir (Sekil 12). Sekildeki érnek resimlerde gorilecedi Uzere Cx26WT
bulunan hicrelerde yesil ve kirmizi sinyal értismemektedir (Sekil 12a). Burada sadece yesil
Golgin ssnyali bulunduran hicreler Cx26 ile transfekte olmayan hicrelerdir. Buna karsilik
Cx26130N, D50A, D50Y ve A88V mutasyonlari bulunan hicrelerde Cx26 protein sinyallerinin
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Golgin97 sinyalleriyle buylk oranda oOrtustigu gozlenmigtir (Sekil 12b, ¢, d, e). Bu da KID
sendromu mutasyonlarinin Cx26 proteinlerinin Golgi aparatinda birikmesine neden olduguna

isaret etmektedir.

Cx26130N Cx26D50A

Cx26D50Y Cx26A88V

Sekil 12. Cx26 ve Golgi aparati belirteci Golgin97 lokalizasyonu. pCS2+ vektoriyle transfekte
edilen hdcreler Golgin97 ve Cx26 antikorlariyla boyanmistir. Kirmizi sinyal Cx26’yi
proteinlerini, yesil sinyal Golgi aygitini ve DAPI hiicre ¢ekirdegini gostermektedir.

4.5 KID sendromu mutasyonlarinin yarim kanal yapma potansiyelleri

Daha 6nce yapilan g¢alismalarda KID sendromu mutasyonlarinin Cx26 proteinin sirekli aktif
olan yarim kanallar olusturmalarina neden oldugu gosterilmistir (Gerido vd., 2007; Lee vd.,
2009; Mese vd., 2010). Bu calismada test edilen Cx26I30N, D50A, D50Y ve A88V
mutasyonlarinin da benzer sekilde ¢alisabilecegi distinllerek mutant proteinlerin sirekli agik
olan yarim kanal yapma potansiyelleri neurobiotin (NB, 287 MW, -1 charge) ve ethidium
bromide (EtBr, 394 MW, +1 charge) floresan boya alim analizleriyle tespit edilmistir (Sekil 13
ve 14).

Neurobiotin (NB) alim deneylerinde pIRES2-EGFP2 vektdru igeren hlcreler negatif kontrol
(Sekil 13a) ve daha dnce yarim kanal yaptigi gosterilmis olan Cx26A40V bulunduran hiicreler
ise pozitif kontrol (Sekil 13g) olarak kullaniimistir (Montgomery vd., 2004; Gerido vd., 2007).

Ornek resimlerde mavi sinyal hiicre gekirdek boyamasini, kirmizi NB sinyalini ve yesil EGFP
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sinyalini yani transfekte edilen hicreleri gostermektedir. Negatif kontrol hicrelerinde kirmizi
NB sinyali ¢ok zayif olmasina ragmen Cx26A40V bulunan hiicrelerde oldukga yogun bir kirmizi
sinyal gbzlenmesi deneyin istenilen sekilde ¢alistigini gdstermistir. Cx26130N, D50A, D50Y ve
A88V bulunan hicrelerde kirmizi isik siddetinin sadece vektér ve WTCx26 bulunan

hicrelerden daha yogun oldugu gézlenmistir (Sekil 13c, d, e, file 13a, b arasinda).

A papl Neurobiotin EGFP Neurobiotin

pIRES2EGFP
a

WT

b

f
B

Ortalama Floresan
Isik Siddeti

WT
I30N
DSDA
Ds0Y
A8BV
AdovV

pIRESEGFP

Omekler

Sekil 13. Neurobiotin boya alim analizleri. A) pIRES2EGFP vektériyle transfekte edilen
hucrelerde yesil sinyal EGFP'yi, kirmizi sinyal neurobiotini ve mavi sinyal DAPlyi
gOstermektedir. B) U¢ defa tekrarlanan deneyler sonucunda c¢ekilen resimler ImageJ
programinda analiz edilmiglerdir. * p<0.05 WT, I30N, D50A, D50Y, A88V ve A40V’nin
pIRESEGFP ile karsilastiriimasi, **p<0.05, 130N, D50A, D50Y, A88V ve A40V’nin WT ile
karsilastiriimasini géstermektedir.

Uc defa tekrarlanan deneylerde 10 farklh bdlgeden resimler gekilerek NB 1sik siddetinin tayini
icin analizler yapilmistir (Sekil 13B). Buna gore Cx26130N, D50A, D50Y ve A88V bulunan
hicrelerdeki ortalama kirmizi floresan isik siddetinin sadece vektor ve WTCx26 bulunan
hicrelerdeki ortalama 1sik siddetine oranla %69 ile %111 oraninda arttigi gézlenmistir (Sekil
13B). Bu da KID sendromuna neden olan Cx26130N, D50A, D50Y ve A88V mutasyonlarinin

N2A hucrelerinde surekli acik olan Cx26 yarim kanallari yaptigina isaret etmektedir.

