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1 Onsoz

Bu projenin kapsaminda, model bir G-proteine kenetli resepttr olan maya feromon reseptori
Ste2p’nin, hicre icerisinde daha dnceden gosterilen ikili eslesmeden fazla olarak Ugli ve
dortli eslemesi ¢ift molekdlll floresan eslesme (BiFC) ve Foérster rezonans enerji transferi
(FRET) kullanilarak gésterilmesi amagclanmaktadir. Proje TUBITAK 1002 programi dahilinde
2157063 proje numarasiyla desteklenmigtir.
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4  Ozet ve “Abstract”
4.1 Ozet

Bu projenin amaci, model bir G-proteine kenetli reseptdr olan maya feromon reseptori
Ste2p’nin, Ggli ve dortll eslemesinin ¢ift molekdlli floresan egslesme (BiFC) ve Forster
rezonans enerji transferi kullanilarak gdésterilmesi, reseptér agonisti olan maya a-faktor

feromonunun, Ste2p oligomerlesmesi Uzerindeki olasi etkilerinin arastinimasidir.

GPKRIer, 6karyotlardaki en genis hicre zari reseptdr ailesini olusturmaktadirlar. Hicre digi
kimyasal (hormonlar, nérotransmiterler, kalsiyum iyonlari v.b.) ve duyusal (isik, koku ve tat
molekilleri) gibi ¢cok cesitli uyaranin algilanmasindaki rolleri g6z 6niinde bulunduruldugunda,
GPKR ailesi en 6nemli duyu sistemlerinden biridir *. Konunun secilmesindeki nedenler g
baslik altinda ézetlenebilir. ilk olarak, birgok hiicre disi uyaran, hiicrenin icine bu reseptérlerle

2. |kinci neden, bu reseptorlerdeki mutasyonlar ve fonksiyonel problemler

iletilmektedir
diyabet, hiperkalsemi, hipertansiyon, hipotiroid, retinitis pigmentosa, obezite, kanser ve bircok
psikolojik hastaliklara neden olmaktadir *. Uciincii olarak, regeteli ilaglarin yaklasik %50’si bu
reseptorleri hedeflemektedir, dolayisiyla GPKRIler molekuler farmakoloji arastirmalarinin odak
noktasinda yer almaktadirlar *. GPKR eslesmesi kabul gérmus bir olgudur, ancak GPKRlerin
ne amagcla eslestikleri hentiz bilinmemekle birlikte; bu eslesmenin reseptdr intérnalizasyonu,

olgunlasmasi, islev ve farmakolojisi tzerinde édnemli rolleri oldugu disinidlmektedir.

Daha onceki arastirmalarimizda yesil protein (EGFP) ve BiFC teknigini kullanarak Ste2p
proteinin kendisi ile etkilesimini tayin edilmistir. Bolinmis EGFP parcalari, N-EGFP ve C-
EGFP ile yedinci transmembran bdlgeden hemen sonra isaretlenen Ste2p reseptérleri maya
hicrelerinde ayni anda Uretildikten edildikten sonra, ikili reseptor eslesmesi BiFC metodu ile
gOsterilmistir. Bu projede ise Ste2p reseptoriinin tcli ve doértli etkilesimleri incelenmistir. Bu
amag¢ dogrultusunda reseptdr yedinci transmembrani takip eden bdlgeden hem tam
uzunluktaki mCherry floresan proteini hem de biri N-mCherry digeri C-mCherry protein
parcalari ile isaretlenmistir. Proje kapsaminda, EGFP ve mCherry floresan proteinleriyle ve bu
proteinlerin pargalariyla isaretlenmis Ste2p reseptdrlerinin, konfokal mikroskop, BIFC ve

FRET yontemleri kullanilarak ¢oklu etkilesimleri incelenmigtir.

Bu proje neticesinde model GPKR olan Ste2p maya feromon reseptér eslesmesinin yalnizca
ikili bir etkilegsimden ibaret olmadigi, Uglu ve dortlu bir etkilesimin varligi gosterilmistir. Ste2p
ikili etkilesimi ile ilgili yapiimis arastirmalar bu model GPKR’nin agonistinin, eslesmeye
herhangi bir etkisinin olmadigini gostermis; ancak a-faktérin coklu reseptor etkilesimini

etkileyebilecegi yodninde bir hipotez sunmustur. Bu projede ligandin c¢oklu reseptér



etkilesimine etkileri de arastiriimistir. Proje sonucunda elde edilen bulgular, GPKR tetramer

etkilesmesinin mevcut literatire 6nemli katkilarda bulunacagi éngdérusindeyiz.

