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Vucutta su homeostazi, su alimi ve kaybinin dengede olmasi ile saglanir. Diabetes
insipidus (DI) hastalarinda yapimi ve etkisi azalmis olan arjinin vazopressin, (AVP,
ADH, antidiuretik hormon) beynin hipotalamus bdlgesinde sentezlenen ve hipofiz
bezinin arka bodliminde depolanarak uyariima durumunda salgilanan bir
hormondur. Bu hormon, bobrek toplama kanalindaki suyun geri emilimini artirarak,
hayati fonksiyona sahip olan bir dizenleme gergeklestirmektedir. AVP hormonu
salgilandiktan sonra, bobrek nefronlarinin polarize epitel hlcrelerinin bazolateral
membraninda lokalize bir transmembran protein olan arjinin vazopressin reseptor
2’ye (AVPR2) baglanir. AVPR2, bir G protein bagli reseptérdir (GPCR). Bu sekilde
G proteini aktive olur ve adenilat siklazi aktive eder. Sonugcta, olusan cAMP, protein
kinaz A’yl stimlle eder. Protein kinaz A, hlcre igerisinde bulunan aquaporin su
kanali (AQP2) proteinlerini fosforilleyerek onlarin tetramerler halinde apikal
membrana yerlesimlerini saglar. Bu kanallar vasitasiyla suyun idrardan bobrek
hicrelerine gegisi saglanir. Su geri emilimi uyarisi sona erdiginde, AQP2 endositoz
ile membrandan uzaklastirilir. Bu kontrol sistemi igerisinde olusabilecek herhangi

bir patoloji vicudun su homeostazinin bozulmasina ve DI gelisimine neden olur.



AQP2, bobrek ana toplayici kanal hicrelerinde, suyun geri emiliminden sorumlu
olan homotetramerik bir su kanalidir. AQP2 genindeki mutasyonlar, fazla hacimde
idrar Uretilmesine neden olarak, vicut su homeostazinin saglanma surecinde
patojenik bir durum olan nefrojenik DI'yi (NDI) induklemektedir. Bu mutasyonlarin
NDI patogenezindeki rolu igin literatirde yer alan klinik ve deneysel gozlemlerle
kanitlanmig cesitli hipotezler vardir. AQP2 gen mutasyonlarinin genelde mutant
proteinin yanlis katlanmasina ya da bu proteinin yanhs hedeflenmesine yol actigi
tespit edilmis olmakla birlikte; islevsel olmayan su kanallarinin, dogru membran
hedeflemesi gosterdigi de bildirilmistir.

Bu calismanin amaci, NDI tanisi konmus hastalarin AQP2 geninde grubumuz
tarafindan tanimlanmis olan A45T, R85X ve A147T mutasyonlarinin fonksiyon
analizlerini gergeklestirmektir.

Bu amag¢ kapsaminda yapilan deneysel calismalarda; yabanil tip kodlayici AQP2
dizisi tasiyan ifade vektori temin edilmis, site-directed mutagenez yontemi
kullanilarak mutant AQP2 gen dizilerini iceren uygun ifade vektorleri hazirlanmigtir.
Bu slreci takiben, yabanil tip ve mutant vektorlerin MDCK hicrelerine stabil
transfeksiyonu gerceklestiriimistir.  Vektoérlerin  MDCK hucrelerinde ifadesi
saglanarak, mutant proteinlerin hicre ici olgunlasma surecinin karakterizasyonun
arastinimasi igin deglikozilasyon deneyleri gerceklestiriimigtir. Ayrica proteinlerin
yari-omurlerinin belirlenmesi amaciyla, siklohekzimid analizi yapilmig ve hem
deglikozilasyon deneyleri hem de siklohekzimid deneylerine ait sonuglar immunblot
analizi ile degerlendiriimigtir. Mutant AQP2 proteinlerinin hicre igi trafiginin
belirlenmesi igin immunsitokimyasal analizler gergeklestiriimistir.

AQP2 gen mutasyonlarinin Xenopus laevis oosit ifade sisteminde gergeklestirilecek
fonksiyon analiz ¢galismalari kapsaminda ise, yabanil tip ve mutasyonu bulunduran
oosit ifade vektorlerinden elde edilen cRNA’larin oosit hlcrelerine injeksiyonu
gerceklestirilerek, AQP2 proteininin oositlerde ifade dizeylerini tespit edebilmek igin
total membran ve plazma membranlari izole edilmis, yabanil tip protein ile mutant
proteinlerin membranlardaki oranlari immuanblot analizi ile kargilastiriimistir. Mutant
AQP2 proteinlerinin su alim mekanizmasi Uzerine etkilerinin belirlenmesi igin oosit
hucrelerine su gegirgenligi testi uygulanmigtir.

Sonug olarak tez kapsaminda, calisilan tim mutant proteinlerin MDCK hicreleri ve
Xenopus laevis oosit ifade sisteminde yabanil tipe gore farkli oranlarda fonksiyon

degisikligi gosterdigi belirlenmistir.
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ABSTRACT

FUNCTIONAL ANALYSIS OF MUTATIONS FOUND IN
AQP2 GENE OF PATIENTS WITH DIABETES INSIPIDUS

TUGCE KARADUMAN
Master of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Hatice MERGEN

June 2018, 111 pages

The water homeostasis in the body is provided by balancing water loss and intake.
Arginine vasopressin (AVP, ADH, antidiuretic hormone) is a hormone synthesized
in the hypothalamus region of the brain and stored in the posterior part of the
pituitary gland to be secreted when stimulated. In Diabetes Insipidus (DI) patients,
production and activity of this hormone is reduced. This hormone regulates a vital
function by increasing the reabsorption of water in the kidney collecting channel.
Once the AVP hormone is secreted, AVP bounds to the arginine vasopressin
receptor 2 (AVPR2) which is a transmembrane protein localized on the basolateral
membrane of polarized epithelial cells of kidney nephron. AVPR2 is a G protein
bound receptor (GPCR). Thus, G protein becomes active and activates adenylate
cyclase. As a result, produced cAMP stimulates protein kinase A. Protein kinase A
phosphorylates the aquaporin (AQP2) proteins which are present in the cell to
enable localization of these proteins in apical membrane in tetramers. Absorption of
water from the urine to the kidney cells is ensured through these channels. When
the water reabsorption stimulus is over, AQP2 is removed from the membrane by
endocytosis. Any pathology that may occur within this control system causes
impairment of water homeostasis of the body and generation of DI.



AQP2 is a homotetrameric water channel responsible for the reabsorption of water
in the kidney's main collecting duct cells. Mutations in AQP2 gene induce
nephrogenic DI (NDI), a pathogenic condition in maintaining body water
homeostasis, causing excess volume of urine to be produced. There are several
hypotheses that have been proven by clinical and experimental observations in the
literature regarding the role of these mutations in the pathogenesis of NDI. It has
been proven that AQP2 gene mutations generally lead to misfolding of mutant
protein or misleading of this protein; It has also been reported that nonfunctional
water channels indicate correct membrane targeting.

The purpose of this study is to perform functional analysis of A45T, R85X and A147T
mutations identified in the AQP2 gene in NDI patients. It is aimed to contribute to
the treatment approaches for the development of pharmacological agents which can
be more effective in the treatment of the disease through the evaluation of the results
obtained from the experimental studies in correlation with the clinical information of
the patients.

For the purposes of this study; expression vector carrying the wild-type coding
AQP2 sequence was provided and appropriate expression vectors containing
mutant AQP2 gene sequences were prepared using the site-directed mutagenesis
method. Following this process, stable transfection of wild-type and mutant vectors
into MDCK cells was performed. Deglycosylation experiments were conducted to
investigate the intracellular maturation process of mutant proteins by expression of
the vectors in MDCK cells. Cycloheximide analysis was also performed to determine
the half-lives of the proteins and the results of both the deglycosylation experiments
and the cyclohexamide experiments were evaluated by immunoblot analysis.
Immunocytochemical analyses were performed to determine the intracellular traffic
of mutant AQP2 proteins.

Within the framework of functional analysis studies performed on the Xenopus laevis
oocyte expression system of AQP2 gene mutations, oocyte expression vectors
containing wild type and mutation were injected into oocyte cells and total
membrane and plasma membranes were isolated in order to determine the
expression levels of AQP2 protein in oocytes; wild type protein and mutant proteins
membrane ratios were compared through immunoblot analysis. To determine the
effects of mutant AQP2 proteins on water uptake mechanism, oocyte cells were

tested for water permeability.



As a result, within the framework of this thesis, all mutant AQP2 proteins showed

alteration of function compared to the wild type AQP2.

Keywords: Diabetes insipidus, AQP2, functional analysis
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1. GIRIS

Aquaporin-2 (AQP2), bobrek toplama kanalinin ana hucrelerinde spesifik olarak
ifade edilen bir su kanal proteinidir. Bilinen tim aquaporinlerde oldugu gibi, AQP2
de dort 6zdes altbirimden olusur ve her biri kendi islevsel gegis kanallarini tasir. Su
kanallarinin vicut su homeostazinin duzenlenmesinde merkezi olan etkinligi,
kanalin apikal ifadesini duzenleyen antidiuretik hormon vazopressinin (ADH, AVP)
siki kontrolu altindadir [1-4]. AQP2'deki dogal mutasyonlar nefrojenik Diabetes
insipidus’dan (NDI) sorumludur. Bu tip DI'de etkilenen bireyler idrari konsantre
etmede yetersizdir ve bu bireylerde fazla idrar Uretimi ile birlikte polidipsi,

dehidrasyon gibi genel saglik sorunlarina ve muhtemelen olime rastlanir [5, 6].

Xenopus laevis (X. laevis) oositleri ve hlcre hatlari gibi cogunlukla heterolog ifade
sistemleri kullanilarak gerceklestiriien calismalarda, NDI'ya neden olan AQP2
mutasyonlarinin (mut-AQP2) protein sentezinin etkili sekilde indirgenmesine [7] [8],
non-fonksiyonel senteze (kalite kontrolU/olgunlasma) ve hatali yonlendirmeye [7, 9,
10] neden oldugu bulunmustur. Literatirde yer alan ¢ogu mut-AQP2 formunun
cekinik oldugu bulunmustur. Bu tip patogenezler sadece mut/mut homozigotlarinda
g6zlenirken bir yabanil tip alel (wt-AQP2) tasiyan wt/mut heterozigotlar ise

asemptomatiktir.

Genel olarak, mutasyona ugramis proteinin yanhs katlandigi, ¢gogunlukla hicre
icinde endoplazmik retikulumda (ER) tutuklandigi ve erken degradasyona ugradigi
disunulmektedir (sinif Il mutasyonlar) [11]. Bu mutasyonlarin, proteinin kanal
bdlgesini olusturan kisimda vyaygin olduklari bulunmustur. Simdiye kadar
tanimlanan az sayidaki baskin (dominant) mutasyonun, proteinin hicre igi karboksil
ucunda (C-ucu) yerlesim gosterdigi ve kanalin yapisina katilmayan bir bolgede yer
aldigr  kanitlanmistir [12]. Sonug¢ olarak, c¢ekinik formlarin tersine baskin
mutasyonlar, wt/mut heteromerik komplekslerin ER’de tutulmasi yoluyla (baskin
negatif etki) heterozigot durumda NDI fenotipine neden olsalar da, mutant protein
yabanil tiple etkilesim yetenegini koruyarak, heterotetramerler olugsturmaktadir [13].
Ayni zamanda, bazi AQP2 mutasyonlarinin fonksiyonel olmayan su kanallari
olusumuna neden olmasina ragmen, bu proteinlerin plazma membranina yeterince

ulasabildigi gosterilmigstir [14]. Bu temel 6zellikler, kanalin homotetramerik yapisi



icindeki altbirim etkilesimlerinin kanal fonksiyonunda merkezi etkiye sahip oldugunu

gostermis, AQP2'ye bagimli NDI igin genel bir model olusturmustur [15, 16].

Mutant su kanallarinin htcre ici fonksiyonlarina iligkin galismalar, hastalik fenotipine
yol acan mekanizmalarin aydinlatilabilmesi ve bu patolojik mekanizmalara iligkin
farmakolojik stratejilerin gelistiriimesi agisindan blylk énem tasimaktadir. Bu
calismanin amaci, grubumuz tarafindan Diabetes insipidus’a neden olan molekiiler
patolojilerin tespit edilmesi amaciyla 2010 yilinda baslatilan ve halen sirmekte olan
calismalarda nefrojenik veya santral Diabetes insipidus tanili hastalarda AVPR2,
AQP2 ve AVP genlerinin DNA dizi analizi ydntemiyle taranmasi sonucunda, AQP2
geninde tespit edilen A45T, R85X ve A147T mutasyonlarinin, ilgili proteinin MDCK
hacreleri ve X. laevis oositlerindeki miktari, yerlesimi ve fonksiyonunda meydana
getirdigi  degisikliklerin yabanil tip protein fonksiyonu ile karsilastirilarak

belirlenmesidir.

Bu amag¢ dogrultusunda stabil MDCK hcre hatlari kullanilarak, yabanil tip ve mutant

proteinlerin,

e Hucre ic¢i olgunlasma surecinin karakterizasyonu igin deglikozilasyon
deneyleri,

e Yari omurlerinin belirlenmesi amaciyla siklohekzimid analizi,

e Hducre ici trafiginin belirlenmesi igin immunsitokimyasal analizler yapilarak

test edilmistir.
X. laevis oosit ifade sisteminde ise yabanil tip ve mutant proteinlerin,

e CQositlerde ifade duzeylerini tespit edebilmek igin total membran ve plazma
membranlari izole edilmis, membranlardaki oranlari immunblot analizi ile
kargilastirilarak plazma membranina ulagma kapasiteleri degerlendirilmistir.

e Su alim kapasitelerindeki farkliliklarin belirlenmesi igin oosit hiicrelerine su

gegirgenligi testi uygulanmistir.

Sonug olarak, analizleri gergeklestirilen tim mutant proteinlerin yabanil tipe gore

farkh derecelerde fonksiyon farklilagsmasi gosterdigi bulunmustur.



2. GENEL BILGI

2.1. Vicut Su Dengesi ve Bobrek Su Kanallari

Bobrekler, vicuttaki su ve sodyum dengesini dizenler [17, 18]. Bobrek tubullindeki
suyun emilmesi, suyun geri emilimi i¢in olugsan itici guce ve suyun tubuler
epitelyumdan gegisini saglayacak olan ozmotik dengeye bagldir. Glomerller
filtratin gogunlugu, temel olarak proksimal tubuller ve Henle kulpunun inen ince
kollar1 tarafindan geri emilir. Yukari ¢ikan ince kollar, kalin kollar ve distal kivrik
borular nispeten su gegirmezdir ve tubuler siviyr baglanti tiplerine ve toplama
kanallarina gonderirler. Toplama kanallari, vicut su dengesinin dizenlenmesinde
onemlidir, zira AVP tarafindan duzenlenen su geri emilimi bu tibuler segmentte
meydana gelir [17, 19, 20].

Vucuttaki su dengesi, su kanallari (AQP’ler) ve sodyum tasiyicilari araciligiyla su ve
sodyumun bobrekteki geri emilimi/sekresyonunu kapsayan bir dizi hlcresel ve
molekuler sUre¢ sayesinde basariyla dizenlenir [17-22]. Su, lipit ¢ift tabakalar
boyunca yavasca difuze olabileceginden, tium biyolojik zarlar bir miktar su
gegirgenligi sergiler [17, 23]. Bununla birlikte, renal tlbuler epitel hicreleri, su
transportu ve idrar konsantrasyonu igin belirgin olarak yuksek su gecirgenligi olan
plazma zarlarina sahip olmak zorundadirlar. Buna uygun olarak, aquaporin
membran su kanalinin tanimlanmasi, su dengesinin fizyolojisine ve su denge

bozukluklarinin patofizyolojisine yeni bir bakis agisi saglamistir [17, 24, 25].
2.1.1. Bobrek Su Kanallari

Su kanallari, ilk olarak Agre ve arkadaslarinin Rh faktoru Uzerine yaptigi galismalar
sirasinda tanimlanmistir. Kesfedilen protein 28 kilodalton (kDA) agirligindadir ve
kanal olusturan integral protein (CHannel-forming Integral Protein, CHIP28) olarak
isimlendirilmigtir. X. leavis oositleri Uzerinde yapilan galismalar her bir kanalin gok
yiiksek su gegirgenligine sahip oldugunu gostermistir. insan Genom Organizasyonu

1997’de ilgili kanallara aquaporin adini vermigtir [26].



Kesiften bu yana on ¢ memeli aquaporini tanimlanmistir. Aquaporinlerin t¢ ana alt

tipi bilinmektedir.

e Su molekdllerini tasiyan, su segcici kanallar olan klasik su aquaporinleri (AQP1, -
2, -4 ve -5)

e Suya ek olarak ylUkslUz klUguk molekillere gecirgen olan akuagliseroporinler
(AQP3, -7, -9 ve -10);

e Su anda islevleri Uzerinde galigiimakta olan, unortodox aquporinler (AQP6, -8, -
11 ve -12).

Bilinen aquaporinlerden sekizi (AQP1, -2, -3, -4, -6, -7, -8 ve -11) memeli
bdbreklerinde ifade edilir [18-20,22]. Bu renal aquaporinler, proksimal tibdlde, inen

kolda, vasa recta‘da ve toplama kanallarinda tespit edilmistir [17].

insanlarda su transportunda gérev yapan bes tip renal aquaporin tanimlanmistir. Bu

aguaporinlerin yerlesimi ve goérevleri Sekil 2.1 ve Cizelge 2.1’de belirtilmistir [27].

Cizelge 2.1. insan renal AQP proteinlerinin yerlesimi ve su akisindaki rolii [27]

Hiicreler arasi su akisinda

veziklllerde)
o AQP3 ve AQP4 (bazolateral)

Sistem AQP protein yerlesimi aquaporinlerin rolii
Proksimal tubadl —
o AQP1 (apikal ve bazolateral) AQP1 suyun gefl gmlllr_r_nnde
; : rol oynar, AQP7’nin roli
e AQP7 (duz ve kivrimli apikalde bilinmiyor
yerlesim) '
Bobrek toplama kanali hiicreleri- AQP2, AVP aracili su emilimi
ile idrar konsantre eder.
Renal o AQP2 (apikal ve subapikal

AQP3 ve AQP4 kana cikis
yollaridir.

Henle kulpunun inen ince kolu-
e AQP1

Su geri emilimi

inen vasa recta-
e AQP1

Su geri emilimi

Baglanti tibula-
e AQP3

Su dengesi




AQP1, olaganustu yuksek su gegirgenligi olan proksimal tubulde apikal ve
bazolateral plazma membranlarinda bol miktarda ifade edilir. Bébrekte yer alan
membran proteinlerinin %3’UnU olusturmakta, proksimal ve henle kulpunun inen

ince kivrimindaki tubudl epitel hicrelerinden su geri emilimini saglamaktadir [17].

Havuzcuk

idrar kanali /

0Oz bolgesi AQP 2
AQP 3
AQP 4

Sekil 2.1. Renal AQP proteinlerinin yerlesiminin sematik gosterimi [27]

Toplama kanali hicrelerinde, vazopressin ile dizenlenen su kanali AQP2, apikal
plazma zarinda ve subapikal vesikullerde oldukga bol miktarda bulunur [28, 29].
Toplama kanalindaki suyun geri emilimi hem kisa vadeli dizenleme hem de uzun
vadeli adaptasyon mekanizmalari tarafindan dizenlenir ve her ikisi de esasen
AQP?2 ifadesine bagimhdir. Toplama kanali, bobrek su atiliminin dizenlendigi son
yer olmasi bakimindan hem AQP?2 trafigi hem de protein miktarindaki degisimler,
toplama kanalinin su gecirgenligini etkiler. Bu durum da idrarin konsantre edilme
kapasitesinde farklilagsmaya neden oldugu igin ¢esitli hastaliklarin olusumunda rol
oynayabilir [18-20, 22].

AQP2 Uzerinden apikal membranda gergeklesen su transportunun tersine, toplama
kanali ana hucrelerinin bazolateral plazma zarindaki su transportuna AQP3 ve
AQP4 [30, 31] aracilik eder. Lityum kaynakli NDI'li siganlarin poliuri ve uriner
yogunlasma defekti semptomlari ile birlikte, indirgenmis apikal AQP2 ve bazolateral
AQP3 ifade duzeylerine sahip oldugu bildirilmistir [32, 33]. Dahasi, AQP3'ten yoksun
transgenik fareler siddetli politriktirler [34] ve AQP4-kusurlu farelerdeki i¢ meduller
toplama kanallari, vazopressin ile uyarilan su gegirgenliginde 6nemli bir duguse

sahiptir. Bu nedenle, bazolateral membranda gergeklesen su transportunun suyun



geri emiliminde kritik bir rol oynayabilecedi dusunulmektedir [35]. Akuagliseroporin
sinifindan olan AQP7, proksimal tibulde tespit edilmistir; fakat bu bdlgedeki islevi
net olarak bilinmemektedir [27].

2.1.2. Vicuttaki Su Dengesinin Vazopressin ile Regulasyonu

AVP, bobrekteki su atiiminin/geri emiliminin dizenlenmesi yoluyla plazma
ozmolalitesini kontrol eden bir peptit hormondur [36]. Hipotalamus, posterior hipofiz
bezi ve bobrekleri iceren geri bildiim mekanizmasi tim vicudun ozmotik
regulasyonunda kilit rol oynamaktadir [18]. Hipotalamustaki Verney reseptord,
plazma ozmolalitesinin degisimini algilar ve plazma ozmolalitesi fizyolojik bir esigin
ustine (¢odu birey igin 290-295 mOsm/kg H20) yukseldiginde peptit hormonu AVP
salinir. AVP’nin etkili oldugu temel yer, suyu, Ureyi ve sodyum transportunu
duzenleyen bdbrek toplama kanalidir [18-20, 22, 36]. AVP, bdbrek toplama kanali
ana hducrelerinin bazolateral bdlgesinde yer alan G proteinle iligkili arjinin
vazopressin reseptor 2’'ye (AVPR2) baglanir. Karmasik bir diizenleyici mekanizma
sayesinde toplama kanalinin epitelinde degisen ozmotik denge, su transportu ile
sonuglanir ve filtre edilen su tekrar kana doner. AVP’nin su atiimini azaltma
kabiliyeti buylk olctide iki molekiler su kanali olan, AQP2 ve AQP3'Un
duzenlenmesi ile bobrek toplama kanall hucrelerinde meydana getirdikleri

degisiklikler yoluyla olugur [17].

2.1.3. Renal AQP2’nin Vazopressin ile Regiulasyonu

AQP2'nin apikal trafiginde ve endositozunda yer alan sinyal iletim yolaklari ve AQP2
protein miktarindaki degisiklikler yaygin olarak galisiimistir (Cizelge 2.2). AQP2,
bdbrek toplama kanali su gecirgenligine iliskin sureclerin dizenlenmesinde Kkilit rol
oynamaktadir [18-20, 22, 36] (Sekil 2.2.).



Kisa siireli regiilasyon

(Trafik)
Asforilasyonlu bikiitinasyon
(PTM) Transport aygitiari
Kinazlar/Ubikutin ligazlar Sitoiskeletal diizenleme
Fosfatazlar/Deubiktinazlar Endozomal geri dénisim
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etkilesim proteinleri
P AQP2
Regiilasyonu
Transkripsiyon Stabilite

Transkripsiyon faktorleri mRNA _
stabilitesi/mikroRNA'lar

Epigenetik modifikasyonlar

\ PTM-bagimli protein yikimi

Uzun siireli regiilasyon
(Ekspresyon)

Sekil 2.2. Bobrek toplama kanali hucrelerinde AQP2 regulasyonu ile ilgili hucre igci

molekller mekanizmalarin 6zeti [37]. Toplama kanallarinda su gegcirgenligi, AQP2
araciligiyla, ¢esitli fizyolojik ve patofizyolojik kosullar altinda iki mekanizma ile diizenlenir. Kisa sureli
dizenleme; hicre igi veziklller ile plazma membrani arasindaki trafik akisi, AQP2'nin
postranslasyonel modifikasyonu ve hicre sinyalizasyonuna bagll vezikidl transport sistemleri ile
iligkilidir. Uzun sureli dizenleme; protein miktarinin degisimi, transkripsiyon ve mRNA/protein
kararlihdi ile saglanir. PTM: posttranslasyonal modifikasyon [37].

Toplama kanallarinda su gegirgenligi, AQP2 araciligiyla gesitli fizyolojik ve patolojik
kosullar altinda 1) kisa vadeli duzenleme 2) uzun vadeli diuzenleme olarak

adlandirilan iki mekanizma ile dizenlenir.