Mutasyonlarin sirekli agik olan yarim kanal yapma potansiyelleri NB’den farkli 6zellikleri olan
EtBr boya alim deneyleri ile de teyit edilmistir. Bu deneylerde transfekte ediimeyen ve pIRES2-
EGFP2 vektorl iceren hiicreler negatif kontrol (Sekil 14 a ve b) ve Cx26A40V bulunduran
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hiicreler ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Sekil 14 h). Ornek resimlerde aydinlik alan
hicreleri, kirmizi EtBr sinyalini ve yesil EGFP sinyaliyle transfekte edilen hucreleri
gOstermektedir. Negatif kontrol hicrelerinde kirmizi EtBr sinyali oldukga zayif olmasina
ragmen Cx26A40V bulunan hicrelerde yogun bir kirmizi sinyal gézlenmesi deneyin istenilen
sekilde galistigini géstermektedir. Cx26130N, D50A, D50Y ve A88V bulunan hiicrelerde kirmizi
ISk siddetinin sadece vektér ve WTCx26 bulunan hiicrelerden daha yogun oldugu gézlenmistir
(Sekil 14 d, e, f, g ile 14 a, b, ¢ arasinda). Ug defa tekrarlanan deneylerde 10 farkli bélgeden
resimler ¢ekilerek EtBr 1sik siddetinin tayini icin analizler yapilmistir (Sekil 14 B). Buna gore
Cx26130N, D50A, D50Y ve A88V bulunan hicrelerdeki ortalama kirmizi floresan i1sik siddetinin
sadece negatif kontrol ve WTCX26 bulunan hicrelerdeki ortalama 1sik siddetine oranla %33
ile %111 oraninda arttigi gézlenmistir (Sekil 14 B). Bu da KID sendromuna neden olan
Cx26130N, D50A, D50Y ve A88V mutasyonlarinin N2A hiicrelerinde surekli agik olan Cx26

yarim kanallari yaptigini teyit etmektedir.

Aydinlik alan

Ethidium bromide EGFP Aydinhk alan Ethidium bromide EGFP
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Sekil 14. Ethidium bromide alim analizleri. A) pIRES2EGFP vektoriyle transfekte edilen
hucrelerde yesil sinyal EGFP'yi, kirmizi sinyal ethidium bromide’i ve aydinlik alan ise hicreleri
gOstermektedir. B) Ug¢ defa tekrarlanan deneyler sonucunda c¢ekilen resimlerin analizler

25



TiBiTAK
ImagedJ programinda analiz edilmistir. * p<0,05 I30N, D50A, D50Y, A88V ve A40V’nin Control,
pIRESEGFP ve WT ile karsilastiriimasi.

4.6 Cx26 mutasyonlarinin hiicrelerden hiicre digina ATP salinimlarina etkisi

KID sendromuna neden olan Cx26 mutasyonlari surekli aktif kanallar yaparak hiicre icinden
hicre disina kontrolsiiz molekil salinimina neden olabilirler. Cx26WT, 130N, D50A, D50Y ve
A88V mutasyonu bulunduran huicrelerin hicre disina ATP salinimi yapip yapmadiklari
Luciferase i1simasina dayali ATP saptama kitiyle belirlenip karsilastiriimigtir (Sekil 15).
Deneyler sonucunda hicrelerin tutuldugu medyadan O&l¢llen Luciferase sinyalleri, toplam
protein miktarlarina oranlarak normalize edilmistir. Uglii olarak tekrarlanan deneyler
sonucunda Cx26WT bulunduran hucrelerden salinan ATP miktarlariyla Cx26130N, D50A,
D50Y ve A88V DNA’si bulunduran hicreler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

g6zlenmemistir.
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Sekil 15. N2A hicrelerinden hicre disina ATP salinim miktarlari. Hicrelerin hicre disina
saldiklari ATP miktari ATP belirleme kitiyle saptanmis ve hicre igindeki toplam protein
miktarina normalize edilmigtir.