Anahtar Kelimeler: G proteine kenetli reseptorler, konfokal floresan mikroskobi, iki molekullu

floresan birlesme (BiFC), Foérster enerji transferi (FRET).



4.2 Abstract

Aim of this study is to investigate the three and four receptor oligomerization of a model GPCR,;
yeast pheromone receptor Ste2p, using bimolecular fluorescence complementation (BiFC)
assay and Forster resonance energy transfer (FRET); and the effect of receptor agonist, yeast

a-factor pheromone on Ste2p oligomerization.

G protein-coupled receptors (GPCRs) belong to the largest cell surface receptor family in
eukaryotic cells. Considering the role of these receptors in sensing a wide variety of
extracellular signals such as chemicals (hormones, neurotransmitters, chemoattractants,
calcium ions) and sensory signals (light, odorants and taste molecules); the GPCRs constitute
one of the most important sensory system. The reason of this study can be summarized under
three main points. Firstly, many of the extracellular signals are detected by cell surface
receptors and transmitted inside the cell by G proteins that serve as molecular switches 2.
Second, mutations and functional problems of these receptors are linked to many human
diseases such as diabetes insipidus and mellitus, hypercalcaemia, obesity, hypertension,
cancer, hypothyroidism, retinitis pigmentosa and many psychotic disorders 2. Third, GPCRs
are the targets of ~50% of pharmaceuticals on the market hence a major focus of molecular
pharmacology research . GPCR dimerization is a well-accepted phenomenon yet the reason
for this dimerization is not clearly known. This interaction could have important roles in

internalization, maturation, function and/or pharmacology of these receptors.

In our previous studies, BiFC and split enhanced green fluorescent protein (EGFP) was used
to determine the interaction between various Ste2p constructs. Co-expression of two
constructs, one with the N-terminus of EGFP at the end of the 7™ transmembrane domain and
the other with the C-terminus of EGFP inserted at the same position, led to the discovery of
dimers. In this study, we showed the three and four receptor oligomerization. For this, we
tagged Ste2p receptors with full-length mCherry and with N-terminus of mCherry or the C-
terminus of mCherry attached to the 7" transmembrane domain. These Ste2p constructs,
tagged with fluorescent proteins or their fragments was used for the investigation of receptor

oligomerization using confocal microscope, BiFC and FRET.

As a result of the study we showed that, the model GPCR, Ste2p does not exist only as dimers
but as three or four receptor oligomers. Previous studies on the dimerization of Ste2p showed
that the agonist of this model GPCR has no effect on the dimerization; but proposed that a-

factor may have an effect on the oligomerization state of these receptors. In this project, using



the methods developed to show receptor oligomerization, we investigated receptor

oligomerization. As a result, we showed the higher oligomerization of a model GPCR.

Keywords: G protein-coupled receptor (GPCR), confocal fluorescence microscopy,
bimolecular fluorescence complementation (BiFC), Fdrster resonance energy transfer
(FRET).



5 Sonug¢ Raporu Ana Metni
5.1 Girig

GPKR’ler, dkaryotlardaki en genis hiicre zari reseptor ailesini olusturmaktadirlar. Hicre disi
kimyasal (hormonlar, nérotransmiterler, kalsiyum iyonlari, analjezikler v.b.) ve duyusal (isik,
koku ve tat molekllleri) ¢ok c¢esitli uyaranin algilanmasindaki rolleri gz ©6ninde
bulunduruldugunda, GPKR ailesi en 6nemli reseptor sistemlerinden biridir *. GPKRIer ilk
kesfedildikleri zaman hlcrede tekil reseptorler olarak ¢aligildiklari ve hiicre digi uyaranlari bir

reseptor bir G-protein kompleksi seklinde ilettikleri distinllse de *

, son 15 yildir yapilan
arastirmalar neticesinde reseptor eslesmesi (ing. dimerization) birgok hlicre zari reseptoru igin
kabul gérmis bir olgu halini almistir. ikili ve coklu eslesme reseptérlere, artan ligand segiciligi,
reseptor intdrnalizasyonu ve trafigi, cok yonlu etkilesim ve afinite, hlicre zari hareketliligi gibi

tekli reseptoriin sahip olamayacag birgok 6zellik yikledigi distiniimektedir °.