Kisa vadeli duzenleme, vazopressinin bazolateral plazma membranindaki AVPR2'yi
ve AQP2'nin hicre igi vezikillerden apikal plazma membranina yer degistirmesini
uyararak, toplama kanali ana hicrelerinde su gecirgenligini hizla arttirdigi suregtir.
Bu yanit, tibul ¢gevresi vazopressinin konsantrasyonu arttiktan sonra 5 ila 30 dakika
icinde gorulur ve bu sure¢ gok sayida basamagi icermektedir. Mekanizma su sekilde
gerceklesmektedir; AVP, toplayici tubul ana hucresinin bazolateral membraninda
yerlesim gosteren AVPR2’ye baglanir. Guanozin trifosfat (GTP) iligkili proteinin
aktivasyonu ile adenilat siklaz uyarilir. Aktive edilen adenilat siklaz ise cAMP
sentezini indukler. cAMP, protein kinaz A (PKA)'nin dizenleyici alt birimine baglanir

ve katalitik birimini aktif hale getirir. Bu mekanizma hucre igi vezikullerinde bulunan



AQP2'nin fosforilasyonunu tetikler. Bu asamadan sonra AQP2'ler hticre iskeletinde
yer alan mikrotlibul motor proteinleri (dynein/dynectin) ile iliski kurarak apikal
membrana dogru yonelirler. Apikal membrana ulagsan AQP2, VAMP2, syntaxin-4,
NSF gibi vezikul ile iligkili membran proteinleri olan c¢esitli reseptorler ile apikal
membrana tutunur ve ekzositoz meydana gelir. Bu mekanizma ile ozmotik suyun
tubdl lumeninden hucreye gecisi saglanmaktadir. Uyaranin ortadan kalkmasi
halinde endositoz ile AQP2 apikal membrandan hicre igine doner ve inaktif duruma
gecger. AQP2 apikal membrandan lumene de dokulebilir. Bu sekilde AQP2 proteini
idrarla elde edilebilir bir biyolojik belirte¢ olmaktadir. AQP2'nin bu aktivitesi AVP'nin
kisa sureli etkisi ile ortaya ¢ikmaktadir. Bu suregteki diger hipotez, AQP2 genindeki
cAMP sorumlu elemani baglayan proteinin (CREB-P) promotor (AP) bdlgelerinin
aktivasyonunun PKA ile saglanmasidir ve bu sekilde de AQP2 sentezi

arttirlmaktadir. Ancak bu "gec etki" seklinde ortaya ¢ikmaktadir [38-40].

Toplama kanali su gecirgenliginin uzun vadeli duzenlenmesi, dolagimdaki
vazopressin seviyeleri birka¢ saat icinden gunlere dogru yukseldiginde gorulir ve
bu da toplama kanallarindaki hticre basina AQP2 miktarinin artmasina neden olur.

Bu islem idrarin konsantre edilmesine izin verir ve su dengesi i¢in gereklidir [17].

2.1.4. AQP2 Regilasyonunun Hiicresel ve Molekiiler Mekanizmasi

AVPR2, sadece bdbregin toplama kanalinin ana hicrelerinde degil ayni zamanda
kalin gikan kanal hucrelerinde ve distal tibul hicrelerinde de ifade edilmektedir [41].
Kalin yukselen kanalda, AVP, sodyum klorGrtin geri emilimini aktif olarak diizenler.
Dolayisiyla hem kargi akim hizinin gogaltilmasinda hem de Iiminal seyreltmede rol
oynar. AVP ayrica, tiazid diuretiklerinin etki alani olan distal tubulde aktif sodyum
klorar geri emilimini hizlandirir. Sodyum klorur transportuna iligkin bu durumlara
ragmen, vlcut su dengesi agisindan en 6nemli iglem, iki su kanali olan AQP2 ve

AQP3 yoluyla toplama kanalinda gergeklesen dizenlenmedir [17].

AQP2'nin kisa vadeli dizenlemesi, membran trafigi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir
[29, 42].



Vazopressin ile uyariimama halinde AQP2 su kanallari agirlikli olarak geri donisim
endozomlarinda bulunmustur [19, 29]. Bu durum, apikal geri doénusim
endozomlarinin bir gostergesi olan Rab11 proteininin AQP2 kolokalizasyonu
bulgulari ile gosterilmistir [43]. Bunun aksine, izole edilen toplama kanallarina AVP
eklendiginde, AQP2 su kanallari agirlikli olarak apikal plazma zarinda goérilmustar.
AVP’nin bu etkisi, AQP2 proteininin C-ucu yakinindaki dort serin kalintisinin (S256,
S261, S264 ve S269) fosforilasyonundaki degisikliklerle iligkilidir [44-46].

AQP2'nin ekzositozu, S256'deki fosforilasyon ile iligkilidir [47]. AVP ayrica S269'da
fosforilasyonu belirgin bir sekilde arttirir [45]. AVP ile arttirilan bu fosforilasyon olayi,
AQP2 endositozunu inhibe eder [48, 49]. AVP, bir veya daha fazla MAP kinaz
aktivitesini azaltarak S261'in fosforilasyonunu azaltir [50, 51]. Bu bdlgedeki
fosforilasyonun, AQP2 proteininin azalmis stabilitesi ile iligkili oldugu bulunmustur
[50]. Dahasi, AQP2'nin fosforilasyonu, AQP2 iceren vezikiller aracilhidiyla
gerceklesen bir mekanizma ile, hicre iskeletine, mikrotlbullere veya aksesuar
gcapraz baglayici proteinler arasindaki etkilesime etki edebilir. Son zamanlarda
yapilan bir ¢alismada, AQP2 fosforilasyonunun hucre disi pH degisiklikleri

tarafindan etkilenebilecegi gosterilmistir [52].

AQP2'nin uzun sureli duzenlemesi, toplayici kanal hucrelerinde vazopressinin
neden oldugu, AQP2 proteininin miktarindaki artis olarak ortaya ¢ikar. Bu uzun
vadeli durumun, transkripsiyonel veya transkripsiyon sonrasi duzenleyici sureglerle
iliskili oldugu dustnutlmektedir. AQP2 proteininin yari d6mria AVP ile arttirilabilir.
Kultir sartlarindaki mpkCCD hticrelerinde yarilanma émri 9'dan 14 saate gikmistir
[53]. AVP, bir PKA ve p38-MAP kinaz bagimli yol ile proteinin protezomal
degradasyonunu degistirerek AQP2 protein miktarini arttirir [50]. AQP2, proteazom
ve lizozomda degrade edilir [54, 55].



Cizelge 2.2. AQP2 trafigi ya

yolaklari [37]

da endositoz surecinde yer alan hucre ici sinyal

Hdicre ici kalsiyum (Ca*?)
hareketi (kalsiyum-kalmodulin
aracili miyozin aktivasyonu)
PI3K-bagimh AKT aktivasyonu
AS160 fosforilasyonu

Rho bagimli sitoiskeletal

Yolaklar AQP2 Protein Modifikasyonu
Trafik
CAMP/PKA Fosforilasyon (S256)

Fosforilasyon (S256)

Fosforilasyon (S256)
Rab-GTP iligkili

Fosforilasyon (S256)

dinamikler
Endositoz
Klatrin-aracili endositoz

AQP2 Ubikutinasyonu Ubikitinasyon (K270)

PGE2 Fosforilasyon (S256)
Fosforilasyon (S264)
Fosforilasyon (S269)
Ubikitinasyon (K270)
Dopamin Fosforilasyon (S261)

Endositoz ve ardindan proteazomal/lizozomal hedeflenme surecinin regule edildigi
ya da AQP2 proteininin C-ucu kuyrugunun lizin 270 [54]'te ubikUtinasyona
ugratildigr dusunulmektedir. AQP2 bozunmasina spesifik E3 ubikitin-protein
ligazlarinin belirlenmesi ¢alismalari halen devam etmektedir [55]. AVP tarafindan
uyarilan S269 fosforilasyonu ile lizin 270'deki Ubikutinasyon arasindaki iligki glincel
bir
vazopressin ile belirgin sekilde artar. Bu da hicresel mRNA dizeyi ve AQP2
[56]. AQP2'nin
duzenlenmesinin, vazopressin kaynakli hucre i¢ci cAMP dluzeylerindeki artigin bir

arastirma konusudur. Bununla birlikte, AQP2 geninin transkripsiyonu,

translasyonunun artisi ile  sonuglanir transkripsiyonel

sonucu olarak PKA aktivasyonundaki es zamanh artiglara bagl olarak

gerceklestirildigi dustunulmektedir (Cizelge 2.2) [56].
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AQP2'nin transkripsiyonel dizenlenmesine ek olarak mikro RNA (miRNA),
transkripsiyon sonrasi regulasyonda hedef mRNA'nin translasyonunun RNA ile
induklenen sessizlestirme kompleksi (RISC) [57] yoluyla baskilanmasini
saglamaktadir. Yakin tarihli bir calismada, AQP2 ifadesini hedefledigi tahmin edilen
miRNA'larin in silico analizi gergeklestiriimis ve iki aday AQP2-hedefleyen miRNA
(miR-32 ve miR-137) ve AQP2 protein regllasyonunun vyeni bir molekller
mekanizmasinin kesfi igin arastirilmaya devam edilmektedir. Bu ¢alisma, AQP2
protein ifadesinin, en azindan kismen, RNA girisimi yoluyla (AQP2-hedefleyici

miRNA'lar ile) regilasyonu Uzerine yeni bir fikir vermektedir [58].

Prostaglandinler, anjiyotensin Il, aldosteron, PI3K/Akt yolaklari, hiicre iskeleti, hlicre
ici Ca*? konsantrasyonu ve vezikiil hedefleme reseptorlerini kapsayan diger sinyal
iletim yolaklarinin da AQP2’nin molekuler ve hicresel dizeyde regulasyonunda rol

oynadidi diger calismalarda tanimlanmistir [19, 20, 22, 42, 52, 59-62].

Vlcuttaki su dengesinin kontrolt, molekuler ve hucresel duzeyde c¢ok sayida
bilesenin yer aldigi oldukga karmasik bir mekanizma ile kontrol edilmektedir. Bu
surecte vucudun su ihtiyacinin sensori olan hormonu (AVP), bu hormonun
bagdlanacag reseptori (AVPR2) ya da hicre icinde etkileyecegdi fonksiyonel su
kanalini kodlayan gende (AQP2) gergceklesen herhangi bir mutasyon polilri,
hipoozmolar Ure ve hipernatremi ile karakterize edilen ve nadir bir hastalik olan DI'ya

neden olabilmektedir.
2.2. Diabetes insipidus

Diabetes insipidus (DI) ¢ok karmasik ve nadir bir hastaliktir. "Diabetes insipidus"
ifadesi iki kelimenin "Diabet" ve "insipidus” kombinasyonudur. Diabet, Yunancadan
koken alan "sifon" anlamina gelen bir kelime ve insipidus ise, "tatsiz" anlamina gelen
Latince kokenli bir kelimedir. DI aslinda AVP uretiminin patofizyolojisine ve etkisine
bagli olarak gelisen vicuttaki suyun korunmasindaki yetersizliktir. AVP,
hipotalamusta bulunan supraoptik ve paraventrikiler c¢ekirdeklerin ndronlari
tarafindan dretilir [63]. Uretimden sonra AVP, hipotalmo-hipofizeal yol boyunca
hareket eder ve posteriyor hipofizde depolanir ve daha sonra, ozmoreseptdrlerden

uygun uyarani aldiginda depo edildigi yerden salinir [64]. Polidipsi, polilri,
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hipernatremi, dehidratasyon ve siddetli susuzluk DI'nin en yaygin belirtileridir. [65-

68]. DI'nin genel populasyondaki insidansi yaklasik 3:100.000 ‘dir [69].
Diabetes insipidus asagidaki alt tiplere sahiptir [70].
1. Norohipofizeal (Santral) Diabetes insipidus
2. Nefrojenik Diabetes insipidus
3. Gestasyonel Diabetes insipidus
4. Adipsik Diabetes insipidus
5. Primer polidipsi
a. Dipsogenik Diabetes insipidus
b. Fizyojenik Diabetes insipidus

DI, poliuri ve hipotonik idrar ile tanimlanir. Polilrinin onaylanmasi igin, idrar ¢ikisi 40
ml/kg/24 saatten fazla olmalidir. DI onayi igin idrar ozmolalitesi <300 mOsm/kg
olmalidir. Polilri, hasta ge¢misi ile dogrulanabilir. Cesitli DI varyantlarinin ayirici
tanisi icin su kisitlamasi testi uygulanir. Bu testi kisiye uygularken AVP Uretimini
uyarmak amaciyla etkili sekilde dehidratasyon gereklidir ve agirlktan %3 kayip
olana dek ya da plazma sodyum duzeyi 145 mmol/L’ye ulasana dek her bosaltimda
hacim ve ozmolalite 6lgumu yapilmalidir. Ardindan kigsiye desmopressin (DDAVP)
uygulanir. idrar konsantrasyonu %50 veya daha fazla artarsa kisi santral DI'dan
muzdariptir, konsantrasyondaki artis %10'dan az bir oranda ise teshis nefrojenik DI
olarak konulmaktadir. Eger idrar ozmolalitesi 750 mOsm’dan fazla artig gdsterirse
santral DI ya da primer polidipsi dugunultr. Primer polidipsi, santral DI'dan
dehidratasyona yanit olarak idrari konsantre etme yetenegi ile ayirt edilir ve santral
DI hastalarinda ise bu yetenek yoktur. Santral DI, sella turcica'da manyetik rezonans
goruntileme ile belirlenebilen parlak noktalarin tespiti ile teshis edilir. Manyetik

rezonans (MR) goruntileme ve diger radyolojik teknikler adipsik Diabetes
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insipidus’un (ADI) tanimlanmasina yardimcidir. ADI'nin konformasyonunda MR ve

diger radyolojik teknikler yardimci olur.

DI'nin uygun tedavisi, su kaybinin yerine konulmasini ve hipernatremi gibi bulgularin
duzeltilmesini igerir. Susama mekanizmasi DI kontrolinde dnemli rol oynar; ¢unku
susamaya bagli olarak sivi alimi, sivi kaybini hemen yerine koyar. Fakat susama
mekanizmasi bilinci yerinde olmayan hastalarda ve bebeklerde ¢ok fazla etkili
degildir. Hipernatremik degerler ¢ok hizli duzeltiimemelidir; gunku serebral 6dem,
ndbet ve 6lume neden olabilir. Hipernatreminin duzeltildigi oran 0.5 mEqg'dan blyuk
olmamalidir. Psikojenik ve dipsojenik DI igin en iyi yonetim sivi aliminin

kisittanmasidir; ancak yeterli sivi alimi, ADI i¢in en uygun yéntemdir [70].

Bu semptomatik tedavilerin disinda nefrojenik Diabetes insipidus ve ndrohipofizeal
(santral) Diabetes insipidus kalitsal formlara sahiptir ve bu grup igin genetik

danismanlik énerilmektedir [71].
2.2.1. Nefrojenik Diabetes insipidus

Nefrojenik Diabetes insipidus (NDI), bdbreklerde AVP yanitina duyarsizlik nedeniyle
ortaya ¢cikmaktadir [69]. Yetigkinlerin ¢ogu kazaniimis NDI formuna sahiptir; fakat
NDI konjenital nedenlerle de ortaya ¢ikabilmektedir [70]. Human Genome Mutation
Database’de (HGMD) yer alan NDI'ye yol agcan mutasyonlar Cizelge 2.3’te verilmistir
[72].
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Cizelge 2.3. AVPR2 ve AQP2 genlerinde tanimlanan NDI iligkili mutasyonlar [72]

Mutasyon Tipi Kromozomal lokasyon I:;Isalm mutasyon
AVPR2 Xq28

Yanlis anlamli/anlamsiz

mutasyonlar 155
Kirpilma mutasyonlari 3
Klguk delesyonlar 49
Kucguk insersiyonlar 15
Kiguk indeller 5
Genis delesyonlar 22
Genis insersiyonlar/duplikasyonlar 1
Kompleks yeniden duzenlemeler 4
Toplam 254
AQP2 12q12-g13

Yanlis anlamli/anlamsiz 44
mutasyonlar

Kirpilma mutasyonlari 4
Klguk delesyonlar 9
Klguk insersiyonlar 1
Toplam 58

Kazanilmig NDI formlari ¢ogunlukla bipolar hastaliklarin tedavisinde siklikla
kullanilan lityumdan kaynaklanir. NDI'ye neden olan diger ilaglar Amfoterisin B,
Kolsisin, Gentamisin, Metoksifluran ve Democlocycline’dir. Ayni zamanda kazanim
nedenleri arasinda kronik bébrek yetmezIigi, pyelonefrit, polikistik bébrek hastahg,
renal transplantasyon, obstruktif Gropati, kronik renal medullar hastalik, kronik
hipokalemi ve kronik hiperkalemi yer almaktadir. DislUk protein diyeti de AQP2

proteininin ifade dizeyinde azalmaya neden olur [70].

2.2.2. Konjenital NDI

ND/I'nin konjenital nedenleri arasinda AVPR2, AQP2 ve ure transporter-B (UT-B)

genlerinde yer alan mutasyonlar bulunmaktadir. X-baglantili kahtim siklikla
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erkeklerde gorulebilen o6zelliklere sahiptir ve bu hastalarda DDAVP’ye yanit

g6zlenmez [70].

AVPR2 ve AQP2 genlerindeki fonksiyon kayiplari konjenital NDI'den sorumludur.
1992'de arjinin vazopressin reseptorinu kodlayan AVPR2 geni klonlanmis ve X-
badlantil NDI'li hastalarda mutasyonlar tanimlanmistir [73-76]. Kisa slre sonra
AQP2 geni klonlanmis [77, 78] ve 1994 yilinda AQP2 geninde tanimlanan
mutasyonlarin otozomal resesif Dl ile iligkili oldugu bulunmustur [79]. Bu gen Uzerine
yapilan calismalar otozomal dominant AQP2 mutasyonlarinin da bulundugunu
ortaya ¢ikarmistir. Bu iki anahtar genin (AVPR2 ve AQP2) kesfedilmesi, etkilenen
hastalarin genetik testlerinin yapilmasini saglamigtir ve bu sayede konjenital NDI

fenotipi gosteren hastalarda mutasyonlar tespit edilmigstir [69, 80-82].

Nefrondaki distal tubdl, bu vakalarda AVP'ye karsi duyarsizdir ve toplama
kanallarinda kisitli su emilimine neden olur. idrari konsantre etmede meydana gelen
bozukluk dogumdan itibaren ortaya cikar ve belirtiler yasamin ilk haftalarinda
belirgindir. Bebekler genellikle hipernatremik dehidrasyondan muzdarip olmakta,
irritabilite, beslenme yetersizligi ve kilo kaybi gibi belirtiler gostermektedirler. Klinik
olarak, dehidrasyon bulgulari cildin kurulugu, normal deri turgorunun kaybi, gdmalu
g6z cukurlari, artmis periorbital katlanma ve baskilanmis anterior fontaneldir.
Dehidrasyon ve kabizlik nedeniyle araliklarla yliksek ates gorulur. Buna ek olarak

ndbetler gorulebilir [83].

Kismi NDI formlarinda, hastalar idrari konsantre etme kabiliyetlerini korurlar ve ciddi
dehidratasyon gelistirme risklerini azaltirlar. Hasta tedavi edilmezse, ¢cogu hasta
normal sekilde gelisim gosteremez; ancak tedavinin baglamasiyla ¢gogu, baslangi¢
kilo kaybini yeniden kazanabilir [83, 84]. Beyin dehidrasyonu ve beyin 6deminin
tekrarlayan periyotlarla gergeklesmesinden kaynaklandigi dusutnulen zihinsel
gerilik, NDI'nin ciddi bir komplikasyonu olabilir [85, 86]. Bu tur komplikasyonlar
cogunlukla, gecikmis klinik teshislere neden olabilecek de novo mutasyonlardan
kaynaklanir. Buna karsilik, hastalik genini aktarma riski aile igerisinde tespit
edilmisse, bu hastaliga yakalanma riski tagiyan ¢ocuklar, gogu zaman erken teshis

edilir ve tedavi altina alinir [86].
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Bu hastalarin fizyolojik gelisimi asiri susama ve sik idrara ¢ikma ihtiyaci nedeniyle
olumsuz etkilenmektedir. Strekli politiri; megakist, trabeklile mesane, hidroureter ve

hidronefroz gelisimine neden olabilir [83].

2.2.2.1. X-Baglantili NDI ve AVPR2 mutasyonlari

X-baglantih  NDI, genellikle erkek hastalarin etkilendigi ve hastalarin AVP
uygulamasindan sonra dahi idrari konsantre etme yetenegi olmamasi ile karakterize
edilen nadir bir hastaliktir [87]. Bu form nadir, resesif bir X-baglantih hastalik
oldugundan digilerin etkilenmesi pek olasi degildir; ancak heterozigot digiler, farkli
X kromozomu inaktivasyonu nedeniyle degisen derecelerde poliuri ve polidipsi
gOsterebilir. Quebec'te, erkekler acgisindan tarama yapildiginda bu hastaligin
gorulme sikhgmnin, 1.000.000 canh erkek dogumda yaklagik 8.8 oldugu tahmin
edilmektedir [88]. Biri Ulster Scot go¢cmenlerinde tanimlanan ('Hopewell' mutasyonu,
W71X) ve digeri de bluyluk Utah soyundan gelen ('Cannon' pedigrisinde yer alan
L312X mutasyonu) iki 6zel AVPR2 mutasyonunun kurucu etkisi, Nova Scotia,
Kanada, Utah ve ABD'deki bazi topluluklarda X-baglantii NDI'nin ylksek
prevalansini ortaya koyar [89]. Bu kurucu mutasyonlar ginimuzde tum Kuzey
Amerika kitasina yayilmistir. ‘Hopewell’ soyundan gelerek yasayan 98 ve ‘Cannon’
soyundan gelerek yasayan 20 erke@in var oldugu bilinmektedir. Bugune kadar,
300'Un Uzerinde NDI ailesinde 250'nin Uzerinde hastaliga neden oldugu tahmin
edilen AVPR2 mutasyonu yayinlanmistir [Sekil 2.3] [90] [82, 91].
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Hiicre disi

Hucre ici

Sekil 2.3. Arjinin vazopressin reseptorinin sematik gosterimi ve hastaliga neden
olan AVPR2 mutasyonlarinin tanimlanmasi. Amino asitler, bir harfli amino asit kodu
olarak gosterilmigtir. Kirmizi daire sembolleri, yanlig anlamh veya anlamsiz
mutasyonlarin bulunduklari kodonlari belirtmektedir. Sayilar, ayni kodondaki birden
fazla mutasyonu belirtir. Sekilde baska mutasyon tipleri belirtiimemistir [82].

Reseptorde yer alan mutasyonlarin yaklasik yarisi, yanlis anlamli (missense)
mutasyondur. NUkleotit delesyonlari ya da insersiyonlari nedeniyle olusan gergeve
kaymasi mutasyonlari (%25), anlamsiz mutasyonlar (%10), buyluk delesyonlar
(%10), cercevede degdisime neden olmayan delesyon ya da insersiyonlar (%4),
kirpilma bolgesi mutasyonlari ve bir kompleks mutasyon, mutasyonlarin kalan
kismini olusturur. Mutasyonlar, reseptdr proteinin her bdlgesinde belirlenmistir;
ancak nukleotid yerlesimi agisindan bakildiginda, transmembran alanlarda, hicre
digi veya hicre igi alanlarla karsilastirildiginda yaklasik iki kat fazla mutasyon
meydana geldigi bildirilmistir. Birtakim 6zel mutasyonlar, tekrarlayan mutasyonlar
ve bunlara neden olan mutagenezin mekanizmalari ¢alisiimistir [69, 81, 82].

D85N, V88M, R113W, Y128S, R137H, S167L, R181C, R202C, A294P ve S315R,
mutasyon tekrarlari birbiri ile akrabalik iligkisi olmayan 35 ailede bulunmustur. Ayni
mutasyonun farkli haplotiplerde gorulmesi tekrarlamanin  kanitt  olarak
dusunulmustur. Buna ek olarak, en sik gorulen mutasyonlar (D85N, V88M, R113W,
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R137H, S167L, R181C ve R202C), mutasyonel potansiyeli sicak noktalarda “C/T
veya G/A degisimi” seklinde CpG dinukleotidlerinde meydana gelir [82].