4.7 Cx26 KID sendromu mutasyonlarinin hiicrelerdeki kalsiyum miktarlarina etkisi

Epidermisteki kalsiyum sinyalleri epidermisin gelismesi ve devamlilidinin saglanmasinda
onemli roller oynamaktadir ve kalsiyum sinyallerindeki anormalliklerin farkli tlrden deri
hastaliklara neden oldugu gdsterilmistir. Bu nedenle KID sendromuna neden olan Cx26

mutasyonlarinin  hicrelerdeki kalsiyum sinyallerine velveya reglilasyonunu etkileyip
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etkilemedigi arastiriimistir. N2A hcrelerindeki kalsiyum miktarlari Fluo-3AM boyasi ve akis
sitometresi kullanilarak belirlenmigtir (Sekil 16A). Buna gore, hilcre icindeki kalsiyum
miktarlarinda I30N, D50A, D50Y ve A88V mutasyonlarini igeren hiicrelerde sadece vektér ya
da Cx26WT bulunduran hucrelere goére istatiksel olarak anlamli artiglar (1,5-2,4 kat)
g06zlenmistir (Sekil 16A). Bu da mutasyonlarin N2A hiicrelerindeki kalsiyum mekanizmalarinda
anormalliklere neden olarak hicrelerde fazla kalsiyum birikmesine neden olduguna isaret

etmektedir.

Surekli acik olarak faaliyet gosteren connexon yarim kanallari hiicre disindan hicre icine
molekil ve/veya sivi alimini saglayarak hiicrelerin boyut olarak genislemelerine neden olabilir.
KID sendromu mutasyonlarinin N2A hticrelerinin boyutlarina olan etkisi akis sitometreside ileri
sacilim oranlarinin belirlenmesiyle tespit edilmistir (Sekil 14B). Buna gore Cx26130N bulunan
hicrelerin vektér, Cx26WT, D50A ve D50Y bulunduran hicrelere gore boutlarinda istatistiksel
olarak anlaml artiglar gézlenmistir. Ek olarak, Cx26A88V bulunan hiicrelerin vektdr, Cx26WT,
I30N, D50A ve D50Y bulunduran hiicrelere gére daha kii¢uk olduklari gézlenmistir (Sekil 16B).
Bu da KID sendromuna neden olan mutasyonlarin farkli mekanizmalarla hicre fizyolojisine

etki edecegine isaret etmektedir.
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Sekil 16. Hicre icindeki kalsiyum miktarlarinin ve hicre boyutlarinin karsilastiriimasi. A)
Kalsiyum belirteci olan Fluo-3AM boyasiyla yliklenen N2A hicrelerindeki kalsiyum miktarlari
akis sitometresiyle ol¢climustar. * p<0,05 WT, I30N, D50A, D50Y ve A88V’nin pCS2+ ile
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kargilastiriimasi, **p<0,05, 130N, D50A, D50Y ve A88V'nin WT ile karsilastiriimasini
gOstermektedir. B) Hicre boyutlari akis sitometresinde ileri sacilim degerlerinin tespit
edilmesiyle karsilastiriimigtir.  **p<0,05, 130N ve A88V'nin WT ile karsilastirimasini
gOstermektedir.

4.8 Cx26 KID sendromu mutasyonlarinin keratinosidler tizerindeki etkileri

Onerilen galismada oncelikle KID sendromuna neden olan mutasyonlarin gap junction
bulundurmayan hicrelerdeki 6zellikleri ortaya konmustur. Bu calismalarla elde edilen
sonuclarin keratinosidlerde nasil etkiler yaptiginin arastiriimasi icin Cx26WT, I30N, D50A,
D50Y ve A88V keratinosid hicre hattina transfekte edilerek fonksiyonel analizler yapilmigtir.
Keratinosid primer hicrelerinde transfeksiyon verimliligi N2A hiicrelerine oranla ¢ok dislk
oldugu ve bu sekilde beklenilen etkilerin gbézlenemeyecegdi distnuldigl icin c¢alismalara
HaCaT keratinosid hticrelerinde devam edilmistir. Bu hticrelerdeki transfeksiyon verimliligi
%60-70 seviyelerinde g6zlenmistir. Bu N2A hucrelerinin transfeksiyon verimliliginden dusuk
olmasina ragmen (%90 seviyelerinde), keratinosid hucrelerinde Cx26 mutasyonlarindan

kaynakli degisimlerin gézlemlenecegine olanak saglayacagi dusunulmustur.
4.8.1 Cx26 mutasyolarinin keratinosidlerde protein biyosentezine olan etkileri