GPKR yapi ve iglevi, memeli sistemlerinin karmasikligindan kaynaklanan zorluklar nedeniyle
bircok model organizmada calisiimistir. insan genomundaki yaklasik 1000 adet GPKR’e ©
karsin mayada (Saccharomyces cerevisiae) toplam l¢ adet GPKR bulunmaktadir. Maya
hicrelerinde birlesme, MatA tlrl hicrelerde Ste2p reseptorinin a-faktér; Mata tirl
hiicrelerde ise Ste3p reseptdrlerinin a-faktor feromonunu tanimasi neticesinde olugur; tguncu
GPKR olan Gpr1p reseptoru ise glikozu algilamaktan sorumludur. G-protein sinyal ve yonetimi
temel prensipleri ilk kez genetik ve biyokimyasal metotlar kullanilarak maya feromon
reseptoriiniin (Ste2p), feromon peptidine (a-faktér) karsi tepkisi incelenerek goésterilmistir. G-
protein ve MAPK ile ilgili bircok 6nemli sinyal mekanizmasi ilk olarak Saccharomyces
cerevisiae'de gosterilmistir . Gg, alt-tinitesinin (ing. subunit) sinyal mekanizmasindaki pozitif
roli yine ilk defa maya hiicrelerinde ispatlanmistir 8. MAP kinaz moduliiniin (i¢ katmanli yapisi
° ve kinaz yapi destek (ing. scaffold) proteinlerinin ° varligi ilk defa maya hiicreleri kullanilarak
gOsterilmistir. Reseptdrlerin desensitizasyonun hedefi olduklari bilinmektedir; G-proteinlerin,
G-protein sinyal regilatér (RGS) proteinleri ile desensitizasyonu yine maya hiicrelerinde SST2
geninde yapilan mutasyonlar neticesinde gdsterilmistir *. Sst2 homologlari diger 6karyotlarda
daha sonralari RGS proteinleri olarak isimlendirilmistir ve G-protein GTPaz aktivitesini
hizlandirarak Gq - G, alt-nite birlesmesine neden oldugu gosterilmigtir  “.
Monoubikuitinlenmenin reseptér endositozundaki roli de yine ilk defa maya htcrelerinde
gosterilmistir *2 3. Memeli hiicrelerindeki GPKR araciligiyla gergeklesen sinyal yolaklarinin
codu islevsel ve yapisal olarak maya feromon sinyal yolagina benzemektedir **, 6zellikle G-
protein ve kinaz komponentleri dizinsel olarak memeli sistemlerindeki kargitlariyla yuksek
benzerlikler gostermektedir *. Tim bu bilgiler ve bulgular 1s1§inda maya gerek GPKR-GPKR,

GPKR-G-protein gerekse GPKR-ligand etkilesimlerinin ve mekanizmalarinin anlasiimasi ve



calisiimasi konusunda son derece ideal ve degerli bir model organizmadir * ®. Ek olarak,
maya genomunda hemen hemen her acgik cergceve (ing. open frame) sistematik olarak silinmis
17 mikroereyler (ing. microarray) seklinde organize edilmis 8; her bir gen floresan proteinlerle
global protein lokalizasyonu icin isaretlenmis *°; yine genomdaki her acik gerceve yiiksek
afiniteli epitop isaretleyicilerle isaretlenmis ve kromozomlardaki dogal lokasyonlarindan

urettirilerek, hemen hemen her protein imminodeteksiyon ile belirlenmis %

, saflastirilarak
proteomik 6lgekte analiz edilmistir 2*. Bu bilgi veri tabani, gen islevi ve transkripsiyonu, protein
lokalizasyonu ve molekuller arasi iligkiler konusunda sistematik sekilde ve tim genom
Olcedinde yapilacak arastirmalarda son derece 6nemli ve ideal bir model organizma

konumuna getirmektedir *°.