AVPR2 mutasyonlari bes sinifa ayrilir; sinif | mutasyonlari, uygun olmayan sekilde
islenmig/kararsiz mRNA olusumuna, ¢ergceve kaymalarina ya da anlamsiz
mutasyonlar sonucunda eksik ya da hasarli reseptdr olusumuna yol acgar [11]. Sinif
I mutasyonlar (en yaygin mutasyon tiiri), reseptorin yanlis katlanmasina ve ER'de
tutulmasina neden olur. Sinif Il mutasyonlarda, AVPR2 yanlis katlanir; fakat plazma
zarina ulasir ve AVP ile etkilesime girmesine ragmen G proteinleriyle tam olarak
etkilesime girmez ve bozulmus cAMP Uretimi meydana gelir. Sinif IV mutasyonlar
da hatalh katlanma ile sonuglanir. Bu durumda, AVPR2 plazma zarina
ulasabilmesine ragmen, AVP ile dizgun sekilde etkilesime girmez. Sinif V
mutasyonlarini tasiyan reseptorlerin ise yanlis hicresel bdlgelere hedeflendigi
bilinmektedir [71].

2.2.2.2. AQP2 Mutasyonlari

insanlarda, AQP2 geni, kromozom 12q13 (zerinde bulunur ve 271 amino asit

iceren bir proteini kodlar [78].

Normalde AQP2, plazma membraninda kararl bir tetramer olusturan dort 6zdes
protein alt biriminden olusur. Her monomer sitoplazmada COOH ucu bulunan alti
transmembran kapsayan bodlgeden olusur. Diger aquaporinlerin gogunda oldugu
gibi AQP2, membrana yerlesen, ortisen ve su gegisini saglayan kanallari meydana
getiren gézeneklerin oldugu distnulen [19, 92] iki oldukga korunmus NPA motifini
(Asn-Pro-Ala motifi) icerir. AQP2 proteininin yapisi 4.9-A ¢dzinirliikte agikhga
kavusturulmustur; ancak hucre ici alanlarin yapisi eksiktir [12]. AQP2'nin trafigi,
translasyon sonrasi degisiklikler yoluyla AQP2'nin karmasik islenmesi de dabhil

olmak uzere gesitli hlcresel igslemlerle duzenlenir [93].

AQP2’nin NDI patolojisindeki kesfi bir dizi sire¢ sonunda gerceklesmigstir. Bir
vazopressin V2 sentetik analogu olan, DDAVP'nin farmakolojik intravenoz
dozlarinin denenmesini takiben plazma cAMP duzeylerinin élgimleri ve DDAVP

inflzyon calismalari temelinde X-baglantili NDI'nin bir pre-cAMP defekti oldugu
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Onerilmistir.  X-baglantih  NDI'l erkek hastalarda DDAVP'nin farmakolojik
inflzyonundan sonra pihtilasma faktdéri salimini veya plazma cAMP seviyesi
uyarilamamis ve bu nedenle bu hastalarda hem renal hem de ekstrarenal
vazopressin V2 reseptorlerinin fonksiyon kaybina ugradigi dugunulmustur. DDAVP
inflizyon c¢alismalari ve hem erkek hem de kadin bireylerde siddetli politrik
Ozelliklere sahip aileleri kullanarak yapilan ¢alismalarda, post-reseptér (post-cAMP)
defekti ile birlikte X-baglantili olmayan bir NDI formu onerilmigtir [82].

Tipik NDI belirtileriyle dogumdan kisa sure sonra bagvuran fakat DDAVP'ye normal
dizeyde koagllasyon goésteren normal fibrinolitik ve vazodilatér yanit veren
hastanin AQP2 geninde, iki yanlis anlamli mutasyonu (R187C ve S217P) iceren
compound heterozigot mutasyon tanimlanmistir [79]. Xenopus oositlerinde bu iki
mutasyonun her birinin ifadesi, islevsiz su kanallarini ortaya ¢ikarmistir. GUnimuze

degin 59 NDI ailesinde, AQP2 geninde hastaliga neden olan 51'den fazla mutasyon
saptanmistir [Sekil 2.4] [82].
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Sekil 2.4. AQP2 proteininin sematik gosterimi ve hastaliga neden olan AQP2
mutasyonlarinin tanimlanmasi. Bir monomer alti transmembran heliksten olusur.
Hucre disi, transmembran ve sitoplazmik alanlar Deen ve ark. 1994'e gore
tanimlanmistir [29]. Kirmizi daire sembolleri mutasyonlarin yerlerini gdésterir; M1l;
L22V; V24A; L28P; G29S; A47V; Q57P; G64R, N68S, A70D; V71M; R85X; G100X;
G100V, G100R; 1107D; 369delC; T125M; T126M, A147T, D150E, V168M; G175R,;
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G180S; C181W; P185A; R187C; R187H; A190T; G196D; W202C; G215C; S216P;
S216F; K228E; R254Q; R254L; E258K; ve P262L. GenBank erisim numaralari
AQP2, ekzon 1 icin AF147092 ve ekzon 2-4 i¢cin AF147093’tlr. NPA kutusu ve C-
ucu igindeki fosforilasyon bolgeleri (Pa) sekilde gosterilmigtir [82].

Bu mutasyonlar, iki farkli molekller c¢ikti ile sonuglanir. Birincisi, AQP2'deki bir
mutasyon, bir hedeflenme sinyalini etkileyebilir ve fonksiyonel AQP2'nin membrana
yonlendirilmesini 6nleyebilir. Ikincisi, mutasyon, AQP2'nin gbdzenek olusturma

yapisinda bir kusura neden olarak iglevsiz bir su kanali olugturabilir [71].

NDI ile sonuglanan AQP2 mutasyonlarinin birgogu [11] ¢esitli model sistemlerde
incelenmistir. Memeli hlcre hatlari Gzerinde yapilan arastirmalar, mutant AQP2
proteini trafigi ve hedeflenmesi hakkinda bilgi verirken, Xenopus laevis oosit
sisteminde AQP2 ifadesi, igslev hakkinda yani mutasyonlarin membran boyunca

AQP2 aracih su akisini degdistirme yeteneg@i hakkinda bilgi saglamistir [71].

Baskin AQP2 mutasyonu tasiyan hastalar, compound heterezigot ya da homozigot
¢ekinik mutasyon tagiyan hastalara gore daha az siddetli fenotipe sahiptir. AQP2
E258K baskin mutasyonunu tasiyan hasta ve kizinin DDAVP'yi takiben idrar
ozmolalitesi 350 mOsm/kg H20'"ya yukselmistir [94]. Ayrica, Robertson ve Kopp [95]
tarafindan fenotipi ayrintili olarak tanimlanan hasta, hafif derecede hipertonik bir
dehidrasyon sirasinda idrar ozmolalitesini 220 mOsm/kg H20'ya, DDAVP'den sonra
258 mOsm/kg H20'ya, hidroklorotiazid ve indometasinden sonra 305 mOsm/kg
H20'ya arttirmistir. Bu hastanin R254Q mutasyonu igin heterozigot oldugu ve bunun

muhtemelen S256 fosforilasyon bdélgesine etki ettigi tespit edilmistir [16].

Mutant AQP2 (del 763-772) knock-in farelerinde Sohara ve ark. [96] dehidrasyon
sonrasinda idrar ozmolalitesinde hafif bir artis oldugu belirlenmis; ancak bir
fosfodiesteraz-4 inhibitora olan Rolipram'in uygulanmasindan sonra belirgin bir artig

gOsterdigi gorulmagtur [82].
2.2.2.3. Otozomal Cekinik NDI

Otozomal NDI'da, olgularin %90'indan fazlasi ¢ekinik bir 6zellik tasir. Hastalar
AQP2'deki mutasyonlar igin homozigot veya compound heterozigottur.

Mutasyonlarin agirlikli olarak AQP2'nin kanal olusturma bodlgesi yani cekirdek
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bdlgesinde (transmembran bodlge ve baglanti ilmekleri) bulundugu bildiriimistir. Bu
mutasyonlar, AQP2’nin yanls katlanmasina, ER’de tutuklanmasina ve proteinin
hizli degradasyonuna neden olmaktadir. Otozomal g¢ekinik gegigli NDI, genellikle
dogumda ortaya gikmakta ve erkek ile digileri esit derecede etkilemektedir. NDI'nin
cesitli AQP2 knock-out/knock-in fare modelleri, su dengesinin korunmasinda
AQP2'nin kritik rolini ortaya koymustur [97] [98]. Birka¢ genin delesyonu veya
mutasyonunun, idrari konsantre edememe gibi sorunlara ve bobreklerin AVP'ye
yanitinda ciddi kusurlara neden olabilecegi ve "NDl'ya benzer bir fenotip"
olusturabilecegi de belirtiimistir [34, 91, 99].

Otozomal c¢ekinik gecisli NDI icin c¢esitli modeller (Cizelge 2.4) [100-102]
olusturulmustur. Bunlarin tamaminin farelerin poliuriye duyarli olmalari nedeniyle
zayif canhlik gosterdigi ileri surtlmustar. AQP2’nin tamamen knock-out edildigi
farenin dogumdan sonra hayatta kalamadigi [97] ve bir insan NDI'sini taklit ederek
farelerde olusturulan T126M mutasyonunun 6 glnluk sirecte farenin erken 6limtne

neden oldugu gosterilmistir [100].
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Cizelge 2.4. AQP2-temelli NDI fenotipi gosteren fare modelleri [71]

Genetik 6zellik | Canlilik Referans
AQP2
Yapilan genetik
degisiklikler
Otozomal Postnatal 6lim (6 gune Yang ve
AQP2 knock-in (T126M) | gekinik kadar) ark.[100]
indiiklenebilir AQP2 Otozomal Canli (yetiskinlige kadar) Yang ve
knock-in cekinik ark.[98]
AQP2 knock-in (763-772 | Otozomal N Sohara ve
del) cekinik Canli (yetiskinlige kadar) ark.[96]
AQP2 total knock-out Otozomal E o;tnatal oldm (5-12 glne Rojek ve
baskin adar) ark.[97]
Otozomal Canli (yetiskinlige kadar) Rojek ve
Toplama kanal-segimli cekinik ark.[82]
AQP2 kosullu-knock-out
Otozomal Canli (yetiskinlige kadar) | Shive
Spontan mutasyonlar
AQP2-F204V Otozomal o Lloyd ve
cekinik Canli (yetigkinlige kadar) ark.[102]
AQP2-S256L Otozomal %90 postnatal 6lum (2-4 Mc Dill ve
cekinik hafta) ark.[104]

AQP2'nin toplayici kanal segici knock-out fareleri canlidir; ancak ciddi bir idrari

konsantre edememe kusuruna sahiptirler [97].
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Bu bulgular, toplama kanalinin idrari konsantre etmek icin gerekli oldugunu; ancak
muhtemelen baglanti tipuinde AQP2 vasitasiyla bazi desteklemelerin meydana
geldigini gostermektedir. Son zamanlarda, uyarilabilir bir NDI fare modeli
geligtiriimis ve bu model erigkin farelerde NDI igin potansiyel terapoétik bilesikleri
tanimlama amaciyla kullaniimigtir [101]. Ayrica, ¢ekinik NDI ile sonuglanan F240V
mutasyonu tasiyan bir fare modeli, AQP2'nin kusurlu hedeflemesinin bazi NDI

formlarinin temelini olusturdugu hipotezini desteklemektedir [102].

Hayvan modelleri, NDI'nin molekuler temelini incelemek ve potansiyel terapdtik
stratejileri arastirmak icin ideal bir ara¢c olmasina ragmen c¢ok sayida farkli
mutasyon, diger sistemlerin kullaniimasini gerektirmistir. Cesitli AQP2 gen
mutasyonlari, oositlerde AQP2 proteininin ER'de tutuklanmasina neden olmasina
ragmen [7, 9, 10, 14, 79, 105, 106], belirli AQP2 mutantlarinin oosit ifade sisteminde
asin ifadesinin saglanmasi bu mutantlarin su kanallari olarak islev gbérme

yeteneginin arastiriimasina izin verir [7, 105-107].

2.2.2.4. Otozomal Baskin NDI

Otozomal NDI vakalarinin %10’u baskin kalitim gostermektedir. Bu vakalarda uriner
konsantrasyon kusurunun, AQP2'nin karboksil ucundaki mutasyonlara bagl oldugu

gosterilmistir (Cizelge 2.5).

Bu mutasyonlar, proteinin su gegirgenlik 6zelligini etkilememekle birlikte, karboksil
ucu kanalin hicre iginde dogru yonlendirilmesi i¢in gereklidir. Bu NDI sinifinda,
AQP2 monomerlerinin (membrandaki fonksiyonel birim) heterotetramerleri yabanil
tip ve mutasyona ugramis form arasinda olusur ve AQP2'nin yanlis
yonlendiriimesine [108], golgi aygitinda tutuklanmasina veya AQP2'nin geg
endozomlara, lizozomlara veya bazolateral plazma membranina hedeflenmesine
neden olur [109]. Dolayisiyla, mutasyonlar baskin bir negatif mekanizma icinde
hareket ederler ve yabanil tip AQP2'nin apikal plazma membranina ulagmasini
Onlerler. Bu mutasyonlar "baskin" olarak siniflandirnimasina ragmen durum
genellikle kismi olup en azindan bazilarinin iglevsel homotetramerler olusturdugu

ve apikal plazma zarina ulastigi disunulmektedir [94, 110-112]. Bu vakalarda, sivi
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kisitlamasi veya desmopressin ile tedavi genellikle idrar ozmolalitesini arttirir ve

sadece bazi vakalarda AVP'ye direng siddetlidir [113].

Otozomal baskin NDI'de AQPZ2’'nin yanlis hedeflenmesinin altinda yatan neden,
proteinin karboksil ucundaki birgcok potansiyel sinyal ve dizenleyici bolgeyi isaret
eder. AQP2-R254L mutasyonunda, AVP kaynakli S256 fosforilasyonu igin
“korunmus” bolgesinin kaybedilmesi, apikal plazma membranina taginmada kusura
neden olur [110, 111]. Aksine E258K mutasyonunun, AQP2'deki S256 fosforilasyon
bdlgesine benzer sekilde yakin olsa da, mutasyonun fosforilasyona mudahale
etmesinden ziyade karboksil ucunda bir RRRxxxKL motifiyle etkilesime girmesi
nedeniyle NDl'ya yol agtigi distiniimektedir [114]. Bir baska mutasyon olan AQP2-
insA, karboksil ucunda c¢ergceve kaymasi mutasyonuna neden olup hucrelerde
AQP2'nin bazolateral hedeflenmesi ile sonuglanir [108]. insandaki duruma benzer
sekilde AQP2 763-772 delesyonu ile birlikte otozomal baskin NDI'yi taklit eden bir
fare modeli, heterozigot farelerde uriner konsantrasyon yetenegini bozmustur.
Bununla beraber fareler idrar ozmolalitesini arttirarak sivi yoksunluguna tepki
gOstermigstir [96]. Ayrica bu model, bazolateral AQP2 hedeflenmesi ile otozomal

baskin NDI'nin nedeni olarak yanlis hedeflenme teorisini dogrulamistir.

Cizelge 2.5. Baskin NDI'ye neden olan mutasyonlar [71]

Baskin NDI’ye
neden olan Mutasyon Tipi Molekiiler Teshis Referans
mutasyonlar
Golgi aygitinda tutuklanma
o goruldr. Oositlerde AQP2- Mulders ve
E258K Degisim S256 fosforilasyonunu ark.[94]
etkilemez.
Cerceve . :
791delG Kaymasi-uzamis t(?;f?ltilerde kusurlu protein gﬁ(h[aﬂ/g]ra ve
protein 9 '
Cerceve : .
763-772del Kaymasi-uzamis tOrac‘)f?ltilerde kusurlu protein l;rlf(he[lzvlazr]a ve
protein 9 '
Cerceve : .
812-818del Kaymasi-uzamis tOrac‘)f?ltilerde kusurlu protein l;rli(havi/g]ra ve
protein 9 '
Oositlerde ve MDCK
.. hicrelerinde kusurlu protein De Mattia ve
R254L Degigim trafigi, hasarll AQP2-S256 | ark.[110]
fosforilasyonu
. Oositlerde ve MDCK Savelkoul ve
R254Q Degigim hicrelerinde kusurlu protein ark.[111]
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trafigi, hasarli AQP2-S256
fosforilasyonu
AQP2-insA Polarize bébrek hiicrelerinde Kamsteeg ve
(frameshift c779- Cerceve kaymasi | basolateral membrana yanlis ark [108]
780insA) hedeflenme '
Cerceve Oositlerde, boébrek hicreleri Marr ve
727deltaG kaymasi-uzamis | endozom/lizozomlarinda
. : o ark.[7]
protein kusurlu protein trafigi

2.3. Nefrojenik Diabetes insipidus’da Genetik Test Degerlendirmesi

DI icin yapilan genetik test degerlendiriimesi baslangi¢ tanisini dogrulamak igin

oldukca yararlidir ve aile dykusu olan tum hastalarda uygulanmasi tavsiye edilir.

NDI belirtileri gdsteren yenidogan ya da bebeklerde 6zellikle AVPR2 ya da AQP2
geni kaynakli mutasyonlardan siphe edilmelidir. de novo AVPR2 ve AQP2
mutasyonlari siklikla uzun suren dehidrasyon nedeniyle ciddi bir serebral hasar riski
olan gecikmis tani ile sonuglanir ve bu gibi durumlarda genetik karakterizasyon
islemi sonraki gebeliklerde erken (hatta dogum oncesi) yapilmali ve bunun yani sira

diger aile lyelerine genetik danismanlik verilmelidir [71].
2.4. Nefrojenik Diabetes insipidus’da AQP2-Temelli Terapotik Yaklagimlar

Aragtirmalar, fosfodiesteraz inhibitorlerinin farkli mekanizmalarla ilgili patolojilerin
tedavisinde kullanilma potansiyelinin oldugunu gostermektedir. Son ¢alismalar gen
terapinin NDI'nin tedavi edilmesinde daha iyi bir secenek oldugunu gostermektedir;

ancak bu konu oldukga spekdulatiftir [70].
2.4.1. Fosfodiesteraz inhibitorleri
2.41.1. Siklik GMP (cGMP) Yolak Aktivasyonu

Hucre ici cGMP seviyeleri, sodyum nitroprussid (yikimi ile nitrik oksit olusur), L-
arginin ve atriyal natrilretik peptit ile arttirilabilir. Butin bu maddeler apikal
membrandaki AQP2 miktarini artirabilir 6zelliktedir [115-117]. Segici cGMP, PDE
(PDES) inhibitora sildenafil sitrat (Viagra), cGMP'nin yikimini engeller. Bu durumun
da AQP2'nin artmig membran ifadesiyle sonuglandidi in vitro ve in vivo [118] olarak

belirlenmistir. Son zamanlarda sildenafil sitratin, lityum kaynakli NDI'h sicanlarda

25



polilriyi azalttigi gosterilmistir [119]. Bununla birlikte, sildenafil sitrat kullandirilarak
Klinik arastirmalari yapilmis az sayidaki NDI hastasinda (D.Bichet, Université de
Montréal, Montreal, Kanada) idrar hacminde herhangi bir azalma veya idrar

osmolalitesinde herhangi bir artis gozlenmemigtir [71].

2.4.1.2. Siklik AMP (cAMP) Yolak Aktivasyonu

Bir PDE4 inhibitorl olan Rolipram’in, otozomal baskin NDI'nin fare modelinde idrar
ozmolalitesini arttirdigi bulunmustur. Aksine, PDE3 ve PDES inhibitorlerinin

degerlere 6nemli bir etkisi olmamistir [96].

Rolipram muhtemelen cAMP dlzeyini artinir. Bu sure¢ de artmis AQP2
fosforilasyonu ve translokasyonu ile sonuglanir. PDE'ler dogal olarak, hemen
hemen tum hucre tiplerinde bol miktarda bulundugundan NDI'nin tedavisinde PDE
inhibitorlerinin kullanim potansiyelinin agiklhiga kavusturulmasi gerekir. Bu nedenle
surecin idrar ¢ikisi Uzerindeki uzun vadeli etkileri, PDE inhibisyonunun diger hicre
tiplerine etkileri ve surekli tedavinin potansiyel yan etkilerini belirleme c¢alismalari
yapilmalidir. Alternatif bir strateji ise insanlarda basta tiroid parafolliktler hicreleri
tarafindan Uretilen, 32 amino asitlik dogrusal bir polipeptit hormonu olan kalsitoninin
kullanilmasidir. Kalsitonin, GaS ile birlegsmis ve hticre ici CAMP duzeylerini artirabilen
yedi transmembran alici reseptdri vasitasiyla etkilemektedir. Kalsitoninin, AQP2
membran birikimini in vitro ve in vivo olarak cAMP aracili bir mekanizma ile
indUkledigi gosterilmistir [120, 121].

2.4.2. Statinler

NDI tedavisinde, hiperkolesteroleminin tedavisinde kullanilan cesitli statinler
Onerilmistir. Statinler, 3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA reduktaz aktivitesini inhibe
ederek Kkolesterol biyosentezinde duslise neden olur. Simvastatin'e akut
maruziyetin, kultir hdcrelerinde ve Brattleboro siganlarinin bdbrek kesitlerinde
apikal membrandaki AQPZ2'yi artirabildigi gorulmuastir [122]. Diger bazi hucre
sistemlerinde hem fluvastatin hem de lovastatinin, AQP2'nin apikal plazma
membranindaki ifadesini indikleyebildigi gosterilmistir [123]. Farelerde fluvastatin,

AVP'den bagimsiz bir sekilde bobrekte AQP2 ifadesini ve suyun yeniden emilimini
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artirabilir [123]. Bu etkilesimlerin arkasindaki molektler mekanizmalar tam olarak
anlasilamamigtir. Ancak, bu dizenlenmenin AQP2’nin trafige katilmasi veya hicre
iskeletinin  duzenlenmesinde rol oynayan Rho ailesinden proteinlerin
prenilasyonundaki degisiklikler gibi [115, 123] cesitli dolayl etkilere bagl oldugu
dusunulmustar. Statinlerin AQP2'ye 6zgu olup olmadidi veya diger tim membran
kanallari/tagiyicilarin -~ siniflarinin  statin  tedavisinden etkilenip etkilenmedigi

coziilmelidir [71].

2.4.3. Prostaglandinler

E-prostanoid spesifik reseptor agonistlerinin PGE2 i¢in kullaniminin, didrez ve
AQP?2 internalizasyonunu azalttigina yonelik kanitlar mevcuttur [124] [125]. EP2'ye
(butaprost) ve EP4'e (CAY10580) 6zgu diger agonistlerin, MDCK hucrelerinde
AQP2 trafigini arttirdigi gosterilmistir [125]; ancak etki mekanizmalari muhtemelen
farkhdir, ¢cinki yalnizca EP2 stimllasyonu artmis cAMP miktari ile sonuglanmistir
[125].

2.4.4. Is1 soku proteini (Hsp90)

Hsp90'in diger fonksiyonlarinin yani sira, ER’de kalan stoplazmik proteinlerin
duzgun bicimde katlanmasina yardimci olan bir "molekuler saperon" oldugu
dusundlmektedir [126]. Bir Hsp90 inhibitérinin (17-allilamino-17-
demetoksigeldanamisin), mutant AQP2-T126M'nin ER'de tutuldugu otozomal
¢ekinik NDI fare modelinde NDI'y1 kismen dizelttigi gosterilmistir. Bununla birlikte

bu etkinin altinda yatan kesin molekuler temel arastiriimalidir [101].
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3. MATERYAL ve YONTEM

Tez galismasinin amaci, Diabetes insipidus hastaliginin geligimi ile iliskilendirilmig
genlerden biri olan, AQP2 geninde yer alan A45T [yayinlanmamis veri], R85X ve
Al147T [127] mutasyonlarinin ilgili proteinin fonksiyonlarini ne sekilde etkilediginin
ve hastaligin seyrinde nasil bir etki yarattiginin belirlenmesidir. Bu amaca yonelik

calismalar iki tip ifade sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Bunlar;

1) Madin-Darby canine kidney (MDCK)-FRT-TR6-cl2 hicreleri

2) Xenopus laevis oositleridir.

Bu amag¢ ile uyumlu olarak yapilacak hucre kultira duzeyindeki ¢alismalar igin
yabanil tip AQP2 geni tasiyan ifade vektort temin edilmis, site-directed mutagenez
yontemi kullanilarak mutant AQP2 gen dizilerini igeren uygun ifade vektorleri
hazirlanmistir. Bu sureci takiben, yabanil tip ve mutant vektorlerin MDCK
hicrelerine stabil transfeksiyonu gerceklestiriimistir. MDCK-FRT-TR6-cI2 hiicreleri
stabil transfeksiyonun gercgeklestiriimesi icin gerekli homolog rekombinasyon sitini
icermektedir. Bu mekanizma ile vektorlerin MDCK hucrelerinde ifadesi saglanarak,

mutant proteinlerin;

e Hucre ici olgunlasma surecinin karakterizasyonu icin deglikozilasyon
deneyleri,

e Yari dmurlerinin belirlenmesi amaciyla siklohekzimid analizi yapilmig ve
sonuglar immunblot analizi ile degerlendirilmistir.

e Huicre ici trafiginin belilenmesi igin immudnsitokimyasal analizler

uygulanmigtir.