Cx26130N, D50A, D50Y ve A88V mutasyonlarinin N2A hucrelerinde Cx26 proteinin hucre
zarinda gap junction plakalari olusturmasini engelledigi gézlenmistir. Ayni zamanda Cx26
mutasyonlarinin bu hlicrelerde katlanmamigs protein cevabi yolak belirteclerinden GRP78/BiP
protein sentezini etkilemedigi gdzlenmistir. Cx26 mutasyonlarinin keratinosidlerde nasil
davrandigini tespit etmek amaciyla WT, 130N, D50A, D50Y ve A88V ifade edilen HaCaT
HaCaT’larda GRP78/BiP protein miktarlari Western blot analiziyle karsilastirilmistir (Sekil 17).
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Sekil 17. Cx26 mutasyonlarinin ER stres belirteclerinden BiP protein sentezine etkileri. A)
Mutant proteinlerin HaCaT keratinosid hlcrelerinde katlanmamis protein cevabi yolak
belirteclerinden olan BiP proteini sentezini etkilemedigi gézlenmistir. B) Ug tekrarli yapilan
deneylerde kontrol ve mutant bulunan hiicreler arasinda BiP Uretiminde anlamli farkhliklar
g6zlenmemistir.
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Deneylerde tubulin yikleme kontroll olarak kullaniimis ve GRP78/BiP sinyali tubulin sinyaline
normalize edilmistir. Ornek jel géruntisinde goézlendigi Gizere farkh vektorlerle transfekte
edilen hiicrelerde BiP miktarinda énemli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 17A). Ug defa
tekrarlanan deneylerdeki BiP/tubulin normalizasyonun ortalamalari alinarak gruplar
karsilastiriimis ve mutasyonlarin GRP78/BiP protein seviyelerinde istatiksel olarak anlamli

farkliliklara neden olmadigi gdsterilmistir (Sekil 17B).

4.8.2 KID sendromu mutasyolarinin keratinosid farklilagma belirte¢glerine etkileri

KID sendromuyla iliskili Cx26 mutasyonlarinin hastalarda tst derinin kalinlasmasina neden
oldugu gosterilmistir. Bu kalinlasmanin keratinosidlerdeki farkhlasma mekanizmalarinin
bozulmasindan kaynaklanmis oldugu dislnilerek Cx26WT, I30N, D50A, D50Y ve A88V
bulunan hcrelerin farklilasma seviyeleri karsilastirimistir (Sekil 18). Bu amacgla mutant
klonlari iceren hlcrelerdeki farklilagsma oranini belilemek amaciyla keratin 10 (spinous layer
belirteci) ve involucrin (granular layer belirteci) genlerinin ifade edilme oranlari tayin edilmistir.
Ug tekrarli (triplicate) olarak yiritilen deneylerde numune sayisi da (g olarak kullanilmigtir.
Elde edilen sonuclar, normal Cx26 bulunan hucrelerdeki mMRNA seviyelerine normalize
edilerek karsilastinimistir (Sekil 18). Buna gére Cx26 mutasyonlarinin keratinosid hticrelerinde
epidermal belirteclerinden keratin10 ve involucrin mRNA miktarlarinda anlamli degisimlere yol
acmadigi gozlenmistir. Bu da Cx26 mutasyonlarinin keratinosid htcrelerinin farklilagsma

seviyelerinde bir degisime neden olmadigina isaret etmektedir.
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Sekil 18. Mutasyonlarin HaCaT farklilasmasina etkileri. Keratin10 ve involucrin farklilasma
belirteglerinin mMRNA seviyeleri RT-PCR ile belirlenip gruplar arasinda karsilastiriimistir.

4.8.3 Mutasyonlarin keratinosidlerin hiicre digina ATP salinimlarina etkileri

KID sendromuna neden olan Cx26 mutasyonlari HaCaT hiicrelerinde surekli aktif kanallar
yaparak hicre icinden hiicre disina kontrolsiiz molekil salinimina neden olabilirler. Cx26WT,
I30N, D50A, D50Y ve A88V mutasyonu bulunduran hicrelerin hiicre disina ATP salinimi yapip
yapmadiklari Luciferase sinyaline dayali ATP saptama kitiyle belirlenip karsilastiriimistir (Sekil

19). Deneyler sonucunda hicrelerin 20 dakika boyunca tutuldugu 1XPBS’den elde edilen
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Luciferase sinyalleri, toplam protein miktarlarina oranlarak normalize edilmigtir. Ugli olarak
tekrarlanan deneyler sonucunda Cx26WT bulunduran hicrelerden salinan ATP miktarlariyla
Cx26130N, D50A, D50Y ve A88V cDNA’sI bulunduran hlcreler arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark gézlenmemistir (Sekil 19).
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Sekil 19. HaCaT hicrelerinden hicre digina ATP salinim miktarlari. Keratinosidlerin hiicre
disina saldiklart ATP miktari ATP belirleme kitiyle saptanmis ve hticre igindeki toplam protein
miktarina normalize edilmistir.