Reseptdr eslesmesinin birgok farkli teknikle, cesitli reseptorlerde goésterilmistir. 5-HT1B
reseptor eslesmesi Sf9 sinek hicrelerinde immunoblot analizi ile saptanmistir %, Bir bagka
calismada D2 ve A1 reseptdr eslesmesi, kovalent capraz baglayicilar kullanilarak in situ olarak
beyin dokusunda gosterilmistir 2> 2. Farkli bir calismada ise satiirasyon ve rekabetli baglanma
(ing. competition binding) deneyleri ile glutamat ve adenosin reseptorleri arasinda gugcli bir
eslesme gosterilmistir. Son yillarda BRET (Biyoliminesan RET), FRET (Floresan RET) ve
BiFC gibi floresan mikroskopi tekniklerinin gelismesi GPCR etkilesimlerinin canli hicrelerde
incelenmesini mumkin kilmistir. 2000 senesinde Overton ve Blumer Ste2p reseptoru ve
FRET teknigini kullanarak, bu reseptériin ikili eslesmesini ilk defa gdstermislerdir 2*. Bir bagka
calismada ise Angers ve ekibi (2-adrenergic reseptor eslesmesini memeli HEK-293

hlcrelerinde gostermigtir 2°

. Daha yakin tarihli bir baska calismada ise meme bezinde
oksitosin reseptér eslesmesi zaman-¢cdzimlemeli (ing. time resolved) FRET teknigi ile ortaya

konmustur 2°.

SDS-PAGE’de kovalent capraz baglama (ing. covalent cross-linking), koimiinopresipitasyon
(ing. coimmunoprecipitation), FRET, BRET, fonksiyonel birlestirme gibi c¢cok cesitli
biyokimyasal ve biyofiziksel teknikler kullanilarak GPKRIler eslesmesinin sadece in vitro degil,
ayni zamanda dokularda da gercgeklestigi gosterilmistir. GPKRIler canl hicrelerde, ER ve
Golgi'de modifikasyon, hucre zarina trafik, reseptorin ligandiyla aktivasyonu ve
intdrnalizasyonu gibi bircok asamada bulunurlar 2. Ancak, GPKR ikili ve ¢oklu eslesme
mekanizmalari ve bu eglemenin reseptdr biyokimyasi Uzerindeki etkilerinin anlagiimasi igin
halen cevaplanmasi gereken bir¢cok soru bulunmaktadir. Reseptdr eslesmesinin, biyosentez,
reseptor trafigi ve sinyal yolaklarinda ne tir etkileri oldugu henlz tam olarak anlagiimig

degildir.
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Reseptor eslesmesinde bir diger dnemli kavram ise GPKR’lerin ligand baglanmamis pasif
hallerinde eslesmis halde bulunduklari ya da bu eslesmenin dinamik bir halde ligand
baglanmasiyla modiile edilip edilmediginin gdsteriimesidir. Simdiye kadar toplanmis bulgular
Uc olasihgi isaret etmektedir. Reseptorler bazal kosullarinda dimer olarak bulunurlar ve ligand
ile uyarildiklarinda bu eslesme herhangi bir degisiklik gostermez, dolayisiyla bu 6énceden
eslesmis kompleks kararl halde hiicrede bulunmaktadir. ikinci olasi senaryo ise, ikili eslesmis
kompleks (ing. dimer) bazal kosullarda bulunabilir; ancak reseptor cifti ligand ile uyarildiginda
eslesmenin kapsaminda bir modilasyon olur. Uglincli senaryo ise reseptor eslesmesinin
gergeklesmesi igin ligand ile uyarilma sarti vardir 2. Ligandin ¢oklu reseptdr eslesmesindeki
module edici ya da bu c¢oklu esglesmeyi arttirici gergek rolinin anlasiimasi, bu olgunun
reseptor islevi Uzerindeki roli agisindan énemli bir katki saglayacaktir. Tirozin kinaz, sitokin
reseptorleri ve TNF-a reseptor ailesi gibi birgcok reseptor ailesinde yapilan calismalarda
agonist baglanmasi ile reseptorlerin kendileri ve diger reseptdrlerle eslesmesinin arttigi
gOsterilmistir; tekli reseptdr ile ikili reseptdr kompleksi arasindaki dengenin reseptérin
aktiflesme siirecinin bir parcasi oldugu gdsterilmistir 2° *°. Ancak, son kristalografik ve protein-
protein etkilesimi calismalar erithtropoietin reseptorinin ligand ile aktiflesmeden 6nce ikili
olarak bulundugunu, agonist baglanmasi sonucunda ise reseptor aktivasyonunun bir

modiilasyondan ziyade konformasyonel bir degisim neticesinde gergeklestigi gésteriimistir 3