Bu amag ile uyumlu olarak yapilan ¢calismalar Sekil 3.1’de sematize edilmistir.
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AQP2 geni tasiyan ifade
vektérinin elde edilmesi

AQP2 gen dizisi ve yerlesiminin
DNA dizi analizi ile dogrulanmasi

U

Mutant klonlarin DNA dizi Site-directed mutagenez
analizi yontemi ile yontemiyle her mutasyon igin
dogrulanmasi mutant klonlarin olusturulmasi

; Deglikolizasyon deneyleri,

siklohekzimid analizi ve
Hucre kaltura ortaminda |:> sonuglarinin immunblot ile
stabil transfeksiyon degerlendiriimesi. Bunlarin  yani
sira, immunsitokimyasal analiz
calismalarinin gerceklestiriimesi.

U

{r

Sekil 3.1. Hucre kultirinde gergeklestirilecek ¢alismalarin sematik gosterimi

AQP2 genine ait mutasyonlarin X. laevis oosit ifade sisteminde gerceklestirilecek
olan fonksiyon analiz ¢galismalari kapsaminda, yabanil tip ve mutasyonlari igeren
vektorlerden elde edilen cRNA’larin oosit hilcrelerine enjeksiyonu gergeklestirilerek,
AQP?2 proteininin oositlerde ifade dlizeylerini tespit edebilmek igin total membran ve
plazma membranlari izole edilmig, yabanil tip protein ile mutant proteinlerin
membranlardaki oranlari immunblot analizi ile karsilastirimistir. Mutant AQP2
proteinlerinin, su alimi Uzerine etkilerinin belirlenmesi i¢in oosit hucrelerine su

gecirgenligi testi uygulanmistir.
3.1. Fonksiyon Analizi Gergeklestirilecek Olan Mutasyonlarin Belirlenmesi

Grubumuz tarafindan Diabetes insipidus’a neden olan molekiiler patolojilerin tespit
edilmesi amaciyla 2010 yilinda baglatilan ve halen surmekte olan ¢alismalarda
nefrojenik veya santral Diabetes insipidus tanili 84 hastanin AVPR2, AQP2 ve AVP
genleri DNA dizi analizi yontemiyle taranmistir. Bu ¢alismalarda, sik idrara ¢ikma,
¢ok su igme gibi yakinmalara sahip, nefrojenik Diabetes insipidus tanili bireylerin
AQP2 geninde A45T, R85X, L137P ve A147T mutasyonlari tanimlanmigtir. Bu
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mutasyonlardan AQP2 geninde bulunan ve daha 6nce literatlirde yer almayan A45T
ve L137P mutasyonlarinin fonksiyon analizleri TUBITAK SBAG 1155499 numarali

arastirma projesi ile desteklenen doktora tezi kapsaminda gergeklestirilmistir.

Tez calismasi kapsaminda fonksiyonel analizlerinin gergeklestiriimesi hedeflenen
mutasyonlara ait Ozellikler ise Cizelge 3.1’deki gibidir. DNA dizileme
calismalarindan elde edilen kromatogram goéruntuleri Sekil 3.2, 3.3 ve 3.4’teki
gibidir.

A~

Sekil 3.2. A45T mutasyonu gosterimi icin normal birey (a) ve hasta bireyin (b) DNA
dizisine ait kromatogram gorintisiu (GCC-ACC)

. |

\ : | { \ H [ X 7 Y \ Y /
\ A ! X ) \ \ y A A ] ¥ A }

Sekil 3.3. R85X mutasyonu gosterimi igin icin normal birey (a) ve hasta bireyin (b)
DNA dizisine ait kromatogram goruntust (CGA-TGA)
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Sekil 3.4. A147T mutasyonu gosterimi icin normal birey (a) ve hasta bireyin (b) DNA
dizisine ait kromatogram gorunttsi (GCC-ACC).

Cizelge 3.1. Fonksiyon analizi gerceklestirilecek olan mutasyonlar

Hastalar | Tani Gen | Ekzon | isim Mutasyon Kodon Aminoasit
Numarasi Degisimi
L Nefrojenik | AQP2 | 1 A45T | GCCSACC | 45.Kodon | A>T
(homozigot)
jeni Arg>Term
2. Nefrojenik | AQP2 | 1 R85X | CGA>TGA | 85. Kodon :
(homozigot)
3. Nefrojenik | AQP2 | 2 A147T | GCC>ACC | 147. Kodon | ANa>Th!
(homozigot)

3.2. Hiicre Kiiltiirii Gahismalarinda Kullanilan Mutant AQP2 Genini igeren ifade

Vektorlerinin Site-Directed Mutagenez Yontemi ile Hazirlanmasi
3.2.1. AQP2 Geni Taslyan ifade Vektoriiniin Temin Edilmesi

Yabanil tip AQP2 proteininin ORF’lerini tasiyan pcDNA5/FRT vektord, Aarhus
Universitesi, Biyotip Bélim(i arastirmacisi Hanne B. Moeller’den alinmistir. Yabanil
tip AQP2 dizileri ilgili vektorlerdeki yerlesiminin dogrulugunun belirlenmesi igin, ilgili
plazmid E.coli DH5a hucrelerine transforme edilmis ve sonrasinda bakteriler
ampisilinli LB agar plaklarina ekilmistir. pcDNAS5S/FRT_AQP2 vektorunde segici
olarak ampisiline diren¢ geni bulunmaktadir, bu nedenle LB agar plaklarina 75

mg/ml konsantrasyonda ampisilin eklenmistir.
Transformasyon i¢in asagida belirtilen yontem izlenmigtir;
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1. Transforme edilmek istenen plazmid DNA’sindan 1 pl (1 ug/ul) alinip 100 pli

kompetan hucreye eklenir ve iyice pipetlenir.

2. 30 dakika boyunca buz uzerinde inkibasyona birakilir.

3. 42°C’de 45 saniye inkube edilir.

4. Ornek tekrar buz (izerine alinarak 1-2 dakika inkube edilir.

5. Ornegin tamami 250 ul SOC medium igine eklenir ve 1 saat boyunca 37°C’de

calkalamali etivde inklbe edilir.

6. inkiibasyon sonrasi ampisilinli LB agar plagina ekim yapilir ve gece boyu 37°C’de

inkibasyona birakilir.

Bunu izleyen suregte ampisilinli LB agar plaginda ureyen bakterilerden tek bir koloni
alinarak 2 ml’lik ampisilinli LB broth besiyerinde gece boyu inklibasyona birakiimis
ve ertesi gun Promega Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System
kullanilarak plazmid DNA’sI izolasyonu yapilmistir. izlenen kit protokolii asagidaki
gibidir.

1. 1-10 ml’lik gecelik bakteri kultirt 5 dakika boyunca ylksek hizda santrifuj edilerek

cokturular.

2. Besiyeri uzaklastirilir ve bakteri peleti 250 pyl Hicre Resuspansiyon ¢ozeltisi ile

resuspanse edilir.
3. 250 ul Hacre Lizis gozeltisi eklenir ve tupler 4 kez alt Ust edilerek karistirilir.

4. 10 ul Alkalin Proteaz ¢ozeltisi eklenir ve tlpler 4 kez alt Gst edilerek karigtirilir. 5

dakika oda i1sisinda inkube edilir.
5. 350 ul Notralizasyon ¢ozeltisi eklenir ve tupler 4 kez alt Ust edilerek karistirilir.

6. Oda isisinda 10 dakika boyunca en yuksek hizda (13.000 rpm) santrifij edilir.
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7. Spin kolonlari toplama tlplerine yerlestirilir.
8. Santrifuj sonrasi elde edilen saydam lizat (stipernatan) spin kolonlara aktarilir.

9. Oda 1sisinda ve en yuksek hizda 1 dakika boyunca santrifuj edilir ve altta kalan

sivi kisim uzaklastirilir.

10. 750 pl Yikama ¢ozeltisi (etanol eklenmis) eklenir. 1 dakika boyunca en ylksek

hizda santrifij edilir ve altta kalan kisim uzaklastirilir.
11. 10. basamak 250 ul Yikama ¢ozeltisi kullanilarak tekrar edilir.

12. 1 dakika boyunca oda isisinda en yuksek hizda santrifj edilir ve etanolun iyice

uzaklagmasi saglanir.
13. Spin kolonlari 1.5 ml'lik steril tlplere aktarilir.

14. 50 pl NUkleaz icermeyen H20 spin kolonun tam Uzerine konulur ve 1 dakika

boyunca oda iIsisinda en ylksek hizda santrifdj edilir.
15. Kolon c¢ikartilir ve elde edilen DNA -20°C’de saklanir.
izole edilen plazmid DNA’sI agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek kontrol edilmistir.

Daha sonra elde edilen plazmid DNA'lari igerisinde bulunan yabanil tip AQP2 gen
dizilimleri Sanger ve Next generation (hizmet alimi) DNA dizileme yontemleri

kullanilarak dogrulanmistir.

3.2.2. Yabanil AQP2 cDNA Dizisinde Site-Directed Mutagenez Yontemi ile
Galisilacak Olan Mutasyonlarin Olusturulmasi, Olusturulan Dizilerin ifade

Vektorlerine Aktarilmasi ve DNA Dizi Analizi Yontemi ile Dogrulanmasi

Site-directed mutagenez yontemi, mutasyona 6zgu mismatch primerler kullanilarak

istenen mutasyonun ortaya ¢ikarildigi polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) temelli bir
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yontemdir. Bu amacgla mutasyonun yer aldigi bolgeyi igine alacak sekilde, mutant

nukleotidi igeren ileri ve geri primerler tasarlanmistir.

AQP2 geninde site-directed mutagenez yontemi ile olusturulacak olan A45T, R85X
ve A147T mutasyonlari i¢in tasarlanan primerler Cizelge 3.2’de verilmigtir ve dizi
Uzerindeki yerlesimleri Sekil 3.5’te gdsterilmistir. Tasarlanan tim primerlerin ilgili

vektor Uzerindeki yerlesimleri ise Sekil 3.6’da gosterilmigtir.

Cizelge 3.2. Mutant AQP2 dizilerinin olusturulmasi sirasinda kullanilan primer
dizileri

Primer adi Primer dizisi

PCONAS/FRT_AQP2_dis | 5. A AGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGG-3"
Forward

g‘;?/gr/;g/ FRT_AQP2_dis | 5 G ACTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGC-3"
A45T F , ,

A S Ace 5.GTGCTACAGATTaCCATGGCGTTTGG-3

A45T R , ,

e S ce 5. CCAAACGCCATGGIAATCTGTAGCAC-3

R85X F

CGATGA 5. TCTCCGTTCTCIGAGCCGCCTTCTACG-3
RS5X R

CGASTGA 5.CGTAGAAGGCGGCTCaGAGAACGGAGA-3
AL47T F , ,
e 5. CTCTGCATCTTCaCCTCCACCGATG-3

AL47T R , ,
R e 5-CATCGGTGGAGGIGAAGATGCAGAG-3
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AQP2 EKZON 1 430 be¢
agggtgataggcctgtgggtgggctgggatggggcatgggggcagaggccgecatggagg
agaagaggtattggcctcaacgactccacctcccecgeccacgtgeccagatccgggatgga
aggaccctataaatgcccacaacccagcctccccagaggecttgagaaagagagcgatag
AGTGCGAGAGCGAGTGCCCGGAGCATCCTGGCCCTGAGACAGCTGGGCCAGCCCCGCAGG
GCTCTGCAGCATGTGGGAGCTCCGCTCCATAGCCTTCTCCAGGGCTGTGTTCGCAGAGTT
CCTGGCCACACTCCTCTTCGTCTTCTTTGGCCTCGGCTCTGCCCTCAACTGGCCACAGGC

CCTGCCCTCTGTGCTACAGATTGCCATGGCGTTTGGCTTGGGTATTGGCACCCTGGTACA

GGCTCTGGGCCACATAAGCGGGGCCCACATCAACCCTGCCGTGACTGTGGCCTGCCTGGT

GGGCTGCCACGTCTCCGTTCTC-GCCGCCTTCTACGTGGCTGCCCAGCTGCTGGGGGC

TGTGGCCGGAGCCGCTCTGCTCCATGAGATCACGCCAGCAGACATCCGCGGGGACCTGGC
TGTCAATGCT

gtgagtagccacaactttgccatccacaaggggcaggtcctggggaatcccttgtaaagg
atgagatgggagggatgggctctgggtgatgtagggagagagatggagacagaggcagag
agagaggctggagccaggaacacagccaccataggagggtcaggatgaaaggagcaatga

AQP2 EKZON 2 165 bg

tttgggccagggcccaggaagaagggatcagtcgttgcagectaaggecgtctggcaagecce
aggtgttccggctcccagcccagaggceccceccctggtgectcgactgcaggtggacaggaag
atggagccagagaggaaagtgggctcagtgttcccctaccecgectettetetgteccccag
CTCAGCAACAGCACGACGGCTGGCCAGGCGGTGACTGTGGAGCTCTTCCTGACACTGCAG

CTGGTGCTCTGCATCTTCGCCTCCACCGATGAGCGCCGCGGAGAGAACCCGGGCACCCCT

GCTCTCTCCATAGGCTTCTCTGTGGCCCTGGGCCACCTCCTTGGG
gtaggtcatggccatgggttccagcctccctggaggaacagacacacagaccactccaga
gacagacacagagaccccaagagggacacatacacagaactctcaagaggaacagacacc
ccagaggtttgactcctagataccccagagggacagatatcactccagcccatctgtaaa

*Bolgeler sirasiyla A45T (GCC>ACC), R85X (CGA>TGA) ve A147T (GCC~>ACC) mutasyonlarini

isaret etmektedir.

Sekil 3.5. Tasarlanan site-directed mutagenez primerlerinin AQP2 agik okuma
cergevesi Uzerinde gosterimi*

35



(5763 .. 5796) pcDNAS-FRT_AQP2_dis Reverse:

CMV enhancer

5 Qo\\l(m signal

6000

PCDNAS5_FRT_AQP2

6135 bp

~ (lac operator)
(CAP Binding site)

Sekil 3.6. pcDNA5/FRT_AQP2 haritasi ve tasarlanan primerlerin harita Uzerinde
gOsterimi

Mutant bir AQP2 gen bdlgesi elde etmek icin AQP2 geni ORF’sinin 5’ ucunda yer

alan ileri primer (pcDNAS/FRT_AQP2_dis Forward) ile ilgili mutasyonu igine alan

geri primer reaksiyona alinmigtir. Ayni sekilde, ilgili mutasyonu igine alan ileri primer
ile AQP2 geninin 3’ ucunda yer alan geri primer ile de (pcDNA5/FRT_AQP2_dis

Reverse) ayri bir reaksiyon gergeklestiriimistir. Boylece, mutasyonun oldugu noktayi

iceren 5’ bolge ve 3’ bolge ayri ayri elde edilmistir.

Bolge icin gercgeklestirilen site-directed mutagenez islemleri sonucunda elde

edilecek bant buyukliklerine iligkin bilgi Cizelge 3.3’te ve kullanilan reaksiyon

bilesenlerine iligkin bilgi Cizelge 3.4’te verilmigtir.

Cizelge 3.3. AQP2 geni igin site-directed mutagenez islemleri sonucunda elde

edilen bant buyuklukleri

A45TF | AA5T R | R85X F | R85X R | A147T F Al47T R
pcDNAS/FRT_AQP2_dis i
Eorward 314 bp 436 bp 619 bp
pcDNA5/FRT_AQP2_dis 826 bp 705 bp 520 bp
Reverse

36




Cizelge 3.4. AQP2 geninde site-directed mutagenez iglemleri igin gergeklestirilen
polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan bilesen miktarlar

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
!(allp DNA (y.abanll tip AQP2 geni 2.4l
iceren plazmid DNA)

10X PZR Tamponu 5ul
2,5 mM dNTP karigimi 2 ul
ilgili mutasyonun dis forward primeri,

ilgili mutasyonun dis reverse primeri 1.0 pl
(10 pmol/pl)

ilgili mutasyonun reverse primeri, ilgili
mutasyonun forward primeri 1.0 pl
(10 pmol/ul)

DMSO (%100) 5l
Taq DNA polimeraz

(5 ?J/pl) i 05wl
Steril distile H,O 33.5 ul
Toplam Hacim 50 pl

PZR asagida belirtilen kosullarda yapilmistir.

96°C 3 1 déngii
94°C 45° |

60°C 1 | 34 déngi
72°C 1

72°C10° 1 dongi
10°C w

PZR Urlnleri %1’lik agaroz jelde yuratuldukten sonra ilgili gende olusturulan mutant
bdlgeyi iceren 5’ ve 3’ fragmentleri jelden “Promega Wizard SV Gel and PCR Clean-
Up System” ile saflastinimistir. Birlestirme reaksiyonunda kullanilacak olan PZR
ardnd 1 ve PZR Urdnt 2 (kisa PZR urlnleri) elde edilmistir.

Daha sonra, mutant nikleotidi iceren AQP2 gen bdlgesinin tamamini olusturmak
icin, her iki PZR GrGnG kalip olarak kullanilarak, AQP2 geni ORF’sinin 5’ ucunda yer
alan ileri primer ve genin 3’ ucunda yer alan geri primer ile reaksiyona alinmigtir.

Reaksiyon bilesenlerine iligkin bilgi Cizelge 3.5°de verilmigtir.

37



Cizelge 3.5. AQP2 geninde site-directed mutagenez islemleri igin gergeklestirilen
fusion polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan bilesen miktarlari

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
2X Fusion master mix 25 i
ilgili genin vektori tizerinde belirlenen dis

forward primer 1.0 pl
(10 pmol/pl)

llgili genin vektori izerinde belirlenen dig

reverse primer 1.0 pl
(10 pmol/pl)

DMSO (%100) 1.5 ul
PZR Grinu 1 2 ul
PZR Grinu 2 2 ul
Steril distile H20 17.5 pl
Toplam Hacim 50 pl

PZR asagida belirtilen kosullarda yapilmistir.

98°C 30” 1 déngil
98°C 10" |

60°C 30” [ 34 ddngi
72°C1T |

72°C 10’ 1 déngil
10°C

PZR drunleri %1’lik agaroz jelde yurutuldukten sonra olusturulan mutant diziyi iceren
AQP?2 Urunleri jelden “Promega Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System” isimli
kit ile saflagtinimistir. Kitin protokolt asagidaki gibidir.

1. Istenilen Urlini igeren bant bolgesi agaroz jelden kesilerek ayrilir ve 1.5 ml’lik

tuplere konulur.

2. Her 10 mg jel pargasina 10 ul Membran Baglama ¢ozeltisi eklenir ve 50-60°C’de
jel tamamen eriyene kadar vortekslenerek inktbe edilir.
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3. SV Minikolonlar toplama tuplerine yerlestirilir.

4. Erimis olan jel kolona aktarilir ve 1 dakika oda isisinda inkube edilir.

5. 13.000 rpm’de 1.5 dakika boyunca santrifuj edilir ve altta kalan kisim uzaklastirilir.

6. Kolon Uzerine 700 pl Membran Yikama ¢ozeltisi (etanol eklenmis) eklenir. 13.000

rom’de 1 dakika boyunca santrifuj edilir. Altta kalan kisim uzaklastirilir.

7. 6. basamak 500 yl Membran Yikama ¢ozeltisi ile tekrar edilir. 13.000 rpm’de 5

dakika boyunca santrifuj edilir.

8. Altta kalan kisim atilir ve tupler bir kez daha 1 dakika boyunca yuksek hizda

santriflj edilir.

9. Minikolonlar dikkatli bir sekilde 1.5 ml’lik tliplere aktarilir ve kolon Gzerine 50 pl
nukleaz icermeyen H20 konulur. 1 dakika oda isisinda inkube edilir ve 13.000

rom’de 2 dakika boyunca santrifuj edilir.

10. Minikolon c¢ikarilir ve DNA -20°C’de saklanir.

Elde edilen mutant AQP2 dizileri pcDNA5/FRT_AQP2 vektor icerisine Xhol ve
Hindlll restriksiyon endonukleaz enzimleri kullanilarak aktariimis ve bakteri

hicresine transforme edilmistir. Hazirlanan reaksiyonlar agagida verilmigtir.

pcDNAS5S/FRT AQP2 Vektor Kesimi Reaksiyonu (50 ul)

43 pl vektor

5 pl Cut smart tampon (NEB®)

1 pl Xhol (NEB®)

1 pl Hindlll (NEB®)

39



Mutant PZR Uriinlerinin Kesim Reaksiyonu (50 pl)

7 ul vektor

5 pl Cut smart tampon (NEB®)

1 ul Xhol (NEB®)

1 pl Hindlll (NEB®)

1 ul Fast AP (Thermo Fisher Scientific®)

35 pl dH20

T4 DNA Ligaz ile Birlestirme Reaksiyonu

16 ul insert (Kesilmis mutant PZR Grina)

1 ul vektor (pcDNAS/FRT_AQP2 vektor kesim arini)

2 yl ligaz buffer (Thermo Fisher Scientific®)

1 ul T4 DNA ligaz (5 U/ul) (Thermo Fisher Scientific®)

Transformasyon sonrasi ampisilinli LB agar plaklarinda dreyen

kolonilerinden 5 tane secilip 100 pl ampisilinli LB sivi besiyeri icerisinde 2 saat

inkibasyona birakilmigtir.

inkiibasyon sonrasi, bakterilerin mutant AQP2 dizisi iceren pcDNA5/FRT vektdrini

tasiyip tasimadiklarini anlamak igin koloni PZR reaksiyonu gergeklestiriimigtir. DNA

kalibi olarak 2 ul bakteri kdlturi alinmig, bakterilerdeki vektorun AQP2 dizisini

tasiyip tasimadigini anlamak igin gen bdlgesinin icinde yer alan bir primer gifti

secilmistir.
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PZR Grunleri %1’lik agaroz jelde yurutilerek amplifikasyon boyutu dogrulandiktan
sonra uygun bakteri kaltirinden 2 ml’lik gecelik kultir hazirlanmistir. Ertesi giin bu
bakterilerden kit ile plazmid DNA’si izole edilmis ve PZR ile tim AQP2 dizisi
yukarida anlatildigi sekilde cogaltilmistir. PZR Urdnleri agaroz jelde kontrol
edildikten sonra PZR purifikasyonu, sekans reaksiyonu, sekans reaksiyonu sonrasi
purifikasyon ve DNA dizileme cihazina ylukleme asamalari asagida belirtildigi gibi

yapilmigtir.

PZR arunun temizlenmesi igin Cizelge 3.6’da verilen protokol kullanilarak reaksiyon

karisimi hazirlanmigtir.

Cizelge 3.6. PZR UrUninin temizlenme basamagini gerceklestirmek U(zere
belirlenen reaksiyon bilesen miktarlari

Reaksiyon Bilegenleri Miktar
PZR Grani 4l
Ekzonukleaz | USB® (10 U/ul) 0.4 ul
Shrimp Alkalen Fosfataz USB® 0.4 ul
(2 U/l

Toplam hacim 4.8 pl

Tup icerikleri belirtilen sekilde hazirlandiktan sonra PZR aletinde asagidaki program

1 ddngl uygulanmistir. Ornekler islemin ardindan -20°C’de saklanmistir.
37°C 20 dakika

80°C 20 dakika

95°C 2 dakika

Sekans reaksiyonu i¢cin ABI PRISM Big Dye Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit

kullanilmigtir. Dizi analizi reaksiyon bilesenleri ve kosullari Cizelge 3.7°de verilmigtir.
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Cizelge 3.7. Temizlenmis PZR Urunlerinin  isaretleme  reaksiyonlarini
gerceklestirmek Uzere kullanilan reaksiyon bilesen miktarlari

Reaksiyon Bilesenleri

PZR GrGnd (Temizlenmis) 1.5 pl
Big Dye reaksiyon karigimi 0.6 pl
Primer (10 umol/pl) 0.5 ul
Reaksiyon tamponu 0.95 ul
Steril distile H,O 6.45 ul
Toplam hacim 10 pi

Hazirlanan 6rneklerin isaretleme reaksiyonu asagidaki programin 25 dongu halinde

uygulanmasi ile gergeklestirilmistir.

96°C 10 saniye

50°C 5 saniye

60°C 4 dakika

Doénguler tamamlandiktan sonra reaksiyondan arta kalan malzemeler, asagida

belirtilen prosedur takip edilerek sekans sonrasi purifikasyon gergeklestirilmistir.