4.8.4 Mutasyolarin keratinosidlerin hiicrelerdeki kalsiyum miktarlarina etkileri

Epidermisteki kalsiyum sinyalleri buradaki hicrelerin gelismesi ve homeostazilerinin
saglamasinda 6nemli roller oynamaktadir. Bu amacgla KID sendromuna neden olan Cx26
mutasyonlarinin keratinosid hdcrelerindeki kalsiyum sinyallerini ve/veya regulasyonunu
etkileyip etkilemedigi arastinimistir. HaCaT hicrelerindeki kalsiyum miktarlari Fluo-3AM
boyasi ve akis sitometresi kullanilarak belirlenmigtir (Sekil 20A). Buna gore, hicre igindeki
kalsiyum miktarlarinda I30N, D50A, D50Y ve A88V mutasyonlarini iceren hucrelerde sadece
vektor ya da Cx26WT bulunduran hicrelere gore istatiksel olarak anlaml artiglar (1,3-1,7 kat)
gOzlenmistir (Sekil 20A). Bu da mutasyonlarin keratinosidlerde kalsiyum mekanizmalarinda
anormalliklere neden olarak hicrelerde kalsiyum birikmesine neden olduguna isaret

etmektedir.

Surekli acik olarak faaliyet gosteren yarim kanallar hiicre digindan hiicre icine molekil ve sivi
alimini saglayarak hucrelerin boyut olarak bulylimesine neden olabilir. KID sendromu
mutasyonlarinin HaCaT hdicrelerinin blyukligine olan etkisi akis sitometresiyle tespit
edilmistir (Sekil 20 B). Buna gore Cx26WT, 130N, D50A, D50Y ve A88V bulunduran hiicreler

arasinda boyut olarak istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gdézlenmemistir (Sekil 20 B). Bu da
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KID sendromuna neden olan mutasyonlarin keratinosidlerde N2A hucrelerinden farkh etkiler

gOsterebilecegine isaret etmektedir.
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Sekil 20. Hicre icindeki kalsiyum miktarlarinin ve hicre boyutlarinin karsilastiriimasi. A)
Kalsiyum belirteci olan Fluo-3AM boyasiyla yliklenen HaCaT hiicrelerindeki kalsiyum miktarlari
akis sitometresiyle olgiimustir. * p<0,05 130N, D50A, D50Y ve A88V’'nin WT ve pCS2+ ile
karsilastiriimasi. B) Hicre boyutlar akis sitometresinde ileri sacilim degerlerinin tespit
edilmesiyle karsilastiriimistir.

5. TARTISMA VE SONUC

KID sendromuna neden oldugu gosteriimis yeni Cx26 mutasyonlarinin  molekiler
mekanizmlarinin anlasilmasini amaglayan bu projede, Cx26I30N, D50A, D50Y ve A88V
mutasyonlarinin gap junctional communication bulunmayan N2A ve Hela hiicrelerinde Cx26
proteininin hlicredeki lokalizasyonu etkileyerek proteinlerin hiicre zarinda gap junction
plakalari olusturmalarini engelledikleri gézlenmistir. Buna karsilik, I30N ve A88V mutant
proteinlerinin Western blot analizlerinde tespit edilmedigi ve D50A ve D50Y mutasyonlarinin
Cx26 protein miktarinda azalmaya neden oldugu gézlenmistir. Bunun yani sira mutasyonlari
iceren hucrelerde Cx26 mRNA miktarinin arttigi belirlenmistir. Mutasyonlarin gap junction
plakalari olusturmamalari protein biyosentez yolaginda meydana gelen problemlerden
kaynaklandi§i duasunulerek mutant proteinlerin hicre igcinde ER’da birikerek katlanmamig
protein cevabini (UPR) tektikleyip tetiklemedigi hem Western blot hem de
immunohistokimyasal analizlerle arastiriimistir. Western blot sonucunda UPR belirteclerinden
GRP78/BiP protein seviyelerinde WT ve mutant Cx26 bulunduran N2A veya HaCaT
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hiicrelerinde farklilik gézlenmemistir. immunokimyasal boyamalar sonucunda da Cx26 ve BiP
proteinlerinin hicre icinde ¢ok az miktarda Ortustikleri gozlenmigtir. Ayni dogrultuda
mutasyonlarin Golgi aparatinda birikip birikmedigi immunohistokimyasal olarak arastiriimis
buna gére KID sendromu mutasyonlarinin Cx26 proteinin Golgi aparatinda birikmesine neden

oldugu gosterilmisitr.