32 Metabotropik glutamat reseptoriiyle yapilan benzer bir g¢alismada, amino terminal
bdlgesinin kristal yapisi, ikili eslesmis reseptorlerin aktiflesmeden dnce olustuklari ve ligand
baglanmasinin sadece bu ikili reseptdér kompleksinde konformasyonel bir degisiklik
olusturdugunu gostermistir *. Bu reseptoriin, genis N-terminal altyapisinda ligand baglanma
bolgesi bulunmaktadir ve bu kisim gerek kristal yapisinda, gerekse glutamat ile beraber
kristalize (ing. cocrystallized) edildiginde ikili eslesme halinde tespit edilmistir. Bu ikili eslesmis
yapl, ligand bagli hal ve ligandan serbest hal olmak Uzere iki belirgin konformasyonda
bulunmaktadir. Bu bulgular glutamatin badlanmasi neticesinde, reseptdr ciftinin
konformasyonel bir degisiklige neden olarak daha kararli bir yapinin olustuguna igaret

etmektedir.

Maya feromon reseptdrinin (Ste2p), ikili eslesmesi de yukarida bahsi gecen metotlarla
arastinlmigtir. ikili eslesmeyi gésteren ilk galismalardan biri, influenza HA epitopu ile
isaretlenmis reseptorler ve GFP ile isaretlenmis reseptdrlerle ko-iminopresipitasyonu (ing.
coimmunoprecipitiaion) sonucunda, anti-HA antikoru ile analiz edildiginde hem GFP hem de

34

HA ile isaretlenmis reseptorlerin SDS-PAGE’'de ¢ézimlendigi g¢alismadir Bir baska
calismada, Overton ve Blumer ilk defa Ste2p ikili etkilesimini canli hicrelerde FRET teknigi
kullanarak gdstermigtir, bu eslesmenin de agonist ya da antagonistten bagimsiz oldugu

vurgulanmistir 4. 2007 senesinde, baska bir galismada ise BRET teknigi kullanilarak benzer
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sonuglar elde edilmistir *. Bu ¢alisma ayrica sinyal kusurlu reseptdrlerin dominant negatif bir
etkiyle normal reseptorlerle etkileserek, sinyal yolaklarini engelledigini, dolayisiyla iki
fonksiyonel reseptorin dogru sinyalizasyon igin gerekli oldugunu ortaya koymustur. Ste2p
reseptort kullanilarak yapilan bir diger calismada ise ligand araciligiyla olusan reseptér
intérnalizasyonu atomik gic¢ mikroskobu (AFM), dinamik 1sik sagilmasi (DLS) ve kimyasal
capraz baglanma teknikleri kullanilarak in vitro olarak incelenmigstir *°. Bu galisma neticesinde
reseptdorin aktif olmadigi kosullarda da ikili egslesmis halde bulunduklari ancak ikili eslesmenin
feromon varliginda arttigi gosterilmistir. Bu arastirmalar neticesinde, GPKR ikili eslesmesinin
esas oldugu, ligand baglanmasinin ise ikili eslesmenin kararliligini arttirdigi ve hatta goklu
etkilesimi de etkileyebilecegi ileri stirlilmustir . Ancak belirtmek gerekir ki, mayada simdiye
kadar yapilmis reseptdr esleme calismalari, bu model organizmada reseptoérlerin in vivo
kosullarda gercek zamanl goérintilenmesini ve ikiden fazla reseptdor etkilesimini
icermemektedir. Bu calismalara ek olarak Ste2p reseptoér eslerinin temas ylzeyleri de
arastirlmistir, TM1 ve TM7’nin eslesmeye etkili oldugu gosterilmistir *, bu bulgular teorik
hesaplamalarla da uyum halindedir *. Tim bu sonuclar géz éniinde bulunduruldugunda,
reseptdr eslesmesinin ikili bir kompleksten ziyade daha ¢ok proteinin olusturdugu oligomerik
bir yapi olduguna isaret etmektedir. Yukarida bahsi ge¢cen metotlar reseptorlerin ikili
etkilesimlerini gosterebilmistir, c¢oklu etkilesimlerin arastiriimasi icin yeni metotlarin

gelistiriimesi ya da mevcut metotlarin birlestiriimesi ile mimkun olabilir.