1. Her bir 6rnek tipune 2 pl 3M sodyum asetat eklenmigtir.

2. Tuplere 50 pl soguk %100 ‘lUk etil alkol ilave edilerek iyice karistiriimis ve 1,5

ml'lik ependorf tlplere aktariimistir.

3. Tupler 20 dakika -20°C‘de bekletilmigtir.

4. Bekleme suresinin ardindan ornekler 20 dakika 13.000 rpom’de santriflj edilmis

ve supernatan uzaklastiriimistir.
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5. Pelet Gzerine 250 pl soguk %70’lik etil alkol ilave edilmis ardindan 13.000 rpm’de
20 dakika santrifije edilmistir. SUpernatan uzaklastiriimis ve pelet oda isisinda

kurumaya birakilmigtir.
6. Pelet 20 pl deiyonize formamid ilavesi ile ¢ozulmusg ve vortekslenmigtir.
7. Ornekler spin edilerek ABI 310 sekans tiiplerine aktariimistir.

8. Ornekler 95°C’de 5 dakika inkiibe edilerek denatiire edilmis, 3-4 dakika -20°C’de
bekletilmistir.

9. Hazirlanan 6rnekler kapiller elektroforez sisteminde yurutulmagstar.
3.3. MDCK Hiicre Hatti ile Gergeklestirilen Hiicre Kiltiuru Caligmalari

Flp-In™ sistemi ile olusturuimus MDCK hicre hatti (MDCK-FRT-TR6-cl2) (P/10)
Aarhus Universitesi, Biyotip Bolimi arastirmacisi Hanne B. Moellerden temin

edilmigtir.

Flp-In ™ sistemi, ¢alisilacak genin memeli hiicrelerine belirli bir genomik lokasyonda
entegrasyonunu ve ifadesini saglar. Sistem, bir Flp Rekombinasyon Hedefi (FRT)
alaninin, tercih edilen memeli hicre hattinin genomuna yerlestiriimesini hedefler.
Calisilacak geni igeren bir ekspresyon vektoru kullanilarak FRT bdlgesinde Flp
rekombinaz aracii DNA rekombinasyonu yoluyla genoma hedefleme ve giris
saglanir [128].

Flp-In ™ sisteminin ana bilesenleri sunlardir:

o Entegre bir FRT sitesi iceren bir konak hicre hattinin Gretimi igin bir Flp-In ™

hedef site vektora, pFRT/lacZeo.

o Flp rekombinaz aracili entegrasyon ve insan sitomegalovirusinin (CMV)
promotdrinun kontroll altinda calisilan geni eksprese eden stabil bir hicre
hattinin secimi i¢cin hygromisin direng genine bagh bir FRT bdlgesini igeren bir

ifade plazmidi.
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« insan CMV promotdriiniin kontrolii altinda Flp rekombinazinin ifadesi igin bir Flp

rekombinaz ekspresyon plazmidi, pOG44.

pOG44 ile Flp-In ™ konak¢l hucre hattiniza birlikte transfekte edildiginde,
kloramfenikol asetil transferaz (CAT) genini iceren bir kontrol ifadesi plazmidi, CAT

genini eksprese eder.

Flp-In ™ sisteminin kullanimi ile stabil hicre hatlarinin olusturulmasi birtakim

avantajlar saglar.

» Entegre bir FRT bolgesi igeren Flp-In ™ konak hicre hatti olusturulduktan sonra,
calisilan geni/genleri eksprese eden sonraki Flp-In ™ hicre hatti jenerasyonu

hizli ve verimlidir.
* FlIp-In ™ sistemi, izogenik kararli hicre hatlarinin olusturulmasina izin verir.

e Flp-In ™ sistemi, stabil ekspresyon hicre hatlarinin poliklonal segimine izin verir
[128].

3.3.1. MDCK Hiicrelerinin Uretilmesi

Hucreler, 37°C’de ve %5 CO:2 kosullarinda; %10 donoér bovine serum, 2,5 pug/ml
blastisidin ile desteklenmis Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)

besiyerinde Uretilmistir.
3.3.2. Dondurulmus Hiicrelerin Agilmasi
* -80°C’den alinan hucreler, 37°C’de sicak su banyosunda ¢ézulmugtir.

» Tup igerisindeki hicreler 15 ml'lik falkon tlpe alinir. Bu asamada nazik olmak ve

hizli davranmak onemlidir.
+ 800 rpm’de 5 dakika santrifuj gergeklestirilmistir.

» Besiyeri dikkatli sekilde uzaklastiriimigtir.
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» Falkon tupln dibine hafifge vurulmustur. Boylece hiicreler homojenize olarak

birbirinden ayriimigtir.

* Hucrelerin tzerine 2 ml besiyeri eklenmis ve hafifge pipetaj yapiimigtir.

« 1’er ml hiicre stispansiyonu iki adet 25 cm?lik hiicre kiiltir( kaplarina ekilmistir.

(Kultar kaplari icerisine 5 ml besiyeri konularak hazirlanmistir).

3.3.3. Hucrelerin Pasajlanmasi

25 cm?lik hiicre kiltiri kaplarinda bulunan konfluent hiicreler lizerinden besiyeri

uzaklastiriimigtir.

* 2,5 mltripsin ile hizlica yikama gercgeklestirilmigtir.

* Tripsin uzaklastiriimigtir.

« 2 ml tripsin eklenir ve hicrelere kalkana dek etuvde bekletilmigtir.

* Hucreler homojenize edilerek toplanmistir.

20 ul hicre, hazirlanan flaska ekilir.

3.3.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hucreler tripsinize edilerek (genel prosedur ile) 15 ml falkon tlptne toplanmistir.

« Tripsinizasyonun etkisi, es miktarda besiyeri ile durdurulmustur.

+ 1000 rpm’'de 5 dakika gerceklestirilen santrifiij ile htcreler ¢oktlrilmustar.
Santrifij sonrasi besiyeri ve tripsin uzaklastiriimistir.

* Hucre peleti dondurma besiyerinde stspanse edilip 3 ml'lik kriyotlplere 1 ml

olarak paylastiriimistir.

— Dondurma besiyeri igerigi agagidaki gibidir.
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« 5mlIDMSO
* 35 ml DMEM
« 10 ml DBS karigtirilarak hazirlanmig ve filtrasyon ile steril edilmistir.

3.3.5. Yabanil Tip ve Mutant AQP2 Dizilerini igeren ifade Vektorlerinin MDCK

Hiicrelerine Stabil Transfeksiyon Protokolli

Transfeksiyonun gergeklestiriimesinde kullanilacak bilesenlerin miktarlarina iligkin

bilgiler Sekil 3.7°de verilmigtir.

Kuyu| Pogtd (ngj FRTvektdr (ng)|  DNA(ug)| pOGA4 (ul) |FRT vekttr (wl)| Besiyeri (ul) Lipofectamin (ul) Besiveri(ul) Total ()  Kullanilan FRT vektor tipi (0.1 pg/ul)
1 1000 3000 4 10,0 30,00 10,0 4 46 100/ AQP2-WT, A45T, R85X, AL47T vektorleri
2 2000 2000 4 200 20,00 10,0 4 4f 100 AQP2-WT, A45T, R85X, AL47T vektrleri
3 3000 1000 4 300 10,00 10,0 4 16 100/ AQP2-WT, A45T, R85X, AL47T vektdrleri
4 0 0 0 0,0 0,00 500 4 1g 100 negatif kontrol
5 1000 3000 4 10,0 30,00 10,0 8 ) 100/ AQP2-WT, A45T, R85X, AL47T vektdrleri
b 2000 2000 4 200 20,00 10,0 3 [ 100/ AQP2-WT, A45T, R85X, AL47T vektorleri
7 3000 1000 4 300 10,00 10,0 8 ) 100/ AQP2-WT, A45T, R85X, AL47T vektdrleri
8 0 0 0 0,0 0,00 500 8 ] 100 negatif kontrol
9 1000 3000 4 10,0 30,00 10,0 12 B 100/ AQP2-WT, A45T, R85X, AL47T vektdrleri

10 2000 2000 4 200 20,00 10,0 12 B 100/ AQP2-WT, A45T, R85X, AL47T vektorleri
| 3000 1000 4 300 10,00 10,0 12 B 100/ AQP2-WT, A45T, R85X, AL47T vektdrleri
12 0 0 0 0,0 0,00 500 12 EHy 100 negatif kontrol

Sekil 3.7. Stabil transfeksiyon protokolu

Transfeksiyon Kosullarinin Olusturulmasi

A. Hiicrelerin ekimi

Hucreler 24-well platelere 90.000 hicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir.

B. Kullanilacak Plazmid DNA’larin Hazirlanmasi

Transfeksiyonda kullanilacak olan plazmid DNA’lar i¢in konsantrasyon 0.1 g/l
olarak belirlenmis ve tim DNA’lar kullanilacak hacimlerde bu konsantrasyona
esitlenmistir (Cizelge 3.8) (Sekil 3.7).
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Cizelge 3.8. Transfeksiyonda kullanilacak plazmid DNA’larinin hazirlanma

protokolUu
Stok DNA Alinacak Stok Niikleaz-free su
konsantrasyonu |\ x"miktari (ul) | miktar (ul)
(ng/pl)
V'i’,‘ﬁ"l':zsr; ﬁ;T—AQPZ' 0,632 28,47 151,3
KISDTNS?Z ':-‘;Z;AQPZ' 0,239 75,5 104,85
I{JBCSDXNS?Z Fn'fiL;AQPZ' 0,670 26,86 153,14
:1"‘?7'1‘:‘05'; Fz'fnTianPZ' 0,519 34,68 145,32
pogd4** 0,239 301.25 418,75

*4180 pl 0.1 pg/pl
** 720 pl 0.1 pg/ul

C.Pog44-FRT-Besiyeri Karisiminin Hazirlanmasi

pog44:pcDNA5S/FRT_AQP2 (yabanil tip, A45T, R85X ve A147T) plazmid oranlari,
1:3, 2:2, 3:1 olacak sekilde ayarlanmistir. Reaksiyonlar Sekil 3.7'de yer alan

transfeksiyon protokolliine uygun sekilde hazirlanmistir.

D. Lipofektamin-Besiyeri Karigiminin Hazirlanmasi

Lipofektamin:Besiyeri oranlari, 4:46, 8:12, 12:38 olacak sekilde transfeksiyon icin

gereken hacim hesaplanarak ayarlanmistir (Cizelge 3.9) (Sekil 3.7).
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Cizelge 3.9. Lipofektamin-Besiyeri karisiminin hazirlanma protokolu*

Lipofektamin:Besiyeri Lipofektamin (ul) Besiyeri (ul)
Orani
4:46 60 690
8:12 120 630
12:38 180 570
*Hesaplamalar 750 pl igin verilmigtir.

Karisimlar hazirlanmis ve 5 dakika oda sicakhginda bekletilmigtir.

+ Karisim halindeki DNA ile Lipofektamin-Besiyeri karisimi karistiriimis ve 20
dakika oda isisinda inklibe edilmistir. Transfeksiyon islemi 6ncesi hucrelerin

ortami serumsuz besiyeri ile degistirilmigtir.

* Pog44+FRT+Besiyeri ve Lipofektamin-Besiyeri karisimi hucreler Uzerine

homojen olarak dagitilarak eklenmisgtir.

» 5 saat sonra ortamdaki besiyeri, DMEM + %10 DBS besiyeri ile degistirilmistir.

» 24 saat sonra, her well 500 pl tripsin ile muamele edilerek icerisinde 3 ml DMEM

+ %10 DBS besiyeri olan 6 well platelere aktariimistir.

» 8 saat sonra (transfeksiyon sonrasi toplam slre 32 saattir) besiyerleri 2 ml segici
besiyeri ile degistirilir. Stabil transfekte hlcrelerin, non-transfekte hicrelerden
farkli olarak ikinci bir antibiyotik (Hygromisin Invitrogen®) seleksiyonuna direng

kazandigi bilinmektedir.

» Segici besiyerinin hazirlanigi

+ 50 ml DMEM + %10 DBS besiyeri

++ 50 pl Blastisidin Invitrogen® (5 pg/ml olacak sekilde)

++ 500 pl Hygromisin Invitrogen® (500 ug/ml olacak sekilde)
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E. Hucrelerin Secici Besiyeri ile Seleksiyonu

— Hucrelerin durumlari mikroskop ile kontrol edilerek besiyeri degisimine karar

verilmigtir.

— Hucrelerin tutunmaya basladigl kuyucuklarda selektif besiyeri ile secime devam

edilmistir.

— llgili kuyulardaki biiyimekte olan hiicreler, 25 cm? hiicre Kkiiltir kaplarina
aktanimigtir. Hucreler beslenerek konfluent hale getirilmig, ilgili flasklar icin

pasajlama yapilimistir.

iki pasajlama isleminin ardindan hiicreler dondurularak -80°C’de saklanmistir.

3.4. Forskolin Uygulamasi

Yabanil ve mutant tip MDCK hucrelerine forskolin (Sigma®) uygulamasi igin izlenen
protokol asagida verilmistir. Forskolin anti-hipertansif, pozitif inotropik ve adenil
siklaz aktivasyon 6zelliklerine sahip bir diterpenoiddir. Biyolojik etkilerinin birgcogu,
adenil siklazin aktivasyonundan ve hucre i¢ci cCAMP konsantrasyonunda meydana
getirdigi artistan kaynaklanmaktadir. Forskolin aracili stimilasyon, mutant AQP2
proteinlerinin hucre igi ifade farklihklarinin ortaya konmasi igin siklikla

kullaniimaktadir.

1. Yabanil ve mutant tip stabil transfekte huacreler 6-well platelere 200.000

hicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir.

2. Hucreler konfluent hale gelene dek Uretilmiglerdir.

3. Forskolin uygulama (saf besiyeri:forskolin;1000:1) ve kontrol karigimi (saf
besiyeri:DMSO; 1000:1) hazirlanmigtir.

4. Besiyeri uzaklastirildiktan sonra hucreler, hazirlanan uygulama ve kontrol

karigimlari ile 30 dakika boyunca inktbe edilmigtir.
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5. inkiibasyon siiresi sonunda hicreler (i¢ kez 1X PBS ile yikanmistir.

6. Hicreler Uzerine 1X sample buffer eklenerek toplanmig, elde edilen érnekler

sonikasyon yapilarak deney surecine kadar -20°C’de saklanmistir.

4X Sample buffer (pH= 6.8, 100 ml ddH20)*

Sigma (7-9) 3.03¢g
Gliserol 40.0 ml
SDS 12 g

Bromofenolblue 24 mg

*1X Sample buffer 60 mg/ml DTT igerecek sekilde hazirlanmistir.

3.5. Deglikozilasyon Deneyleri

Calisma kapsaminda, stabil yabanil tip ve mutant MDCK hicre hatlarindan elde
edilen protein lizatlari ile mutant proteinlerin hicre i¢i olgunlagsma surecindeki
farkhliklarin tespiti icin Endo H (NEB®) ve PNGase F (NEB®) enzimleri kullanilarak,
deglikozilasyon deneyleri yapilmistir. Kullanilan enzimlerden, Endo H yuksek
mannoz (ve N-bagh glikoproteinlerin bazi hibrit oligosakkaritleri) gruplarinin ayrimini

yaparken, PNGase F, asparajine bagl N-glikanlarin tamamini ayirmaktadir.

Bu amacla uygulanan protokol asagida verilmigtir.

1. Yabanil ve mutant tip stabil transfekte huacreler 6-well platelere 200.000

hicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir.

2. Konfluent hale gelen hucreler 1X PBS ile yikanmigtir.

3. Hucreler proteaz inhibitoért (leupeptin ve phephabloc) iceren 200 pl diseksiyon

tamponu ile plate yuzeyinden kazinarak ve tuplere aktariimistir.

Diseksiyon tamponu (pH= 7.2, 500 ml ddH20)

Sukroz 51.35¢g
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imidazol 0.8513 g
EDTA 0.1861 g

4. Hucreler 30 saniye homojenize edilmigtir.

5. Nuklear fraksiyon 1000 g'de, 10 dakika ve 4°C’'de santrifije edilerek

cokturulmustdar.

6. SUpernatan yeni tipe aktariimisgtir (stipernatan; plazma membrani, mitokondri,

lizozom ve ER fraksiyonu igerir).

7. Protein konsantrasyonlari Quawell Q5000 UV Spektrofotometre (Quawell

Technology, Inc) ile élgulmustar.

8. Konsantrasyonlari belirlenen proteinler; Endo H (NEB®) ve PNGase F (NEB®)

enzimleri ile kesime ugratiimigtir.

9. Reaksiyonlar kesim gergeklestiriimeyen kontrollerle birlikte immunblot sisteminde

degerlendirilerek analiz edilmistir.

Endo H (NEB®) Protokoli

Reaksiyon asagida belirtildigi sekilde gerceklestirilecektir.

1-20 ug glikoprotein, 1 pl 10X Glikoprotein Denatirasyon Tamponu ve H20
(gerekli ise) eklenerek toplam reaksiyon hacmi 10 ul olacak sekilde ayarlanmistir.

e Glikoprotein denatirasyonu, 100°C'de 10 dakika 1s1 reaksiyonu ile

gerceklestirilmigstir.

e Toplam reaksiyon hacmi 20 pul olacak sekilde, 2 pl GlikoBuffer 3 (10X), H20 ve
1,5 yl Endo H (NEB®) eklenmistir.

e Reaksiyon karigsimi 37°C’de 1 saat inkibasyona birakilmistir.
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PNGase F Kesim (NEB®) Protokolii

Reaksiyon agagida belirtildigi sekilde gergeklestirilmigtir.

1-20 pg glikoproteine, 1 pl 10X Glikoprotein Denattirasyon Tamponu ve H20

(gerekli ise) eklenerek toplam reaksiyon hacmi 10 pl olacak sekilde ayarlanmistir.

e Glikoprotein denatirasyonu 100°C'de 10 dakika 1sI reaksiyonu ile

gerceklestiriimistir.

e Denature glikoproteinler buzda tutulduktan sonra tipler spin edilmigtir.

e Toplam reaksiyon hacmi 20 ul olacak sekilde, 2 ul GlikoBuffer 2 (10X), 2 ul %10
NP-40 ve 6 pyl H20 eklenmisgtir.

¢ Reaksiyona 1 yl PNGase F (NEB®) eklenerek hafifce karistiriimistir.

Reaksiyon karigimi 37°C’de 3 saat inkibasyona birakilmigtir.

3.6. Siklohekzimid Analizi

Siklohekzimid, Streptomyces griseus tarafindan Uretilen bir antibiyotiktir.
Baslica biyolojik aktivitesi, hlcre buyumesinin durdurulmasi ve hicre olumuayle
sonuglanan, Okaryotlarda protein sentezinin translasyon duzeyinde inhibisyonu
uzerinedir.  Siklohekzimid, protein  sentezinin  kontrollu  inhibisyonunun
gerceklestirimesi  yoluyla, kisa omurli proteinlerin  yari-Omdarlerinin  tespiti
calismalarinda siklikla kullaniimaktadir. Calismamizda, mutant AQP2 proteinlerinin
yarl omurlerinin yabanil tip AQP2’den farkhliklarinin belirlenmesi amaciyla

kullanilmistir.

1. Yabanil ve mutant tip stabil transfekte htcreler 6-well platelere 200.000
hidcre/kuyu olacak sekilde ekilmigtir. Analizde uygulama ve kontrol grubu

bulunmaktadir.

2. Hucreler konfluent hale gelene dek uretilmiglerdir.
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3. Uygulama grubu hicrelerinin besiyeri 50 yM siklohekzimid (Sigma®) (DMSO
icerisinde hazirlanmistir) iceren besiyeri ile, kontrol grubu hicrelerinin besiyeri ise

ayni konsantrasyonda DMSO igeren besiyeri ile degistirilmistir.

4. Hucreler 37°C ve %5 CO:2 kosullarinda ¢esitli surelerde (24 saate kadar; 0., 4.,
8., 12. ve 24.saatler) inklbe edilmistir.

5. Belirlenen sure araliklarinin sonunda hucreler iki kez 1X PBS ylkamasinin
gergeklestiriimesinin ardindan 500 pl 1X sample buffer ile toplanmis, elde edilen

ornekler sonikasyon yapilarak deney surecine kadar -20°C’de saklanmistir.

6. immunblot analizi sonrasi protein yari émirlerinin hesaplanmasi icin her
inkibasyon suresine karsilik gelen ortalama bant yogunlugu kontrollerle normalize
edilerek, bagimsiz deneylerden elde edilen sonuglar, “Graphpad Prism 7 Software”

kullanilarak analiz edilmigtir.
3.7. immiinblot Analizi

Forskolin, Endo H (NEB®) ve PNGase F (NEB®) ve siklohekzimid uygulamalari
sonras! hucre iginden elde edilen yabanil tip ve mutant protein 6rnekleri Mini-
PROTEAN® TGX™ (Bio-Rad Laboratories, Inc) precast jelde yurutilmas, ardindan
proteinler PVDF membrana transfer edilerek isaretlenme ve goértntileme islemleri

gerceklestiriimistir. Yontemin ayrintilari agagida verilmistir.

1. Mini-PROTEAN® TGX™ (Bio-Rad Laboratories, Inc) precast jele yuklenen
protein 6rneklerinin miktari 30 pg’dir ve jel kuyucuk hacmi 30 pl'dir. Forskolin, Endo
H, PNGase F ve siklohekzimid uygulamalarindan elde edilen ve miktar dlgumleri
gerceklestirilen orneklerin jele yukleme konsantrasyonlari yukaridaki parametreler
g6z onune alinarak esitlenmistir. Siklohekzimid deneyinde tium &rneklerin aktin

kontrolleri icin jel yuklemeleri yapiimistir.
2. Ornekler 65°C’de 5 dakika boyunca denatiire edildikten sonra jele yiiklenmistir.

3. 30 dakika boyunca 200 Volt'da yarutme islemi gerceklestiriimigtir.
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4. Elektroforez sonrasi jelde yer alan proteinler Trans-Blot® Turbo™ Transfer
Sistem (Bio-Rad Laboratories, Inc) ile 7 dakika boyunca 25 V uygulanarak PVDF

membrana transfer edilmistir.

5. Transfer sonrasi membran, %5 suttozu igeren PBST (%0.05 Tween-20 iceren 1X

PBS) ile 1 saat boyunca oda sicakliginda bloke edilmistir
6. Membran, 3 kez 10 dakika araliklarla PBST ile yikanmigtir.

7. Yikama sonrasi membran poliklonal rabbit anti-AQP2 antikor (ab78230, Abcam,
%5 suttozu iceren PBST'de 1:500 dilisyonda hazirlanmistir) ile gece boyunca
4°C’de inkiibasyona birakilmistir. Siklohekzimid deneyinin kontrol jelleri monoklonal
anti-aktin antikor ile (ab 179467, Abcam, %5 suttozu iceren PBST'de 1:5000

dilisyonda hazirlanmigtir) isaretlenmigtir.
8. Muamele sonunda membran, 3 kez 10 dakika araliklarla PBST ile yikanmigtir.

9. Yikama sonrasi membran HRP isaretli ke¢i anti-tavsan IgG H&L antikor
(ab205718, Abcam, %5 suttozu iceren PBST’de 1:25000 dilisyonda hazirlanmistir)

ile 1 saat oda sicakliginda inkibasyona birakiimistir.

10. Antikorla muamele sonrasinda membran, 3 defa 10 dakika araliklarla PBST ile

yikanmigtir.

11. llgili protein bantlari, Clarity Western ECL Substrat (Bio-Rad Laboratories, Inc)
ile kemiliminesans temelli belirlenmis ve ChemiDoc™ goérintileme sistemi (Bio-

Rad Laboratories, Inc) ile gérintllenmistir.
3.8. Yabanil ve Mutant Tip Hiicrelerde immiinsitokimyasal Analiz

Mutant AQP2 proteinlerinin hicre igi trafiginin belirlenmesi igin immunsitokimyasal
analizler uygulanmigtir.

immiinsitokimya analizleri igin,
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1. Yabanil ve mutant tip stabil transfekte hicreler coverslip Gzerine 150.000 hicre
olacak sekilde ekilmis, %70-80 konfluent olduklarinda, %4 paraformaldehit iceren
1X PBS ile oda sicakhginda 10 dakika bekletilerek fikse edilmigtir.

2. Ardindan Ug kez, kisa sureli 1X PBS ile yikama iglemi gergeklestirilmistir.

3. Hucreler 10 dakika 1X PBS igerisinde hazirlanan %0.2 saponin igerisinde

permeabilize edilmigtir.
4. Ug kez, 1X PBS ile yikama islemi gerceklestirilmistir.