Daha o6nce analizi yapilan KID sendromu mutasyonlarinin (A40V, G45E gibi) kurbaga
yumurtalarinda ve memeli hicrelerinde slrekli olarak agik bulunan yarim kanallar
olusturduklari gosterilmistir (Montgomery vd., 2004; Gerido vd., 2007; Lee vd., 2009). Ayni
sekilde 130N, D50A, D50Y ve A88V mutant proteinlerinin hlicre zarinda surekli olarak agik olan
kanallar yapip yapmadiklari floresan boya alim deneyleriyle test edilmis ve mutant Cx26 iceren
hicrelerin kontrol ve Cx26WT igeren hucrelere oranla %33 ile %110 arasinda degisen
miktarlarda daha ¢ok neurobiotin ve ethidium bromide boyasi alimini sagladiklari gézlenmisgtir.
Bu da KID sendromuna neden olan Cx26 mutasyonlarinin benzer sekillerde calisarak
proteinlerin surekli aktif olan yarim kanallar yapmalarina neden olduguna isaret etmektedir.
Daha sonra, bu yarim kanallardan N2A ya da HaCaT hicrelerinde hicre disina ATP
saliniminin olup olmadidi arastiriimistir. ATP salinim miktarlarinda mutant ve WTCx26
bulunduran hicreler arasinda anlamli farkliliklar gézlenmemesine ragmen, mutant protein
bulunduran hicrelerde WT ve kontrol hicrelere oranla hicre igindeki kalsiyum miktarlarinda
1,5-2,4 kat (N2A hucreleri) ile 1,3-1.7 kat (HaCaT) oranlarinda artiglar gézlenmistir. Bunun
yani sira I30N bulunan N2A hiicrelerinin boyutlarinda WT ve diger mutasyonlari bulunduran
hicrelere gére %12 oraninda artma ve A88V mutasyonu bulunduran hicrelerin normal ve
diger mutasyonlari bulunduran hicrelere oranla boyutlarinda %7 oraninda kigulme oldugu
g6zlenmistir. HaCaT hiicrelerinde, N2A hicrelerinden farkli olarak mutasyonlar hiicrelerin

boyutlarinda bir degisime neden olmamistir.

A88V ve I30N ile transfekte edilen hiicrelerde Western blot ile Cx26 proteini belirlenememigtir.
A88V hicrelerinde transfeksiyondan sonra blyik oranlarda hiicre dlumleri gerceklesmekte,
bu da protein elde etmek icin kullanilan transfekte edilmis hiicre sayisinda 6énemli oranda
azalmaya neden olmaktadir. Bu durumda yeterince Cx26A88V proteini elde edilememekte ve
bunun da Western blot analizlerinde Cx26 proteinin gézlenmesini etkiledigi digtunilmektedir.
Bunun yani sira, I30N mutasyonu protein stabilitesini D50A ve D50Y mutasyonlarina goére
daha fazla etkileyerek izolasyon sirasinda yeterince protein elde edilmesini engelleyerek, Cx26
proteinini gézlemlememizi etkileyebilir. Buna karsiik mRNA miktarlarinda 4-6 kat artis
gbzlenmesi, mutasyonlarin protein biyosentezinde problemlere neden olduduna isaret
etmektedir. Hicreler mutant Cx26 cDNA’larindan esit miktarlarda protein yapmak amaciyla
daha fazla miktarda mRNA yapmakta fakat bunlarin bir kisminin proteine déniusmedigi

dusuntlmektedir. Bunun yaninda, mutasyonlari bulunduran hucreler, hicre zarina giden
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protein oranini artirmak amaciyla da mRNA Uretim miktarinda artmalara neden olabilir. Son
olarak, mutasyonlarin proteinlerin yari émdurlerini ya da stabilitelerini etkileyerek daha az
proteinin gézlenmesine neden olduklari distnulmekte, bundan sonraki asamalarda Cx26

protein ve kanal yikim yollarinin aragtiriimasi planlanmaktadir.

Cx26130N, D50A, D50Y ve A88V mutasyonlarinin hiicre zarinda gap junction plakalari
olusturmamalari her ne kadar mutant proteinlerin hiicre zarina tasinmalarinda bir problem
oldugunu isaret etse de mutant proteinlerin biyosentetik yolakta bulunan organellerden olan
ER’da birikmedigi fakat Golgi aygitinda bulundugu goézlenmistir. Ayrica floresan boya alim
deneyleri gostermektedir ki proteinler hiicre zarina gidip fonksiyonel kanallar yapmaktadir. Bu
mutant proteinlerin hlicre zarinda Cx26 yarim kanallari yapmakta olduguna ve de proteinlerin
hlcre zarina gittiklerine isaret etmektedir. immunokimyasal analizlerde Cx26WT, I30N, D50A,
D50Y ve A88V sinyallerinin hiicre geperinin (actin boyamasiyla gésterilen) bazi bélgelerinde
bulundugu gdzlenmigtir. Proteinlerin hiicre zarindaki lokalizasyonlari i¢cin konfokal mikroskopla
goruntileme ya da immunohistokimyasal boyama sirasinda hiicre zarinin floresan boyalarla

boyanmasi gerekli gbzlemlerin yapiimasina olanak taniyacaktir.