Protein tamamlanma deneyleri, protein-protein etkilesimlerinin incelenmesinde kullanilan
gOrece yeni bir tekniktir. Bu deneylerde raportér protein parcalari etkilesimi incelenen protein
yapisina entegre edilmislerdir ve bu halde kendi baglarina iglevsel degillerdir. Bagh olduklari
proteinlerin etkilesmesi neticesinde bu raportér protein pargalari da bir araya gelerek iglevlerini

geri kazanirlar 3

. Bu metot ilk kez 1994 senesinde yayinlanmis bir ¢alismada ubikdiitin
kullanilarak gésterilmistir 3, daha sonralari B-lactamaz, B-galaktosidaz, floresan proteinler ve
cesitli lusiferazlar yardimiyla protein-protein etkilesmeleri, bakteri, maya, memeli ve bitki

hicrelerinde caligilmistir 4°

. Floresan proteinlerin kullanildidi durumlarda bu teknik iki
molekdlli floresan birlesme (BiFC) seklinde isimlendiriimektedir. Bu metotla proteinlerin
etkilesimleri in vivo sekilde gortntilenebilmektedir; ek olarak bu protein kompleksleri Uizerinde
ilaglarin, agonist, antagonistler gibi dis uyaranlarin etkilerini de dlglilmesi mimkindir **.
Protein birlestirme metotlari arasinda, protein-protein etkilesimlerinin gdsteriimesinde en ¢ok
kullanilan metot BiFC’dir *2 **. Proteinlerin eslesmelerinin galisiimasinda, floresan proteinlerle
isaretlemenin en blylk avantaji, bu etkilesimlerin in vivo halde, normal hicre ortaminda,

44

fizyolojik sartlarda ve c¢ok hucreli organizmalarda dahi kullanilabilir olugudur **. Diger

birlestirme metotlan ile kiyaslandiginda, BiFC teknidinin 6nemli bir avantaji da herhangi bir
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harici maddeye ihtiyagc duymamasi ve olusan raportor proteinin kendi floresan 6zelliginin

kullanilmasidir.

Maya hcrelerinde cesitli protein etkilesimleri BiFC metodu kullanilarak saptanmistir. Bir
calismada ayrik-GFP ve ikili maya hibrit sistemi uygulanarak Gal4p ve Gal11p arasindaki
etkilesim gosterilmistir *°. Diger bir galismada ise hedef proteinler homolog olarak kromozom
dizeyinde isaretlenmistir. MATa maya hicrelerindeki Sislp, MATa hiicrelerindeki Ssalp YFP
pargalariyla igsaretlenerek diploit hiicrelerde bu iki proteinin etkilesmesi gdsterilmistir “°. Son
olarak, bir bagska calismada ise hedef proteinlerin Uretiimesinde plasmid temelli bir sistem
kullanilarak, bu proteinlerin etkilesimleri mitokondri ve hiicre ¢ekirdegi gibi gesitli hlicre-alti

bélgelerde gosterilmistir “°.

Proje kapsaminda kullanilan olan ikinci metot Forster rezonans enerji transferi ya da kisa
adiyla FRET'dir. FRET 06zet olarak uyariimis donér bir floroforun enerjisini 1sinimsiz olarak
yakininda bulunan alici (ing. acceptor) molekulere aktarmasidir. Bu tiir bir enerji aktarmasinin
gerceklesmesi icin dondr ile akseptdor arasindaki mesafenin 10 nm’den kisa olmasi
gerekmektedir. Bir diger dnemli faktor ise donér floroforun emisyon spektrumunun, akseptor
floroforun eksitasyon spektrumu ile ortiistiyor olmasidir. Birgok biyokimyasal etkilesim bu RET
mesafesi ve altinda gerceklestigi icin protein-protein etkilesimleri bu metot kullanilarak

gOsterilebilmektedir.

Hicre biyolojisinde bircok floresan protein spektroskopik 6Ozellikleri g6z o6ndnde
bulunduruldugunda, FRET donérl ve FRET akseptdru olarak kullanilabilmektedir. Bu floresan
proteinler genetik olarak hedef proteinlerin yapisina katilarak, canli hiicrede konfokal
mikroskop yardimiyla gorintilenmekte ve elde edilen veriler yiksek spatio-temporal
¢6zundrlikler sunmaktadir. Bu sistemlerde hedef proteinlerin etkilesimleri neticesinde
floresan isaretleyiciler bir araya gelerek dondr florofordan akseptére i1sinimsiz enerji

transferine (RET) sebep olurlar.