5. Bu islemin ardindan blokasyon agagida belirtilen ¢ozeltiler kullanilarak iki agsamali
sekilde gergeklestirilmistir. ilk asamada 30 dakika boyunca %10 DBS, %0.1 BSA ve
%0.05 saponin igeren 1X PBS uygulanmistir. ikinci asamada ise 30 dakika boyunca
%1 BSA, %0.2 balik jelatini, %0.05 saponin ve 0.05M glisin iceren 1X PBS ile oda

sicakhginda blokasyon gercgeklestirilmigtir.

6. Primer antikor ile isaretleme icin poliklonal rabbit anti-AQP2 antikor (ab78230,
Abcam, %0.5 BSA, %0.05 saponin igeren 1X PBS igerisinde, 1:25 dilusyonda

hazirlanmistir) ile 4°C’de gece boyu inkibasyon yapiimigtir.

7. Ug kez, beser dakika %0.5 BSA ve %0.05 saponin iceren 1X PBS ile oda

sicakliginda yikama yapilmigtir.

8. Sekonder antikor uygulamasi, Alexa Fluor 488-conjugated anti-rabbit 1gG
antikoru ile (1:1000) %0.5 BSA ve % 0.05 saponin iceren 1X PBS’de hazirlanmis 1

saat nemli ortamda ve oda sicakliginda inkubasyon ile gerceklestiriimistir.
10. Ug kez, Uger dakika 1X PBS ile yikama gerceklestirilmigtir.

11. Cekirdege karsit boya (counterstain) uygulamasi yapiimisg, (1:1000 1X PBS

dilusyonunda hazirlanmistir) ve 5 dakika karanhkta bekletilmistir.

12. Uc kez, Uger dakika 1X PBS ile yikama gerceklestirilmistir.
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13.  Ornekler, Glycergel Sabitleyici Medium (Dako) kullanilarak, cam lameller

uzerine tutturulup sureci takiben mikroskobik analiz gergeklestiriimistir.
3.9. Xenopus laevis Oosit ifade Sistemi Caligmalari

Bir Xenopus oositi, uygun hormonal stimulasyon altinda fertilizasyon icin yeterli hale
gelebilen olgunlagsmamis bir yumurtadir. Oositler, bag dokusu, kan damarlari ve
folikGl hucrelerini iceren yumurtalik loblari olarak adlandirilan kimeler seklinde
yetigkin disilerin karin boslugunda depolanir ve ayni disiden Ug defaya kadar cerrahi

prosedur ile ¢ikarilabilirler [129].

Oositler alti olgunlasma asamasindan gecer (I-VI); evre V ve VI oositleri en blyuk
capta olup (~ 1.2 mm c¢apinda), genellikle elektrofizyolojik ¢alismalar icin kullanilir.
Asama |V oositleri, bazen ¢ok hizli kinetige sahip iyonik akimlarin ¢alismalari igin
tercih edilir, gunku daha kugukturler ve daha iyi bir temporal kelepgeye izin verirler.
Oositler, hayvansal kutup adi verilen siyah pigmentli bir bolge ve beyaz (pigmentsiz)
bitkisel bir kutba sahip buyuk htcrelerdir [129].

Oosit plazma membrani, oosit seklinin korunmasina ve oositin manipulasyonlara
daha direngli hale getiriimesine yardimci olan bir vitellin membran ile geuvrilidir.
Vitellin membrani, kanal ve tasiyicilardan yoksun oldugu ve iyonlarin ve kuguk
molekullerin nidfuzunu saglamak icin yeterince genis bir aga sahip oldugu icin
elektrofizyolojik kayitlari etkilemez. Bununla birlikte, tek kanalli kayitlar igin, vitellin
membrani ¢ikarilir ¢inkl bu, yama pipeti ve oosit membrani arasinda yuksek
direngli yalitimin olusmasini engeller. Vitellin zarinin etrafinda, oositi dig ortamdan
ayiran bir foliktler hiicre tabakasi bulunur [Sekil 3.8.b]. Vitellin membranin tersine,
folikiler hucreler iyon kanallarini ve tasiyicilari ifade eder, birbirlerine ve ara
baglantilarla oosite elektriksel olarak baglanirlar. Bu nedenle elektrofizyolojik
kayitlar sirasinda ciddi parazit olusturabilir. Bu sebeple, s6z konusu hicre tabakasi,
kollajenaz uygulamasi ve elle soyma isleminin bir kombinasyonu ile enjeksiyondan

once ortamdan uzaklastirihr [129].

1971 yilinda Gurdon ve arkadaslari, Guney Afrikali pengeli kurbaga Xenopus

laevis'ten elde edilen oositlerin, ilgili MRNA'nin enjekte edilmesiyle sonuglanan
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hemoglobini sentezleyebildigini gostermistir [130]. Gergekten de oositler, mRNA
enjeksiyonunu takiben proteinlerin ifadesi i¢in olduk¢ga uygundur. ClnkU bunlar,
normal olarak, heterolog proteinler igin gereken ve Ozellikle normalde
fertilizasyondan sonra kullanilan enzimlerin, organellerin ve proteinlerin biriktirilmis

depolarini igerir [129].

Oositler, erken embriyogeneze, yani iribas asamasina kadar, gelisimin ilk asamalari
icin gerekli ttm RNA ve proteinler agisindan g¢ok zengindir. 4 pg ribozomal RNA
icerebilirler, bu nedenle her oosit gunde 400 ng protein sentezleyebilir. Bu nedenle

X. laevis oositleri tek huicre deneylerinde, siklikla kullaniimaktadir [131].

Dis kaynakli (ekzojen) mRNA'yi proteinlere verimli bir sekilde cevirme yeteneklerinin

yani sira, Xenopus oositleri bagka deneysel avantajlara da sahiptir. Bunlar,

o X. laevis, belirli bir alanda tutulabilen ve disuk maliyetli bir laboratuar
hayvanidir.
o Oositler kolayca toplanabilir ve blytk c¢aplari (1-1.2 mm) nedeniyle enjekte

edilebilecek kadar basittir.

o Kurbagda oositleri viicudun diginda uzun slre hayatta kalma kapasitesine

sahiptir ve tatli sudan biraz daha fazlasina ihtiya¢ duyarlar.

o Oositler, dusuk sayida i¢ kaynakli (endojen) membran tasiyici ve kanali ifade

eder; cUnku neredeyse ekzojen besinlerden bagimsizdirlar.

o Coklu alt birimler tarafindan olusturulan protein komplekslerini galismak igin
birden fazla mRNA tlrd ayni anda enjekte edilebilir. BlylUk multi-protein
kompleksleri ¢calismak icin bu durum transfekte edilmis memeli hicreleri ile yapilan

calismalara gore onemli bir avantajdir.

o Standart elektrofizyolojik teknikler kolayca uygulanabilir.

Xenopus oositleri kullanilan ilk ¢galigmalar, globin, interferon ve viral proteinler gibi
elektrofizyologlarin ¢ok az ilgi duydugu proteinlerle gerceklestiriimigtir. 1982'de
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Miledi ve arkadaslari, ilk kez Xenopus oositlerinin ¢esitli iyon kanallarinin [132, 133]
ifade edebildiklerini gostermis ve oositler hizla, kanallarin, reseptorlerin ve
tasiyicilarin elektrofizyolojik analizi igin tercih edilen bir materyal haline gelmistir.

Xenopus oositleri kullanan elektrofizyolojik ¢calismalar sunlari igerir,

o Kanal gecirgenlik ozellikleri ve farmakolojik duyarlilik analizi,

o Mutant kanal alt birimlerinin yapi-islev sorunlarini ele almak igin 6zelliklerinin
arastiriimasi,

o Kanal translasyon sonrasi modifikasyonlarin analizi, kurulum ve stokiyometri,
o Reseptorler ve ikinci haberciler ile kanal modulasyonu Gzerine ¢alisma,

o iyon kanal ve tasiyicilarini kodlayan genler icin fonksiyonel tarama.

Xenopus oositlerinde ekzojen proteinlerin ifadesi igin en yaygin yaklasim, in vitro
transkripsiyonlu tamamlayici (komplementer) RNA'y1 oosit sitoplazmasina enjekte
etmektir [Sekil 3.8.a]. ifade, cDNA'nin oosit gekirdegine enjekte edilmesiyle de
saglanabilir; ancak bu yontem cekirdegin gorsel lokalizasyonunu gerektirir ve
enjeksiyon sirasinda ¢ekirdek membranin zarar gorme riskini tagir. Bu yaklagim,
calismayi teknik agidan daha zor ve daha az verimli hale getirir. Son yillarda siklikla
kullanilan yontem gecirilecek olan yontem, tamamlayici RNA'nin (cRNA) oosit

sitoplazmasina mikroenjeksiyonunu temel alan yontemdir [129].

58



cDNA

transkripsiyon

cRNA

Hayvansal kutup

Vitellin membran

cRNA

translasyon
olgunlasma

hedefleme

Bitkisel kutup

/

Folikller tabaka
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Sekil 3.8. a. Xenopus oositlerinde ekzojen proteinlerin ifadesinin sematik
gOsterimi. b. Bir yumurtalik lobunda bulunan evre V veya VI oositinin kollajenaz
muamelesinin ardindan (2 mg/ml konsantrasyonda, oda sicakliginda 2 saat sure

ile) goérintlsu. [Yumurtalik loblari 2 saat sureyle 2,5 mg/ml kollajenaz ile muamele
edildiginde folikuler tabaka ayrilir][129]

Mutant AQP2 proteinlerine iliskin yapilan fonksiyonel ve biyokimyasal ¢alismalar
icin X. laevis oosit ifade sistemi siklikla kullaniimaktadir [7, 8, 14, 15, 106].

Tez ¢calismasi kapsaminda, yabanil ve mutant cRNA’larin enjekte edildigi oosit ifade

sisteminde;

1) Mutant AQP2 proteininin oositlerde ifade duzeylerini tespit edebilmek igin

total ve plazma membran izolasyonu,

2) Mutant AQP2 proteinlerinin su alimi Gzerine etkilerinin belirlenmesi igin su

gegirgenligi testi yapilmistir.

3.9.1. Xenopus laevis Oosit ifade Sistemi Galigmalarinda Kullanilacak Olan
Yabanil Tip ve Mutant pT7TS-AQP2 Vektorlerinin Hazirlanmasi

ifade vektorii olarak oosit ifade vektéri kullaniimistir (pT7TS). Bu amagla pT7TS
vektori ticari olarak satin  alinmig (https://www.addgene.org/17091/) ve
transformasyon ile ¢ogaltilmigtir. Yabanil ve mutant AQP2 kodlayan gen dizileri,
hicre kultird calismalarinda kullanilan pcDNAS/FRT plazmidinden, pT7TS ifade
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vektorlerine klonlama (sub-cloning) ile aktariimistir. Klonlamada kullanmak Uzere

bir ¢ift primer dizayn edilmigtir.

Elde edilen yabanil tip ve mutant AQP2 dizilerini iceren amplikonlar, pT7TS vektoru
icerisine Bglll NEB® ve Spel NEB® restriksiyon endonukleaz enzimleri kullanilarak

aktarilmis ve bakteri hiicresine transforme edilmistir.

Transformasyon sonrasi ampisilinli LB agar plaklarinda Ureyen bakteri
kolonilerinden 5 tane secilip 100 pl ampisilinli LB sivi besiyeri icerisinde 2 saat
inkibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi, bakterilerin mutant AQP2 dizisi
iceren pT7TS vektorunu tasiyip tagsimadiklarini anlamak igin koloni PZR reaksiyonu
gercgeklestiriimistir. DNA kalibi olarak 2 pl bakteri kaltura alinmisg, bakterilerdeki
vektorin AQP2 dizisini taslyip tasimadigini anlamak igin gen bdlgesinin icinde yer
alan bir primer gifti segilmigtir. PZR urtnleri %1’lik agaroz jelde yurutulerek
amplifikasyon boyutu dogrulandiktan sonra uygun bakteri kiltGrinden 2 mllik
gecelik kultur hazirlanmistir ve ertesi gun bu bakterilerden kit ile plazmid DNA’si
izole edilmis ve PZR ile tim AQP2 dizisi yukarida anlatildigi sekilde ¢ogaltiimigtir.
Klonlama sonrasi elde edilen pT7TS-yabanil tip, pT7TS-A45T, pT7TS-R85X ve

pT7TS-A147T vektorlerinin dizileri sekans reaksiyonu ile kontrol edilmigtir.

3.9.2. Xenopus laevis Oositlerine Enjeksiyonu Gerceklestirilecek Yabanil Tip

ve Mutant cRNA’larin in vitro Eldesi i¢in Yapilan Galigsmalar

3.9.2.1. Yabanil ve Mutant Tip Oosit ifade Vektérlerinin Dogrusal Hale

Getirilmesi (Linearizasyonu)

cRNA eldesinin yuksek verimlilikte olmasi igin vektorin tam olarak linearize edilmesi
gerekmektedir. Linearizasyon i¢in 10 ug plazmid DNA’sI ile kullaniimis ve kesim
reaksiyonu 200 ul hacimde gergeklestirilmistir. Bu islem igin literatlire uygun olarak

Sall enzimi kullaniimistir (Cizelge 3.10).
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Cizelge 3.10. Vektor linearizasyonu igin kullanilan bilesen miktarlari

pT7TS pT7TS pT7TS
pT(:If;‘A?'T)Z AQP2-A45T | AQP2-R85X | AQP2-A147T
gy (194,375ng/pl) | (163,5 ng/ul) | (181,76 ng/pl)
Kalip DNA (10 71 52 61 55
Mg)
Sall (20 U/pl) 1,5 1,5 1,5 1,5
Neb 3.1. Buffer 20 20 20 20
(1)
Distile su (ul) 107.5 126.5 117.5 1235

Kesim reaksiyonlari 37°C’de gece boyu inkiibasyon seklinde gerceklestirilmistir.
Reaksiyonlar 65°C’de 20 dakika tutularak isi inaktivasyonu ile durdurulmustur.
Vektor linearizasyonun kontrolu igin kesim érneklerinden 5 ul alinarak %1’lik agaroz

jele yuklenmistir.
3.9.2.2. Yabanil ve Mutant Tip Lineer Oosit ifade Vektorlerinin Piirifikasyonu
Linearizasyon sonrasi kalan hacimdeki drnekler;

1. 1/20 hacim 0.5 M EDTA,
2. 1/10 hacim 3 M Sodyum asetat,
3. 2 hacim %100 etanol ile iyice kanigtirilarak 1,5 ml'lik ependorflara aktariimis ve -

20°C’de 2 saat presipitasyona birakiimistir.
Kullanilan bilesen miktarlarinin ayrintilar Cizelge 3.11’de verilmistir.

Cizelge 3.11. Linearizasyon sonrasi purifikasyon iglemi icin kullanilan bilegsenler

Linear DNA miktari | 0.5 M EDTA 3 M Sodyum %100 Alkol

(ul) (1/20 pl) asetat (2X i)
(1/10 pl)

pT7TS-AQP2

(168.2) 8,41 16,82 336,4

pT7TS-AQP2- A45T

(161) 8,08 16,16 323,2

pT7TS-AQP2-R85X

(169) 8,45 16,9 338

pT7TS-AQP2-A147T

(167.5) 8.375 16,75 335
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4. Ardindan o6rnekler 15 dakika maksimum hizda santriflj edilerek stpernatan
uzaklastiriimistir.

5. Kalintilarin uzaklagmasi icin tupler spin edilerek iglem tekrarlanmistir.

6. Kalan pelet final konsantrasyon 0.2-0.5 pg/ul olacak sekilde nukleaz-free suda

cozulmaustar.

Elde edilen lineer vektor kaliplarinin saflik ve miktar dereceleri spektrofotometrik

olarak olgulmustar.

3.9.2.3. Yabanil ve Mutant Tip cRNA’larin Eldesi/Ekstraksiyonu

Yabanil tip ve mutant AQP2 dizilerini iceren pT7TS plazmidinin Sall enzimi ile
linearize edilmesi ile elde edilen kaliplar kullanilarak mMessage mMachine T7 kit
(Ambion, Austin Tx) ile cRNA eldesi gergeklestirilmistir. Yontemin ayrintilari agsagida

verilmigtir.

Onemli noktalar

¢ RNA polimeraz enzim karisimi ve 2x NTP/CAP ribonukleotid buzda tutulmustur.

e 10X reaksiyon tamponu igerisinde bulunan spermidin, buz Uzerinde presipite
olmasi nedeniyle tampon, reaksiyon boyunca oda isisinda tutulmustur.

e 10X reaksiyon tamponu, su ve NTP’den sonra konulmustur.

e Reaksiyonun verimliliginin test edilmesi amaciyla kit kontrol plazmidi

kullaniimistir.

Reaksiyonda kullanilan bilesenlere ait miktarlar Cizelge 3.12’de verilmigtir.
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Cizelge 3.12. cRNA eldesi igin kullanilan reaksiyon bilesen miktarlari

pT7TS- pT7TS- pT7TS-AQP2- | pT7TS-AQP2- Kontrol
AQP2 AQP2- A45T | R85X A147T
Niikleaz-free su
(ul) 3,66 3,63 4 4 4
2x NTP/CAP (ul) 15 15 10 10 10
10x reaksiyon 3 3 > 5 5
tamponu (pl)
Linear kalip DNA 534 537 2 > >
(u1)
Enzim karigimi 3 3 5 5 5
(m1)
Toplam
reaksiyon hacmi 30 30 20 20 20
(u1)

1.

Bilesenler iyice karistirilarak 37°C’de 2 saat inkUbasyona birakilmigtir.

inkiibasyon sliresi sonunda érnekler 1 yl TURBO DNase ile iyice karistiriimis

ve 37°C’de 15 dakika boyunca tekrar inktbe edilmistir.

inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyonlar 30 pl niikleaz free su ve 30 pl LiCl
presipitasyon ¢ozeltisi ile durdurulmustur. Kuvvetlice karistirilmis ve 1.5 ml'lik

ependorfa aktarilarak 1 saat -20°C’de presipite olmasi igin bekletilmistir.
Ornekler 4°C’de 15 dakika maksimum hizda santriflij edilmistir.

SlUpernatan dikkatlice uzaklastiriimig, pelet 1 ml %70’lik etanol ile yikanmig ve

baglanmamis nikleotidlerin uzaklagmasi igin yeniden santriflij edilmistir.

%70Q’lik etanol dikkatlice uzaklastiriimig, kurumasi beklenerek final RNA peleti

25 ul nukleaz-free suda ¢ozulmustar.

Konsantrasyonlari olgulen cRNA ornekleri 4 pl aliquotlar halinde -80°C’de

saklanmigtir.
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3.9.3. Xenopus laevis Oositlerinin ve ilgili Besiyerlerinin Temini

Calisilan AQP2 mutasyonlarinin fonksiyon analizlerinin gergeklestirimesinde
kullanilacak olan X. laevis evre V ve VI oositleri ve bunlarin standart besiyerleri
Ecocyte Bioscience firmasindan ticari olarak temin edilmistir (Sekil 3.9.a, Sekil
3.9.b). Ticari olarak alinan oosit besiyeri olan Standart Barth’s Cdzeltisi, %5 horse

serum ve 2.5 mM sodyum pirGvat ¢ozeltilerinin ilavesi ile modifiye edilmigtir.

50 ml oosit besiyeri icerigi

Standart Barth’s Cozeltisi 46,25 ml
Horse Serum (%100) 2,5 ml
Na Piruvat (100 mM) 1,25 ml
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Sekil 3.9. a. Xenopus laevis oositleri, b. Standart Barth’s ¢ozeltisi

3.9.4. Xenopus laevis Oositlerine Yabanil Tip ve Mutant pT7TS-AQP2

Vektorlerinden in vitro Olarak Elde Edilen cRNA’larin Enjeksiyonun Yapilmasi

Yabanil tip ve mutant pT7TS-AQP2 vektorlerinden in vitro olarak elde edilen
cRNA'larin X. laevis oositlerine enjeksiyonu, Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi
Temel Tip Bilimleri Bolumu, Biyofizik Anabilimdali’'nda Prof. Dr. Nuhan PURALI ve

ekibi tarafindan gelistirilen dizenek ile gergeklestirilmistir.
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Enjeksiyon islem basamaklari ve uygulamaya ait goérunttler Sekil 3.10’da ayrintili

olarak verilmistir.

Sekil 3.10. cRNA injeksiyon basamagina ait gortntller a. injeksiyon sisteminin
genel gorantlsu b. Injeksiyon igin kullanilan uglarin hazirlanma aparati c.
Injeksiyon uygulama anina iligkin goruntu.

Uygulanan yontem asagidaki gibidir.

1. RNAz icermeyen su ve RNA buz Uzerinde ¢dzulmustur.

2. 6-well plate’ler igerisine oositler siralanmistir (kalite kontrol igin).

3. Cekici ayar #8’de igneleri ¢ekilmistir. Her bir ignenin ucunu makasla kirpiimistir.

4. Sari bir ug ve pipet kullanarak yaklasik 15 yl mineral yag ile igne doldurulmustur.
Yagin i¢cinde hava kabarcigli olmadigindan emin olunmasi gerekmektedir. Bir petri
plagindan, ucun igine 500 nl nlikleaz-igermeyen su (digmeyi saat yonunun tersine

cevirerek “50 yonunde”), bunu takiben 4 pl RNA 6rnegi ¢ekilmistir.
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5. Oositler taze Barth’s ¢Ozeltisi igerisinde 1zgarali bir petri plagina yerlestirilmistir.
Olasi hava kabarciklarini ¢ikarmak igin plagin disina 50 nl cikarilmisgtir. Isik
tarafinda veya igsik/karanlik arayuzinde, her oosite 50 nl* (saat yonunde, pipet
uzerinde “5 yonunde”) ilgili cRNA dilusyonundan enjekte edilmistir. 6-well plate’e

geri donulmustar ve oositler 18°C’de inkibe edilmigtir.

*Enjekte edilecek cRNA konsantrasyonlari 50 nl enjeksiyon hacmi i¢in yabanil tip

icin 1 ng, mutantlar igin ise 10 ng olarak belirlenmigtir.

6. Barth’s ¢oOzeltisi degistiriimis ve analize kadar gunlik olarak hatali oositler

cikariimigtir.

3.9.5. immiinblot Analizleri/Xenopus laevis Oositlerinden Total ve Plazma
Membranlarinin izole Edilerek, Yabanil ve Mutant Protein Miktarlarinin

Karsilastiriimasi

Total membran izolasyonu

1. Yabanil tip ve mutant cRNA enjeksiyonu yapilan 5 oosit 1 ml 1X PBS igerisinde
(PMSF destekli) ezilmistir. Ornekler 250 g’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

Bu sekilde yolk proteinleri uzaklagtiriimistir.
2. Debris atilmistir.
3. Slupernatan 20000 g’de 4°C’de 20 dakika santrifiij edilmistir.

4. Elde edilen pellet membrandir ve 10 ul 1X PBS’te ¢6zilmius (2 ul/oosit) ve
ornekler -20°C’de saklanmistir. Uygulamaya ait goruntluler asagida verilmigtir
(Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. a. Total membran izolasyonu uygulamalari i¢in ¢alisma alani, b. Yolk
proteinlerini iceren debris, c. Total membran fraksiyonunu iceren lizat

Plazma membran izolasyonu

1. Yabanil tip ve mutant cRNA enjeksiyonu yapilan 40’ar oosit MES-buffered salin

ile yitkanmigtir.

MBSS tamponu, pH 6.0

80 mM NaCl

20 mM MES

Oositler 10 dakika oda sicakliginda MBSS+%0.005 Subtisilin A ¢dzeltisinde
bekletilmigtir.

Bu agsama vitellin membranin uzaklasmasi igin ajitasyon evresidir.

2. Oositler 4°C’de %1 ludox g¢ozeltisinde bekletilmistir.

3. Arada MBSS yikamasi gercgeklestirilmistir.

4. Oositler 4°C’de %0.1 poliakrilik asit ¢ozeltisinde bekletilmigtir.
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5. Arada MBSS yikamasi gercgeklestirilmistir.

6. Oositler 0.5 ml soguk HbA ile homojenize edilmistir (P-200 pipeti ile yaklasik 15
kez pipetaj yapilarak, partikiller goruinmeyene dek isleme devam edilmigtir). Bu
islem, daha sonraki santrifij adimlarinda gorulebilen vitellin membranlara

baglanmis genis plazma zarlarinin bulundugu homojen bir ¢cozelti Uretir.

Hb A cozeltisi, pH 7.4

5 mM MgCl2

5 mM Naz2HPO4
1 mM EDTA

80 mM sukroz
20 mM Tris

7. Homojenat HbA ile 1,5 ml'ye tamamlanmigtir.

8. 16 g 30 saniye 4°C’de santrifuj edilmigtir.