Cx26 proteinlerinin ER’dan hiicre zarina tasinma mekanizmalarinda Golgi aygitini bypas
ederek gittigi gosterilmistir (Qu vd., 2009). Fakat, calismalarimizda Cx26130N, D50A, D50Y ve
A88V mutasyonlarini tagiyan proteinlerin énemli miktarda Golgi aparati belirteci Golgin97 ile
ortistigl gdzlenmistir. Benzer bir gbézlem sendromik olmayan sagirida neden olan
Cx26R184Q mutasyonu igin de yapilmistir (Su vd., 2010). Belirtlen mutasyonlarin hicre
zarina giderken nasil olup da normal Cx26'dan farkh bir yol izledigi bilinmemektedir.
Mutasyonlarin protein yapisinda meydana getirdigi degisimler proteinlerin Golgi aygitinda
birikmesine ya da proteinlerin alternatif transport mekanizmalari kullanmalarina neden

olabilecegdi distnulmektedir.

Cx26WT yarim kanallarinin ATP (507 MW ve -4 yuk) molekuline gecirgen oldugu gosterilmigtir
(Huckstepp vd., 2010; Fiori vd., 2014). Bu nedenle slrekli acik bulunan yarim kanallar
yaptiklari gosterilen 130N, D50A, D50Y ve A88V mutasyonlarinin hicrelerden dis ortama
WT’dan daha ¢ok oranda ATP salinimi yapacaklari disunulmustir. Fakat hem N2A hem de
HaCaT hucrelerinden hiicre disina salinan ATP miktarlarinda WT ve mutasyonlar arasinda bir
fark gdézlenmemistir. Mutasyonlarin yarim kanallarin yapisinda meydana getirdikleri degisimler
ATP’den daha kuglik olan neurobiotin (NB, 287 MW) ve ethidium bromide (EtBr, 264 MW) gibi
floresan boya gecisinde artmalara neden olduklari 6ngérilmektedir. Benzer sekilde, ATP ile
NB ve EtBr arasindaki yuk farki da mutant yarim kanallardan ATP gegisini limitleyici bir faktor
olarak dusunulmektedir. Alternatif olarak mutasyonlar bilinmeyen mekanizmalarla hicre

icindeki ATP miktarinda 6nemli 6lgide azalmalara neden olabilir, bu da mutant yarim
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kanallardan hicre disina salinan ATP miktarini etkileyebilir. Bu amacgla WT ve mutant

hicrelerdeki ATP konsantrasyonlarinin karsilastiriimasi énerilmektedir.

Mutasyonlar ATP salinim oranlarinda bir degisime neden olmamakla beraber, N2A ve
HaCaT’larda hicre icindeki kalsiyum seviyelerinde WT’a gore 1,3 ile 2,4 kat artisa neden
olmustur. Bu da mutasyonlarin kalsiyum mekanizmalarini etkileyerek hiicre icinde kalsiyum
miktarinin artmasina neden olduguna isaret etmektedir. Strekli agik kalan kanallardan hiicre
disina salgilanan molekdller (kalsiyum, ikincil metabolitler gibi) parakrin sinyallerle hiicrelerdeki
kalsiyum sinyallerini degistirebilirler. Parakrin sinyal olarak gbrev yapan bu molekullerden biri
de ATP olmasina ragmen, proje gergevesinde hlcre iginden disina salinan ATP miktarlarinda
anlaml degisimler gdézlenmemesi, kalsiyum sinyallerinin aktivasyonunda farkli molekdillerin rol
oynayabilecegine isaret etmektedir. Bu molekdullerin tayin edilmesi hiicrelerde yarim kanallarin
hangi mekanizmalarla kalsiyum sinyallerinin aktivasyonunu sagladigina 1gik tutacaktir.
Kalsiyum miktarlarinin korunmasi epidermisin devamhligi ve fonksiyonlari icin énemli
etkenlerden biridir ve kalsiyum miktarlarinda meydana gelebilecek herhangi bir degisim
epidermal hastaliklarin veya problemlerin ortaya ¢ikmasina neden olabilir (Pani ve Singh,
2008). Cx26130N, D50A, D50Y ve A88V mutasyonlarinin hicre icindeki kalsiyum sinyallerinin
artmasina neden oldugunun gésterilmesi, mutasyonlarin epidermiste yaptigi degisimlerin
anlasiimasina bir dlg¢iide katki sunmaktadir. Hiicre igindeki kalsiyum sinyallerindeki artislar
keratinosidlerin farklilasma mekanizmalarini tetikleyerek hucrelerin yapilarini etkileyebilir.
Keratinosid farklilasmasi icin RT-PCR ile farklilasma belirteglerine (Keratin 10 ve involucrin)
bakilmis fakat gruplar arasinda anlamli degisimler gdézlenmemistir. Buna karsilik, kalsiyum
sinyalleri hicrelerin ¢gogalma mekanizmalarini etkileyerek normalden daha c¢ok hiicrenin
bolinmesine ve bdylece Ust derinin normalden daha kalin olmasina neden olabilir.
HaCaT’larda transfeksiyon verimliliginin istenilen diizeyde olmamasi ve kalici transfeksiyon
elde etme denemelerinin basarisiz olmasi nedeniyle mutasyonlarin hicre ¢cogalmasina etkileri
gOzlenememistir. Ayrica, transfeksiyondan sonra hicrelerdeki agik yarim kanallarin
kapatilmasi icin eklenen kalsiyum klorir de hucrelerin ¢odalma mekanizmalarinin
arastiriimasina ket vurmustur. Soyle ki, diger KID sendromu mutasyonlarinda oldugu gibi,
hicrelerin mutantlarla transfeksiyonundan sonra kalsiyum eklenmedigi takdirde transfekte
edilmis hucrelerin dnemli bir oraninin 24 saat icinde 6ldugu goézlenmektedir (Gerido vd., 2007;
Lee vd., 2009; Terrinoni vd., 2010). Bu da planlanan deneyler i¢in kullanilacak hlcre sayisinin