9. Sdpernatan uzaklastiriimig, 75-100 ul ¢ozelti asagida birakilmistir (Bu kisim
plazma membranini icermektedir).

10. Lizat 1 ml soguk HbA ile seyreltilmistir.

11. Tekrar santriftj edilmistir (Stpernatan atilir).

12. Taze HDbA ile degistirilir, plazma membrani gériinene dek calkalanir.

13. 25 g 30 saniye 4°C’de santriflij edilmistir.

14. SiUpernatan atilmig, 1 ml HbA eklenmisgtir.

15. 35 g 30 saniye 4°C’de santriflij edilmistir.

16. Supernatan atiimig, 1 ml HbA eklenmisgtir.

17. 16000 g 20 dakika santrifuj edilmigtir.

18. Pelet 10 yl HbA’da ¢ozulmustar.

Uygulamaya ait gortntuler asagida verilmigstir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Plazma membran izolasyonu uygulama basamaklari
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immiinblot analizi

Enjekte oositlerin total ve plazma membran izolasyonlarindan elde edilen hicre igi
yabanil tip ve mutant protein ornekleri Mini-PROTEAN® TGX™ (Bio-Rad
Laboratories, Inc) precast jelde yurutulmus, ardindan proteinler PVDF membrana

transfer edilerek isaretlenme ve goéruntileme islemleri gergeklestiriimistir.

3.9.6. Su Gegirgenlik Testinin Uygulanmasi

Yabanil tip ve mutant cRNA'larin injekte edildigi oositlere su gecirgenlik testleri
Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Temel Tip Bilimleri Bolumi, Biyofizik
Anabilimdali’nda, Prof. Dr. Nuhan PURALI'nin laboratuarinda, ortak calisma ile

olusturdugumuz sistemle gergeklestiriimistir.

Enjeksiyondan 24 saat sonra su gegirgenligi testi uygulanacak oositlerin vitellin
membranlari uzaklastirilmig ve su gecirgenlik testi uygulanmigtir. Bunun igin

gereken bilesenlere iligkin ayrintilar agagida verilmistir.

Vitellin membranin uzaklastiriimasinda kullanilacak ¢cozeltilerin hazirlanmasi

0.05 mg/ml proteaz (Tip-VIIl) hazirlanmigtir. Bu ¢ozeltinin 4-5 dakikalik uygulamasi
ile vitelin membran ayrilmis, ardindan oositler bath (yilkama) ¢dzeltisine transfer

edilerek ve enzim aktivitesi durdurulmustur.

Osmotik gradient icin hipotonik ve izotonik cozeltilerin hazirlanmasi

Osmotik gradient oosit besiyeri olan Barth’s ¢ozeltisinin 200 mosmol/kgH20 ve 2
mosmol/kgH20 degerlerine sahip c¢ozeltileri ile gergeklestiriimigtir. Cozeltilerin

osmolalite degerlerinin kontroli osmometre ile gerceklestirilmigtir.

Su gecirgenlik testi baslatiimadan 6nce, oositler 15-30 dakika izotonik ¢ézeltide (200
mOsm) bekletiimis, ardindan sisteme hipotonik ¢oézelti (2 mOsm) gegisi
saglanmistir. Sistem ticari olarak satin alinan bir perfizyon ¢emberinin modifiye

edilmesi ile olusturulmustur. Sistemin ayrintilar Sekil 3.13’te verilmigtir.
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Sekil 3.13. Su gegirgenligi test sisteminin bilesenleri a. Ticari olarak satin alinan
perfuzyon ¢emberi b. Modifiye perflzyon gemberi c. Sistemin genel goruntisu.

Yabanil tip ve mutant cRNA’lari igeren oositlerde olusturulan osmotik gradient
yardimi ile hacimsel farkliliklari belirlemek amaciyla 1 dakika video kaydi alinmistir.
Videolardan sure baslangici ve slre sonu fotograf kareleri ayrilarak, elde edilen

goruntuler Image J 1.51p programi ile analiz edilmigtir.

Degisen oosit hacmi ¢ekilen fotograflarin cross-sectional alanlarindan,

(A/Ao) = VIVo formull ile hesaplanmistir. Ardindan ¢ikan fark yabanil tip oosit i¢in %
100 kabul edilerek goreceli degisim hacmi belirlenmistir.

A : sisme sonrasi ylzey alani

Ao: baslangic yuzey alani

V : sisme sonrasi hacim

Vo : baslangi¢ hacim
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Hiicre Kiiltirii Galismalarinda Kullanilacak Mutant AQP2 igeren ifade

Vektorlerinin Site-Directed Mutagenez Yontemi ile Hazirlanmasi
4.1.1. AQP2 Geni Tasiyan ifade Vektérii izolasyonu

Ticari olarak temin edilen pcDNA5S/FRT_AQP2 plazmidinin retransformasyonu

sonucu elde edilen plak goruntisu Sekil 4.1.de verilmistir.

Sekil 4.1. pcDNA5/FRT_AQP2 plazmidinin retransformasyon sonrasi plak
goruntusu

Tek bir koloniden elde edilen bakteri kultiriunden izole edilen plazmid DNA’sIinin

agaroz jel goruntisu Sekil 4.2.de verilmistir.

Sekil 4.2. pcDNA5/FRT_AQP2 plazmidinin %1’lik agaroz jel géruntusu
[1: marker, 2: pcDNA5/FRT_AQP2 vektorl (6135 bp)]
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4.1.2. Yabanil AQP2 cDNA Dizisinde Site-Directed Mutagenez ile Calisilacak
Olan Mutasyonlarin Olusturulmasi, Olusturulan Dizilerin ifade Vektérlerine

Aktariimasi ve Dogrulanmasi

AQP2 geninde ilgili mutant nukleotidi iceren ve birlestirme reaksiyonunda
kullanilacak olan kisa PZR Urdnlerinin (PZR Grint 1 ve PZR Grinu 2) %1’lik agaroz

jeldeki goruntusu Sekil 4.3.’te verilmigtir.

Marker A4S5T AA4ST R85X R8SX Marker
Fon Pcrl Per 2

Sekil 4.3. AQP2 geni A45T, R85X ve A147T mutasyonlarina iligkin kisa PZR
artnlerinin %1’lik agaroz jelde gdsterimi

(a. pcDNAS/FRT_AQP2_dis forward + A45T R: 314 bp, pcDNA5/FRT_AQP2_dis reverse
+ A45T F: 826 bp; b. pcDNA5/FRT_AQP2 _dig forward + R85XR: 436 bp,
pcDNAS/FRT_AQP2_dis reverse + R85X F: 705 bp; c. pcDNA5/FRT_AQP2_dis forward
+ A147T R: 619 bp, pcDNA5S/FRT_AQP2_dis reverse + A147T F: 520 bp).

ilgili mutant niikleotidi iceren AQP2 gen bélgesinin tamamini olusturmak igin, her iki
PZR Urinunun kalip olarak kullanildigi reaksiyon sonucu elde edilen PZR

artnlerinin %1’lik agaroz jel gorunttsu Sekil 4.4’te verilmigtir.

73



Marker A45T R85X Al147T

Sekil 4.4. AQP2 geni A45T, R85X ve A147T mutantlarina iliskin fusion PZR
artnlerinin %1’lik agaroz jelde gdsterimi (PZR Urin boyutu 1140 bp’dir).
Elde edilen mutant AQP2 dizilerin pcDNAS/FRT_AQP2 vektor igerisine restriksiyon
endonukleaz enzimleri kullanilarak aktariimasina iliskin kesim sonuglari Sekil 4.5.'te
verilmistir.

il vektdr) mutant mutant mutant
leri kesim kesim kesim

Sekil 4.5. pcDNAS/FRT_AQP2 vektora ve A45T, R85X ve A147T fusion
PZR’larinin Xhol ve Hindlll ile kesimleri sonucu agaroz jel goruntusu

(Kirmizi ok ile gdsterilen bantlar jelden purifiye edilerek ligasyon ile birlestirilmigtir).

AQP2 gen dizisinde A45T, R85X ve A147T mutasyonlarini iceren plazmid
DNA’larinin sekanslanmasi ile elde edilen kromatogram goruntuleri Sekil 4.6, 4.7 ve

4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.6. A45T mutasyon Orneginin kromatogram goérunttsu (Ust dizi. yabanil tip
AQP?2 dizisi, alt kromatogram. A45T mutasyonunu iceren AQP2 dizisindeki GCC---
ACC donltgsimi)

€I 66 TG 66 CI 6CCACGTOCTOCEG TTTCTOC C|cf A6CCce&ccTTTCTARCGTITG 6 CTIGCCCA c T

Sekil 4.7. R85X mutasyon 6rneginin kromatogram goruntusu (Ust dizi. yabanil tip
AQP2 dizisi, alt kromatogram. R85X mutasyonunu iceren AQP2 dizisindeki CGA---
TGA doénusumi)
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Sekil 4.8. A147T mutasyon orneginin kromatogram gorunttsua (ust dizi yabanil tip
AQP?2 dizisi, alt kromatogram. A147T mutasyonunu iceren AQP2 dizisindeki GCC-
--ACC doéndsumu)

4.2. MDCK Hiicre Hatti ile Gergeklestirilen Hiicre Kiiltiirii Calismalarina iligkin
Sonuglar

4.2.1. Stabil Transfeksiyon Protokolii Uygulanarak Elde Edilen Hiicre Hatlarina
iliskin Gériintiiler

iIgiIi goruntuler Sekil 4.9, 4.10, 4.11 ve 4.12'de verilmistir.

Sekil 4.9. pcDNAS/FRT_AQP2-WT plazmidi ile ko-transfekte edilen MDCK
hicrelerinin konfluent goérunttsi (Olgek gubugu:100 um)
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Sekil 4.10. pcDNAS/FRT_AQP2-A45T plazmidi ile ko-transfekte edilen MDCK
hdcrelerinin konfluent goérunttsa (Olgek gubugu:100 pm)

Sekil 4.11. pcDNAS/FRT_AQP2-R85X plazmidi ile ko-transfekte edilen MDCK
hdcrelerinin konfluent gorunttsi (Olgek gubugu:100 pm)

Sekil 4.12. pcDNAS/FRT_AQP2-A147T plazmidi ile ko-transfekte edilen MDCK
hicrelerinin konfluent goérunttsi (Olgek gubugu:100 um)
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4.2.2. Yabanil ve mutant AQP2 protein ifadelerinin, stabil MDCK hiicre hatti ve
Xenopus laevis ifade sisteminde imminblot analiz sonuglarinin

degerlendirilmesinde 6n bilgi

Literatur bilgileri, diger glikozile membran proteinleri gibi AQP2 proteininin de ER'de
sentez edilerek katlanma gegcirdigini ve bu lokalizasyonda homotetramer hale
getirildigini isaret etmektedir. Ek olarak, bu organelde, yuksek mannozlu seker
gruplari, AQP2'nin bir N-glikozilasyon konsensus siti olan Asn123'Une baglanir.
Plazma membranina ilerlerken, yuksek mannozlu seker gruplarn Golgi
kompleksinde ¢ikarilir, daha sonra bu AQP2 molekilleri kompleks glikozile edilir.
Diger AQP'lere benzer sekilde, fakat ¢codu glikozile proteinin aksine, bir AQP2
tetrameri icinde sadece bir veya iki monomer glikozile edilir. Kompleks glikozile
AQP2 molekuler agirhigi 40 ila 45 kDA arasindadir; bu AQP2 formlari bu nedenle
sadece yUksek miktarlarda ylkleme yapildiginda immunblotlarda tespit edilir [7, 8,
14].

ER'de uygun sekilde katlanmayan proteinlerin, molekuler saperonlar olarak
adlandirilan ER katlanma proteinleri ile olan uzamig etkilesim surelerine sahip
oldugu disunulmektedir. Bu sekilde, yanhs katlanmigs AQP2 mutantlari, wt-AQP2
icin karakterize deglikozile edilmis 29-kDA formuna ek olarak, immunblot Gzerinde
32 kDA'lIk yuksek mannozlu glikozile proteinler seklinde tespit edilmektedir [7, 8,
14].

Mutant proteinlere dair elde edilen paternler bu bilgiler 1s1ginda degerlendirilmigtir.

4.2.3. Forskolin Uygulamasi Sonuglari

Forskolin uygulamasi ardindan elde edilen immunblot analizleri sonucunda yabanil
tip (Wt)-AQP2, A45T-AQP2 ve A147T-AQP2 mutant proteinlerinin monomerik halde
bulunan yaklasik 29 kDA agirhiginda olan (glikolize olmayan form) bant paternine
sahip oldugu gozlenmistir. Ayrica A45T-AQP2 mutant proteininin karakteristik 32
kDA bandi (yUksek mannoz tasiyan form) tagidigi gosterilmistir. R85X-AQP2 mutant
proteini yaklasik 9 kDA agirliga sahiptir, ilgili protein jelde tespit edilememistir.

Forskolin uygulamasi immunblot analiz sonuglari Sekil 4.13’te verilmigtir.
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Sekil 4.13. Forskolin uygulamasi immunblot analiz sonuglari, (+) forskolin
uygulamasi yapilan hicrelerin protein lizatlarinin ytikleme alanlarini, (-) uygulama
yapilmamis hicrelerin protein lizatlarinin yukleme alanlarini géstermektedir.

4.2.3.1. Forskolin Uygulama Sonuglarinin Degerlendirilmesi

AQP2 proteininin  hazir durumda bulundugu hicre igi veziklllerden apikal
membrana tasinmasi icin Ser256 fosforilasyonu gereklidir [47]. Forskolin,
fosforilasyon mekanizmasini tetikleyecek yolakta aktivator olarak islev gormektedir
[15]. Yapilan calismada forskolin uygulanan ve uygulama yapilmayan (kontrol)
gruplarinda protein ifade paternleri agisindan degisiklik goralmemigtir, forskolinin
aktivasyon mekanizmasi ve hucrelerden total protein izolasyonu gerceklestirildigi

g6z 6nune alindiginda farklik bulunmamasi normaldir.

Uygulama sonrasinda elde edilen protein lizatlari kullanilarak gerceklestirilen
immunblot analizlerinde, stabil transfekte mutant A45T-AQP2-MDCK hucrelerinin
yabanil tipten farkli ekspresyon paterni gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.13). Bu
mutant igcin tespit edilen 32 kDA karakterize bant, mutant proteinin ER’'de
tutuklandigini  isaret etmektedir. Mutant A147T-AQP2-MDCK hicrelerinin
immuanblot analizinde gorulen 29 kDA’luk bant, literatirde mutasyona iligkin
gerceklestirilen ¢calismalari destekler sekilde [13, 105], mutant proteinin yabanil tipe
benzer ekspresyona sahip oldugunu gostermigtir. RB5X-AQP2-MDCK hucrelerinin
tasidigr mutasyon 85. kodonda yer alan bir stop mutasyonudur ve olusan protein
yaklasik olarak 9 kDA agirliga sahip oldugu dustnutlmektedir. Bu hicrelerden elde

edilen lizatlarda mutant AQP2 protein ifadesinin, proteinin distik molekuler agirhgi
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ya da antikorun baglanma etkinliginin farkhligi nedeniyle tespit edilemedigi

dusunulmaustar.

4.2.4. Deglikozilasyon Deney Sonuglari

Mutant proteinlerin hdcre igi olgunlagsma surecinin karakterizasyonunu belirlemek
icin proteinler, Endo H ve PNGase F enzimleri ile kesime ugratiimis ve kesim
gerceklestiriimeyen kontrol érnekleri ile birlikte immunblot analizi uygulanmistir.
Analize iligkin jel goruntisu Sekil 4.14’te verilmigtir. A45T-AQP2 mutant protein
bandinin her iki enzim muamelesiyle proteinin glikolize (ylksek mannoz) formundan
(32 kDA), dglikolize olmayan (29 kDA) form hizasina geldigi gorulmektedir.
Glikozilasyon icermedigi dusinulen wt-AQP2 ve A147T-AQP2 mutant proteinin ise

herhangi bir degisim gostermedigi belirlenmistir.

ENDO H

wt-AQP2 A45T-AQP2 R85X-AQP2 A147T-AQP2
+ = + c + = +

32 kDA- —
" a

PNAGase F
wt-AQP2 A45T-AQP2 R85X-AQP2 A147T-AQP2

+ - + = + = +

32 kDA- ~

b

Sekil 4.14. a. Endo H deneyi immunblot analiz sonuglari, (-) Endo H uygulamasi
yapilmamis kontrol proteinlerini, (+) Endo H uygulamasi yapilmig proteinleri
gOstermektedir. b. PNGase F deneyi immunblot analiz sonuglari, (-) PNGase F
uygulamasi yapilmamis kontrol proteinlerini, (+) PNGase F uygulamasi yapiimis
proteinleri gostermektedir.

4.2.4.1. Deglikozilasyon Deney Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Calismamizda, stabil yabanil tip ve mutant MDCK hucre hatlarindan elde edilen

protein lizatlan ile Endo H ve PNGase F enzimleri kullanilarak deglikozilasyon
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deneyleri yapilmistir. Kullanilan enzimlerden, Endo H yliksek mannoz (ve N-bagli
glikoproteinlerin bazi hibrit oligosakkaritleri) gruplarina ayrim yaparken, PNGase F,

asparajine bagh N-glikanlarin tamamini ayirmaktadir [7].

Immunblot sonuglarinda, wt-AQP2 ve A147T-AQP2 igin uygulama 6ncesi ve
sonrasi bant paterninin degismeyerek 29 kDA’da kaldidi gosterilmistir (Sekil 4.14.a,
Sekil 4.14.b). Mutant A45T-AQP2 proteininin bant paterni ise, Endo H ve PNGase
F uygulamasi sonrasi 32 kDA’dan 29 kDA'ya inerek degisiklik gostermistir. Elde
edilen sonuglar A45T-AQP2 mutant proteininin ER’de tutuklanma sureci gecirdigini
desteklemektedir. Yiksek mannozlu seker kisimlarini spesifik olarak ortadan
kaldiran Endo H ya da PNGase F ile ayrim icin 32 kDA bantlarin hassasiyeti, bu
AQP2 formlarinin ER-tutuklu proteinler oldugunu kuvvetli bir sekilde gostermektedir
[9]. Aksine, hucrelerde wt-AQP2 icin oldugu gibi duzgln bir sekilde islenen proteinler
sO0z konusu oldugunda, ER’de alikonma suresi ¢ok kisadir ve bu nedenle,

immunblot analizlerinde 29 kDA bandi tespit edilir [7].
4.2.5. Siklohekzimid Analizi Sonuglari

Siklohekzimid uygulamasi yapilan hicreler ve kontrol grubu hicrelerden elde edilen
protein lizatlarindan yapilan immunblot analizleri (aktin kontrolleri ile birlikte) Sekil
4.15, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de verilmistir. A45T-AQP2 (1.18 = 0.034 saat) ve
Al147T-AQP2 (3.43 + 0.8 saat) mutant proteinlerin yari dmurlerinin wt-AQP2’ye
(4.37 £ 0.64 saat) kiyasla dnemli dlglide dustigu gozlenmistir (Sekil 4.18).

wt-AQP2
Siklohekzimid Kontrol
L 4 & 1 U 0 4 38 12 N

1 10h gy que €I 60 = G @0 oo an oy

42 kDA- d-‘.““--'

Sekil 4.15. a. Yabanil tip (wt)-hucrelerde siklohekzimid uygulamasina bagh AQP2
proteini ifadesindeki degisim b. Aktin ifade kontrol jeli
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A45T-AQP2
Siklohekzimid Kontrol
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Sekil 4.16. a. Mutant A45T-hucrelerinde siklohekzimid uygulamasina bagli AQP2
proteini ifadesindeki degisim b. Aktin ifade kontrol jeli

A4TT-AQP2

Siklohekzimid Kontrol
o 4 8 1 u 0 4 8 1 Au

20100 upEii e ~ 00 e ow

Sekil 4.17. a. Mutant A147T-hucrelerinde siklohekzimid uygulamasina bagh AQP2
proteini ifadesindeki degisim b. Aktin ifade kontrol jeli
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Sekil 4.18. Stabil tranfekte MDCK hucrelerine siklohekzimid uygulamasi sonrasi
wt-AQP2 ve A45T-AQP2, A147T-AQP2 mutant protein yari dmurlerinin
kargilastirmali olarak gosterimi
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4.2.5.1. Siklohekzimid Analizi Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

ER'nin kalite kontroll, yanhs katlanmis proteinlerde molekulin yuzeyinde acikta
kalan hidrofobik peptit elemanlari gibi bazi konformasyonel 6zelliklerini tanir ve gogu
durumda bu proteinler hizla bozulmaya ugrar, nitekim oosit ifade sisteminde
gerceklestirilen bazi galismalarda mutant AQP2 proteinlerinin daha az kararlihga

(indirgenmis yari 6mre) sahip oldugu gdsterilmistir [9, 105].

Tez galismasi kapsaminda wt-AQP2 proteininin yari dmru 4.37 £+ 0.64 saat olarak
belirlenmistir. A45T-AQP2 ve A147T-AQP2 mutant proteinlerinin, wt-AQP2
proteinine gore indirgenmis yari dmre sahip oldugu bulunmustur. A45T-AQP2
proteininin wt-AQP2’ye gbre yari dmrindeki azalma, A147T-AQP2’ye gbére daha
fazladir. A45T-AQP2 proteininin (1.18 + 0.034 saat) yarilanma omru ile oldukga
dusuk stabiliteye sahip oldugu gosterilmistir. Mutant A147T-AQP2 igin elde edilen
sonug ise (3.43 £ 0.8 saat), daha 6nce oosit ifade sisteminde gerceklestirilen bir
calismada tespit edilen, stabilitede wt-AQP2’ye gore %10 azalma seklindeki veriyi
desteklemektedir [105]. Bu mutasyon igin bir diger ¢calisma CHO hcreleri ile gegici
transfeksiyon gergeklestirilerek yapiimis ve mutant proteinin yari dmranuan yabanil

tipe oranla %50 azaldigi gosterilmigstir [13].

Bu konuda bir diger yaklagim, sureci, mutasyonlarin protein Uzerinde yerlesim
goOsterdigi  noktalar ile iliskilendirmigtir [105]. Buna goére A45T ve A147T
mutasyonlari transmembran domeynde yer almaktadir ve yanlis katlanmanin
hidrofobik bolgeleri agiga ¢ikararak, mutant proteinleri, ER’de yer alan proteazlara
acik hale getirdigi dustnutlmastur. Nitekim AQP2 proteinin hidrofilik ekstramembran
ilmeklerinde yer alan (G64R, N68S, T126M ve R187C) mutantlarinin oosit ifade
sisteminde gercgeklestirilen stabilite c¢aligmalari, bu mutant proteinlerin

stabilizasyonunda degisiklik olmadigini géstermigtir [13, 105].
4.2.6. Yabanil ve Mutant Tip Hiicrelerde immiinsitokimyasal Analiz Sonuglari

Yabanil ve mutant tip stabil transfekte hucrelerin immunsitokimyasal analizlerine

iliskin sonuglar Sekil 4.19’da verilmigtir.
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Sekil 4.19. Yabanil ve mutant tip AQP2 ekspresyonu gosteren stabil MDCK hicre
hatlarinin AQP2 isaretli konfokal mikroskop goruntuleri a. Yabanil tip, b. A45T, c.
R85X, d. A147T.

4.2.6.1. Yabanl ve Mutant Tip Hiicrelerde immiinsitokimyasal Analiz

Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Literaturde yer alan bilgiler, wt-AQP2 proteininin agirlikli olarak hucre igi
kompartmanlarda yer aldigina isaret etmistir. Nitekim c¢alismamizda wt-AQP2
proteininin stabil transfekte hicre hatlarinda immun isaretli AQP2'nin konfokal
mikroskopi analizi, wt-AQP2 igin hlcre i¢i kompartmanlarda bir nokta seklinde
belirgin bir patern ortaya ¢ikarirken, A45T mutant hicrelerinde hicre iginde daha
daginik bir isaretlenme gozlenmigtir. A147T hucrelerinde isaretlenme paterninin ise
yabanil tipe benzer sekilde belirgin nokta gérinimunde oldugu belirlenmigtir. R85X
mutant hucrelerinde ise spesifik isaretlenme gorulmemistir (Sekil 4.19).
immiinsitokimyasal analiz sonuglari, mutant proteinlerin hiicre igi trafigindeki

farkhlasmaya igaret etmigtir.
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4.3. Xenopus laevis Oosit ifade Sistemi Calismalarinda Kullanilacak Olan
Yabanil Tip ve Mutant pT7TS-AQP2 Vektorlerinin Hazirlanmasina iligkin
Sonuglar

Ticari olarak temin edilen pT7TS plazmidinin retransformasyonu sonucu elde edilen
plak goruntistu Sekil 4.20'de verilmistir. Tek bir koloniden elde edilen bakteri
kaltarinden izole edilen pT7TS plazmid DNA’sinin agaroz jel gértuntust Sekil

4.21’de verilmistir.

Sekil 4.20. pT7TS plazmidinin retransformasyon plak gorintusu

Marker pT7Ts

Sekil 4.21. pT7TS plazmidinin %1’lik agaroz jelde gosterimi (Backbone yaklasik
3000 bp)

Subcloning igin gergeklestiren PZR sonugclari Sekil 4.22’de verilmistir.
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Marker pT7TS-AQP2 pT7TS-AQP2 pT7TS-AQP2 pT7TS-AQP2
A45T R85X A147T

wt

Sekil 4.22. Bglll ve Spel ile gogaltilan amplifikasyon goéruntuleri (Ok isareti: 844
b¢’lik amplifikasyonlari isaret etmektedir)

Subcloning sonrasi elde edilen pT7TS-A45T, pT7TS-R85X ve pT7TS-Al47T
vektorlerinin sekans goruntuleri Sekil 4.23, Sekil 4.24 ve Sekil 4.25’te verilmigtir.

I I c Y 21 1
140 150

c ¢ T ¢ T 6 T G € T A € A G A T T |A

el

¢ 1T 1 1 e & &
160 170
¢c ¢ »~ T G 6 € 6 T T T 6 G € T T G 6 G T

AMWMAMA/WWM

Sekil 4.23. A45T mutasyon 6rneginin kromatogram goéruntusu (Ust dizi. yabanil tip
AQP2 dizisi, alt kromatogram. A45T mutasyonunu iceren AQP2 dizisindeki GCC---
ACC doénuasimu)
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120 130 140 150
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Sekil 4.24. R85X mutasyon 6érneginin kromatogram goéruntisu (Ust dizi. yabanil tip
AQP?2 dizisi, alt kromatogram. R85X mutasyonunu igceren AQP2 dizisindeki CGA---
TGA dénusimu)

3 3 x
150 160 170
G c T G G T G C T c T G c A T C T T C A C C T c c A c C G A T G

D

Sekil 4.25. A147T mutasyon 6rneginin kromatogram goérunttsua (Ust dizi yabanil tip
AQP?2 dizisi, alt kromatogram. A147T mutasyonunu iceren AQP2 dizisindeki GCC-
--ACC donusuimu)
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4.4. Xenopus laevis Oositlerine injeksiyonu Gergeklestirilecek Yabanil Tip ve

Mutant cRNA’larin in vitro Eldesi i¢in Yapilan Calisma Sonuglari
4.4.1. Yabanil ve Mutant Tip Oosit ifade Vektorlerinin Linearizasyon Sonuglari

Yabanil tip ve mutant AQP2 dizilerini iceren pT7TS plazmidinin Sall enzimi ile
linearize edilmesi ile elde edilen kaliplarin %1’lik agaroz jeldeki goruntusu Sekil

4.26’da verilmistir.

Marker Kesilmemis wt A45T R85X Al47T

pT7TS-AQP2 plazmid plazmid plazmid plazmid

i
I i o

Sekil 4.26. Yabanil ve mutant tip vektorlerin linearizasyon sonuglari

Elde edilen lineer vektdr kaliplarinin saflik ve miktar derecelerinin spektrofotometrik

olarak olcimleri Cizelge 4.1°de verilmigtir.

Cizelge 4.1. Yabanil ve mutant tip vektorlerin linearizasyon purifikasyonuna ait
sonugclar

Lineer vektor kaliplar A260/A280 orani Final konsantrasyon (ng/ul)
pT7TS-AQP2 1.80 187,34
pT7TS-AQP2-A45T 1.73 144,10
pT7TS-AQP2-R85X 1.77 505,1
pT7TS-AQP2-A147T 1.78 513,7

4.4.2. Yabanil ve Mutant Tip cRNA’larin Eldesi/Ekstraksiyonu

Yabanil tip ve mutant AQP2 dizilerini iceren pT7TS plazmidinin Sall enzimi ile

linearize edilmesi ile elde edilen kaliplar kullanilarak mMessage mMachine T7 kit
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(Ambion, Austin Tx) ile elde edilen cRNA’larin %1’lik agaroz jeldeki goruntusu Sekil

4.27’de verilmistir.

Marker Kontrol Kontrol WT  A45T
RNA|I RNAIl cRNA CcRNA

R85X A147T
cRNA cRNA

Sekil 4.27. Yabanil ve mutant tip cRNA 6rneklerinin %1’lik agaroz jelde goruntisu
(Kontrol cRNA; 1.8 kb transkript boyutuna sahiptir. wt cRNA; 1/10 oraninda

diluedir)

Cizelge 4.2. Yabanil ve mutant tip cRNA 6rneklerine ait sonuglar

cRNA o6rnekleri A260/A280 orani Final konsantrasyon (ng/ul)
pT7TS-AQP2 2,04 1352,12
pT7TS-AQP2-A45T 2,05 1303,33
pT7TS-AQP2-R85X 2,04 842,00
pT7TS-AQP2-A147T 2,09 1508,52
Kontrol 2,17 1224,17

4.4.3. immunblot Analiz Sonuglarn/Xenopus laevis Oositlerinden Total ve

Plazma Membranlarinin izole Edilerek, Yabanil ve Mutant Protein Miktarlarinin

Karsilagtinlmasina iligkin Veriler

Yabanil tip ve mutant cRNA'larin injekte edildigi oositlerden total ve plazma

membran izolasyonu gercgeklestirilerek elde edilen lizatlarin immunblot analizine

iliskin sonuglar Sekil 4.28 ve Sekil 4.29'da verilmistir.

Total membran izolasyonu sonucu elde edilen lizatlarin immuanblot jelinde, wt-
AQP2, A45T-AQP2 ve A147T-AQP2 mutant proteinlerinin monomerik halde
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bulunan yaklasik 29 kDA agiriginda olan (glikolize olmayan form) bant paterni
gOsterdigi tespit edilmistir. Ayrica A45T-AQP2 mutant proteininin karakteristik 32
kDA bandi (ylksek mannoz tasiyan formu) tasidigi goésterilmistir. R85X-AQP2
mutant proteini yaklagsik 9 kDA agirliga sahiptir, ilgili protein jelde tespit

edilememigtir.

Plazma membran izolasyonu sonucu elde edilen lizatlarin immdnblot jelinde,
yalnizca wt-AQP2 ve A147T-AQP2 mutant proteinlerinin monomerik halde bulunan
yaklasik 29 kDA agirhdinda olan (glikolize olmayan form) bant paterni gosterdigi
tespit edilmigtir.

Sekil 4.28. Total membran izolasyonu immunblot analiz sonuglari (A: Kontrol, B:
R85X, C: A147T, D: Marker, E: Yabanil tip (wt), F: A45T)

Sekil 4.29. Plazma membran izolasyonu immunblot analiz sonuglari (A: Kontrol, B:
R85X, C: A147T, D: Marker, E: Yabanil tip (wt), F: A45T).
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4.4.3.1. Xenopus laevis Oosit ifade Sistemi immunblot Analiz Sonuglarinin

Degerlendirilmesi

X. laevis oosit ifade sisteminde gergeklestirilen immunblot analizlerinde hiucre kultar
sisteminde elde edilen sonuglara benzer sonuglara ulasilmistir (Sekil 4.27, Sekil
4.28). wt-AQP2 ve mutant AQP2 proteinlerinin oosit total membranlarindaki ifadesi
degerlendirildiginde, mutant A45T-AQP2 proteinin, yabanil tip proteinde yer alan,
29 kDA'luk glikolize olmayan AQPZ2 bandinin yani sira, ER'de tutuklanma ile
karakterize 32 kDA'luk banda sahip oldugu, mutant A147T-AQP2 proteininin ise
onceki calismalara benzer sekilde [13, 105] yabanil tip paterni gosterdigi
gorulmastir. R85X-AQP2 proteininin ifadesinin, yukarida 6ngdrilen nedenler

dogrultusunda oosit total membraninda da tespit edilemedigi dustnulmustur.

Oosit ifade sisteminde, plazma membran izolasyonu, mutant proteinlerin membrana
hedeflenme/ulasma streglerinin belirlenmesi icin gerceklestiriimektedir. Yapilan
analizlerde 29 kDA bant ifadesi, wt-AQP2 proteinin yani sira, A147T mutantinda da
tespit edilmistir (Sekil 4.29). Bu bant, jele yuklenen toplam protein miktari (40
oositten elde edilmigstir) ayni olmasina ragmen, yabanil tipe oranla oldukg¢a siliktir;
ancak bu mutant proteininin plazma membranina kismen ulastigini géstermektedir.
A45T mutasyonunu tasiyan protein igin 29 kDA bant immunblot sisteminde yer
almamaktadir, bu durum mutant A45T-AQP2 proteinin plazma membranina
ulasamadigini gostermektedir. R85X-AQP2 proteininin ifadesi tespit edilememistir;
ancak zaten mutasyonun proteinde olusturdugu domeyn kayiplari, plazma

membranina ulasamayacagini dngormektedir.
4.4.4. Su Gegirgenlik Testine iligkin Sonuglar

Ocositlerde su gegirgenlik testinin gergeklestiriimesi igin vitellin  membranin
uzaklastirimis olmasi 6énemli bir basamaktir. Hazirlanan 0.05 mg/ml proteaz
¢Ozeltisi uygulamasi ile vitellin membranin uzaklastigi gézlenmigstir (Sekil 4.30).
Ardindan ozmotik induklenme saglanarak 1 dakika sure ile video kaydi

gerceklestiriimistir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.30. Proteaz uygulama oncesi ve sonrasi oosit fotograflari (Ok; vitellin
membrani isaret etmektedir)

oo ©
L B B ]
@

Sekil 4.31. Su gegirgenlik testi uygulanan oositin 1 dakika igerisinde gekilmis
fotograflar

Image J analizi igin video goruntuleri surelere bagl olarak ayriimig ve analize
hazirlanmistir. Analizde kullanilan goruntulere iliskin 6rnekler ve program ara yuzu
Sekil 4.32, Sekil 4.33 ve Sekil 4.34’te verilmistir.
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Sekil 4.32. Su gegirgenlik testi uygulanan iki oositin 0. ve 60.sn’deki fotograflari

Sekil 4.33. 4.31'de yer alan goruntulerin gakistiriimis hali, beyaz dairesel hat
hacimsel blyumeye isaret etmektedir

-
@

00x3600 pixels; RGB. 66MB ‘
File Edit Image Process Analyze Plugins Window

Help
O clo|~« N Alalo0 ale 4|82 | |»
la 144806 117201 73 202
Kl O

Sekil 4.34. Fotograflarin Image J programi ile analizine iliskin ara yliz

| £ Results == =] X

| File Edit Font Results
[ Tarea wean o Jwax |
|

1 133236 135446 76 198
2 138812 136194 73 198
13 120334 110391 74 203

Buna gore; calismamizda yabanil ve mutant cRNA’larin injekte edildigi oositlere, 24
saat sonra su gegirgenligi testi uygulanmigtir. Olusturulan osmotik gradient ile
oositlerin baslangi¢ ve 1 dakikalik sture sonundaki hacimsel farkliliklari belirlenmis,
wt-cRNA injekte edilen oositler igin degisim %100 kabul edilerek belirtilen sire
sonunda oositlerin goreceli hacimsel degisiklikleri hesaplanmistir. Sonuglara gore
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goreceli hacimsel degisiklik A45T-AQP2 injekte oositler icin %36, R85X-AQP2
injekte oositler igin %30.25 ve A147T-AQP2 injekte oositler icin %59.6’dir. Su injekte
kontrol oositleri igin goreceli hacim degisiklik degeri %30.3 iken, injekte edilmemis
oositler icin deger %14.7 olarak belirlenmigtir. Goreceli hacim degisimi

hesaplamasina iligskin sonuglar Sekil 4.35’te belirtiimistir.

=
~N 0 © O
o O o o

60

Goreceli hacimsel degisim (%)
= N w N a1
o o o o o o

wit A45T R85X A147T Kontrol Kontrol
Caligilan gruplar (su) (bos)

Sekil 4.35. Xenopus oositlerinde yabanil tip ve mutant AQP2 proteinlerinin goreceli
su gegirgenligi

4.4.4.1. Su Gegirgenlik Testine iliskin Sonugclarin Degerlendirilmesi

NDI'ye yol agan mutasyonlarin mekanizmalarin arastiriimasinda X. laevis oosit

sisteminde su gecirgenlik testi siklikla kullaniimaktadir [134].

Xenopus oositi, 5x10* somatik hiicreye karsilik gelecek blyik bir translasyon
kapasitesine sahiptir; bu nedenle, heterolog gen anlatimi ile ilgilenilen proteinin
yuksek ekspresyon seviyeleri elde edilebilir. Memeli hlcrelerinde gegici olarak
eksprese edilen proteinler igin iyi karakterize edildigi gibi, yuksek ekspresyon
seviyeleri, proteinin sadece dusuk seviyelerde eksprese edildiginde lokalize oldugu
organelde bir "depolama doygunluguna" yol agar, bu da diger organellerde proteinin
ortaya ¢ikmasina neden olur. Oositlerde gergeklestirilen ¢alismalarda, organel asiri
yuklenmesinin bu 6zelligi, wt-AQP2'ye kiyasla mutantlarin AQP2 proteinlerinin su
gegirgenligini belirlemek igin kullaniimigtir. Aksine, hucre ig¢in yonetilebilen bir
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seviyede, endojen olarak ifade edilen proteinler, hiicrelerin plazma membranlarinda
hi¢c tespit edilmemistir. Benzer sekilde, orta ekspresyon seviyelerinde, ER’'de
tutuklanan AQP2 mutantlari oositlerin plazma membraninda goérinmez [7]. Bu
hipotezden hareketle gergeklestirilen bazi galismalarda, memeli hicrelerinde in vitro
ya da in vivo olarak eksprese ettirilen bazi ER-tutuklu proteinlerin ER’den cikis
gOsteremedigi, ancak bunlarin oosit ifade sisteminde plazma membranina tasinarak
fonksiyonel olabilecegi gosterilmigtir. Oosit plazma membranlarindaki mutant
proteinlerin yuksek duzeylerindeki ifadeleri, indirgenmis yikim duzeyi ile
iligkilendirilmistir, cUnku oositler sicakhik duyarhligi gosterirler ve memeli hicreleri
37° C'de kiltire edilirken, oositler 18°C'de kaltarlenirler.
Ornegin, ER’de tutukluluk godsteren, Phe508 (CFTR F508) icermeyen, kistik fibrozis
transmembran iletkenlik regulatoru oositlerde klorur iletkenligi verir, ancak memeli
hicrelerinde ER'den ¢ikamaz [135], Herediter uzun QT sendromuna neden olan
HERG voltaj kapili potasyum kanalindaki mutantlar [136] ve albinizmde tirozinaz
mutantlari [137] bu duruma Ornek olarak gosterilebilir. ER’de tutuklanmasina
ragmen, yuksek cRNA konsantrasyonlari ile olusturulan yUksek ekspresyon
duzeylerinin ER’'den c¢ikigina ve plazma membranina yonlendiriimesine izin verdigi
bazi AQP2 mutantlar tespit edilmistir ve bunlarin su gegirgenligi gosterebildigi
gorulmustir. Bu sekilde etki gosteren mutasyonlar, fonksiyonel mutantlar olarak

tanimlanmaktadir [134].

Xenopus oositlerinde mutant AQP2 proteinlerinin su gegirgenligininin olmamasi ya

da ¢ok dusuk olmasi,

1) Mutant cRNA’larin oositlerdeki stabilitelerinin dusuklugu

2) Mutant AQP2 proteinlerinin oositlerdeki stabilitelerinin disuklugu

3) Mutant AQP2 proteinlerinin plazma membranina hedeflenme kusuru

4) Mutant AQP2 proteinlerinin fonksiyonel olmayan kanal olusturmalari ile iligkilidir
[105].
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Daha 6nce gergeklestirilen ¢calismalarda, mutant A147T-AQP2 proteininin su-injekte
kontrollere gore su gegirgenligi gosterdigi tespit edilmigtir. Bununla birlikte 147.
kodonda yer alan alaninin, MIP aile Uyeleri icerisinde iyi korunmus dizeyde oldugu
Al147T-AQP2 proteininin wt-AQP2’ye gore azalmis su gecirgenlik kapasitesi
gOsterdigi bildirilmistir [13, 105]. Calismamiz bu verileri destekler niteliktedir. Mutant
A45T-AQP2 ve R85X-AQP2 injekte oositler, su injekte kontrollere yakin bir hacimsel
degisiklige sahiptir. Bununla birlikte azalmig su kanali fonksiyonunun NDI'ye katkida
bulunabilecegi goz ardi edilemese de, yapilan ¢alismalar, ER’de tutuklanma ve
bunu takiben degradasyonun major oldugunu ileri surmektedir. Bu hipotez,
otozomal resesif NDI olan hastalarin idrarinda mutant AQP2 proteinlerinin yoklugu
ile desteklenir, AQP2 saglikli bireylerin idrarinda kolaylikla tespit edilir [138] [139].

A45T-AQP2 mutant proteininin gerceklestirilen immunblot analizlerinde, plazma
membranina ulagsamadidi tespit edilmistir (Sekil 4.29). Bu mutant protein, ER’de
tutuklanma ve bunu takiben degradasyon hipotezine uymaktadir (Sekil 4.13, Sekil
4.14, Sekil 4.16). Bu bilgiler 1s1ginda A45T mutasyonunun hedefleme kusuru olan
ve ayni zamanda fonksiyonel olmayan bir su kanali olusturan protein olugsumuna

neden oldugu dustnulmustur (Sekil 4.35).

R85X-AQP2 proteini, tasidi§i stop mutasyonu nedeniyle 4 transmembran domeyni
kaybeden, yaklasik 9 kDA molekiler agirhga sahip bir proteindir. immunblot
analizlerinde tespit edilememigtir (Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.28, Sekil 4.29), su
gecirgenligi testinde kontrole yakin bir degere sahiptir (Sekil 4.35), proteinin

fonksiyonel su kanali olusturamayacag@i dastnutlmustr.

A147T-AQP2 mutant proteininin literatlrdeki verileri destekler sekilde [13, 105]
yanlis hedefleme (Sekil 4.29), stabilitede dusus (Sekil 4.17) gibi o6zellikler
gostermesine ragmen kismen fonksiyonel bir su kanali oldugu dustunulmustar (Sekil
4.35).

NDI, asiri miktarda sivi tiketimi ve yuksek miktarda idrar gikarma gibi semptomlarla
karakterize edilen nadir bir hastalktir. Yetigkinlerin gogu kazaniimis NDI patolojisi
gOstermektedir; bunun yani sira hastaligin konjenital formu da bulunmaktadir.

Ozellikle konjenital formlarda tedavi gergeklesmezse, hasta normal bir sekilde
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gelisim gosteremez. Agir vakalarda beyin dehidrasyonu ve beyin o0deminin
tekrarlanan periyotlarla gergeklesmesi zihinsel gerilige neden olabilir, bu durum
NDI'nin ciddi komplikasyonu olarak degerlendirilir. Bu tlr komplikasyonlar
cogunlukla, AVPR2 ve AQP2 genlerinde yer alan, klinik teshiste gecikmeye yol

agacak de novo mutasyonlardan kaynaklanir.

X. laevis oositleri ve hicre hatlari gibi ¢ogunlukla heterolog ifade sistemleri
kullanilarak gergeklestirilien ¢calismalar, NDIl'ya neden olan AQP2 mutasyonlarinin
anahtar Ozelliklerini, protein sentezinin etkili sekilde indirgenmesi [7] [8], non-
fonksiyonel sentez (kalite kontroll/olgunlasma) ve hatali yonlendirme [7, 9, 10]
acisindan tanimlamiglardir. Bu tanimlamalar, cesitli AQP2 gen mutasyonlarinin,
oositlerde AQP2 proteininin ER'de tutuklanmasina neden oldugunu [7, 9, 10, 14, 79,
105, 106]; ancak bazi AQP2 mutantlarinin oosit ifade sisteminde asir ifadesinin
saglanmasi ile bu mutantlarin su kanallari olarak islev gérme yeteneginin
arastirilabilecegini 6ngérmustir, nitekim ER’de tutuklanma ile karakterize olan
ancak fonksiyonel su kanali olarak islev gorebilen mutasyonlar tespit edilmistir.
Tedavi stratejileri agisindan bu sonuglar kritiktir, cinkd islevsel kanallarin normal
sinyal iletimini atlayarak zara ulasmaya tesvik edilebilecedini 6nermektedirler [7,
105-107].

AQP2 fonksiyon ve trafiginin degerlendiriimesindeki problemlerden biri de ¢aligilan
ifade sistemleri arasindaki sonug farkliliklaridir. Ornegin, literatiirde otozomal
cekinik NDI'ya neden olan iki yeni mutasyon (K228E ve V24A) tanimlanmistir [14]
ve bu mutasyonlarin oositlerde yapilan analizleri, mutant proteinlerin zara uygun
sekilde hedeflendigini ve AQP2'nin "fonksiyonel varyantlan" olduklarini ve
dolayisiyla NDI fenotipinin kolaylikla acgiklanamayacagini gdstermistir. Bununla
birlikte, memeli hucrelerinde ilgili mutantlarla yapilan g¢aligsmalar, hasarl protein
trafigine isaret ederek, AQP2 mutantlarinin trafik icin ilgili sistemleri iceren hiicre

hatlarinda ek galismalarinin 6nemini vurgulamistir [49].

NDI patogenezine neden oldugu bilinen, yayinlanmis mutasyon ve varyasyonlarin
sunuldugu HGMD veri tabaninda AQP2 gen bdlgesi i¢in gunimuz itibariyle 58
mutasyon yer almaktadir [72]. Bu mutasyonlarin iki farkli molekuler c¢ikti ie

sonugclandigi bilinmektedir. AQP2 genindeki bir mutasyon,
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e Bir hedefleme sinyalini etkileyebilir ve islevsel AQP2'nin membrana

yonlendirilmesini engelleyebilir ya da,

e AQP2'nin kanal olusturan yapisinin kurulumunda bir kusura neden olur ve bu da

fonksiyonel olmayan su kanali olusturur [71].

AQP2'nin NDI'deki rolu ilk olarak tanimlandigindan bu yana, NDI ile sonug¢lanan
AQP2 mutasyonlarinin bazilari incelenmis ve ¢esitli model sistemlerde galigiimistir.
Memeli hicre hatlarinda gercgeklestirilen calismalar, mutant AQP2 proteininin trafigi
ve hedeflenme sureci hakkinda bilgi vermigtir, buna karsin X. laevis oosit sisteminde
AQP2'nin ifadesi, fonksiyona, yani mutasyonlarin, membranlar boyunca AQP2
aracili su akisini degistirmeye yonelik kabiliyetlerini degerlendirmeye imkan

saglamigtir [71].

Tez calismasi kapsaminda ilgili mutant proteinlerin karakterizasyonu ayni anda
stabil transfekte MDCK hucreleri ve X. laevis oosit ifade sisteminde
degerlendirilmigtir ki bu durum, calismayi anlaml ve farkh kilmaktadir. Calisilan
mutant proteinlerine iliskin her iki sistemden elde edilen veriler birbirini
desteklemektedir. Buna gore A45T-AQP2 mutant ER’de tutuklanma ile karakterize,
indirgenmis yari dmre sahip, hedefleme kusuru gosteren bir proteindir; ayni
zamanda fonksiyonel olmayan bir su kanali olusumuna neden olur. R85X-AQP2
proteini, immunblot analizlerinde tespit edilememistir, ancak su gecirgenlik testi
verilerine gore, bu mutant proteinin fonksiyonel su kanali olusturamadigi asikardir.
Al47T-AQP2 mutant proteininin karakterizasyonu daha once c¢alisiimistir;
calismamiz da literaturdeki verileri destekler sekilde [13, 105] mutant proteinin kismi
yanhs hedefleme, indirgenmis yari 6mur gibi 6zellikler gdstermesine ragmen kismen

fonksiyonel bir su kanali oldugunu ortaya koymustur.

Bu tez calismasi kapsaminda NDI patogenezinde yol agtigi bilinen, AQP2 geninde
grubumuzca tanimlanmig mutasyonlarin fonksiyon analizlerinin yapilmig olmasi,
ulkemizde bu baglamda gergeklestirilmis ilk calisma olmasi agisindan ayrica 6nem
arz etmektedir. Mutant su kanallarinin hacre i¢i fonksiyonlarina iliskin galismalar,

hastalik fenotipine yol agan mekanizmalarin aydinlatilabilmesi ve bu patolojik
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mekanizmalara iliskin farmakolojik stratejilerin gelistiriimesi agisindan blytk énem

tasimaktadir.
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