yetersiz olmasina neden olmaktadir.

Cx26130N ve A88V mutasyonlarinin hicrelerin boyutlarinda degismelere neden olduklari
gOzlenmistir. Cx26130N mutasyonu N2A hicrelerinin boyutlarinin artmasina ve A88V
hicrelerinin boyut olarak klgllmesine neden olmustur. Cx26A88V ile transfekte edilen

hicrelerde diger mutasyonlara oranla daha ¢ok 6li hiicre gézlenmistir (mikroskopik gézlem,
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data gosteriimemistir). Benzer sekilde, A88V mutasyonunun diger mutasyonlara gore 6limcul
oldugu bilinmektedir (Koppelhus vd., 2010). Bu go6zlemler A88V'nin test edilen diger
mutasyonlara gore daha agir sonuglari olduguna isaret etmektedir. A88V mutasyonunu
bulunduran hucrelerin boyutlarinin kigulme nedeninin, 6lime giden hucrelerin ylzeyden
kalkip daha yuvarlak bir sekil almalarindan kaynaklandigi distinilmektedir. Buna karsilik I30N
mutasyonu N2A hicrelerindeki actin iskelet yapisini etkileyerek hicrelerin genislemesine yol
acabilir. Benzer bir durumun HaCaT’larda gézlenmemis olmasi bu hicrelerdeki kapsamli

keratin intermediate filament aglarindan kaynaklandidi dusunulmektedir.

Ozetle bu calisma sonucunda daha onceki calismalarda analiz edilen KID sendromu
mutasyonlari gibi, Cx26I30N, D50A, D50Y ve A88V mutasyonlarinin da hicrelerde surekli agik
olan yarim kanallar olusturduklari gézlenmistir. Bunun yaninda mutasyonlar hem N2A hem de
keratinosidlerde hucre icindeki kalsiyum miktarinin artmasina neden olmusgtur. Cx26I30N,
D50A, D50Y ve A88V mutasyonlarinin surekli aktif olan yarim kanallarla htcrelerdeki kalsiyum
sinyallerini etkileyerek hangi mekanizmalarla hdcrelerin yasamlarini, farklilagmalarini veya
oluimlerini etkiledikleri ve bu degisimlerin KID sendromu hastalarinda gérilen semptomlarla

iliskisinin arastiriimasi hedeflerimiz arasinda bulunmaktadir.
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Hela hicreleriyle, iletisim bulunan HaCaT insan keratinosid hicrelerinde Western blot ile
proteinin yapisina, immunohistokimyasal yontemlerle protein lokalizasyonuna, floresan boya
alim deneyleriyle yarim kanal fonksiyonlarina, hiicre disindaki ATP miktarinin belirlenmesiyle
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ve hlicre zarinda gap junction plakalari olusturmadiklari gézlenmistir. Ayrica hiicre iginde
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mekanizmalarinda degisimlere yol agabilirler. Bu sekilde, KID sendromu hastalarinda
g6zlenen fenotiplerden biri olan epidermisin normalden fazla kalinlasmasina neden olabilir.
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