Daha oOnceki 110T414 numarall projemizde Ste2p reseptdrini EGFP (yesil) parcalariyla
isaretleyerek ikili eslesmeyi gdstermistik. Bu projede ise ayni reseptor mCherry (kirmizi)
floresan protein parcgalariyla isaretlenmistir. Maya hicrelerinde EGFP pargalariyla isaretli
Ste2p reseptortnin etkilesiminden olusan EGFP donéri ile yine mCherry pargalariyla isaretli
Ste2p reseptorlerinin etkilesimi neticesinde olusan mCherry akseptérina kullanarak, FRET

metodu ile dortll reseptor etkilesimi gosterilmistir.

13



Proje kapsaminda gelistirilen BiFC-FRET-BiIFC metoduyla, Ste2p reseptorinin tgli ve dortli

protein kompleksi halindeki ¢oklu eslesmesi gosterilmistir.

5.2 Gereg ve YOontem

Ste2p reseptérinin 304. Pozisyondan, 159-160. amino asitlerinden bdlinmis mCherry

parcalari ile isaretlenmesi icin tasarlanmis primerler asagida Tablo 1.1°de sunulmustur.

Tablo 5-1 PZR ile N-mCherry (1-159) ve C-mCherry (160-237) protein parcalarinin 304.

pozisyondan Ste2p dizileri icerecek sekilde cogaltilmasi i¢in tasarlanmis primer dizileri:

Primer Sekans

N-mCherry (1-159) For GCCACGGCTGCTAATAATGCATCCAAAatggtgagcaagggcgaggag
N-mCherry (1-159) Rev GTCTGAAGTAATTGTGTTTGTTTAgtcctcggggtacatccgetcggaggaggce
C-mCherry (160-237) For | GCCACGGCTGCTAATAATGCATCCAAAggcgccctgaagggcgagatcaag
C-mCherry (160-237) Rev | GTAAAGTCTGAAGTAATTGTGTTTGTTTActtgtacagctcgtccatgcc

Ste2p proteininin isaretlenmesinde kullanilacak mCherry parcalarinin ¢ogaltiimasi igin

kullanilan PZR kosullari asagida verilmistir:

Table 5-2 mCherry ¢ogaltiimasinda kullanilan PZR kosullart:

50 L rxn Final conc.
Nikleazsiz su 30.5
5X Phusion HF Buffer 10 | 1X
10 mM dNTPs 51200 uM ea.
Primer forward 1.25 | 0.5 uM
Primer reverse 1.25| 0.5 uM
pmCherry-N1 1.5 | 150 ng
Phusion Hot Start I| DNA Polymerase 0.5 | 0.02 U/uL
98°C 30s
98°C 10s
54.1°C 30s 35 dongu
72°C 2 dk
72°C 10 dk

PZR durlnleri %1 agarose jelde yurutulerek ilgili DNA bandi QIAquick gel extraction kit
(Qiagen, MD, USA) kullanilarak saflastiriimistir.

ilk PZR'den elde edilen driinler kullanilarak ikinci bir PZR’de tandem primer olarak, pCLO1 ya
da pBEC1 vektdrleri sablon olarak kullanilarak ¢cogaltiimistir. Boylelikle arzu edilen FP ve/veya
FP pargalar Ste2p reseptoriinde hedeflenen yere yerlestiriimesi planlanmaktadir. Tasarlanan

deneyin sematik gosterimi asagidaki figirde sunulmustur.
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pBEC1 or pCLO1 — pBECL1 or pCLO1

Sekil 5-1 STE2 cDNAsi tagiyan pBEC1 ya da pCL0O1 plazmidlerinin FP ya da FP parcaciklariyla isaretlenmesi.

Bahsedilen ikinci PZR’de tim plazmid birinci PZR GrlGna ile gogaltilarak Ste2p reseptdrinin
304. pozisyondan FP ve/veya FP parcaciklariyla isaretlenmesini saglayan reaksiyon kosullari

asagida sunulmustur:

Tablo 5-3 Ste2p reseptdérinin FP ya da FP pargasi ile isaretlenmesinde kullanilan PZR

kosullari:
20 pL rxn Son konsantrasyon
Su 13-X
5X Phusion HF tamponu 411X
10 mM dNTPs 2 | 200 uM
pBEC1 or pCLO1 0.6 | 60-100 ng
Insert X [ 10:1 insert:plazmid
Phusion Hot Start 1| DNA Polimeraz 0.4 | 0.04 U/uL
98°C 30s
98°C 10s
50-60°C 30s 35 dongu
72°C 8 dk
72°C 10 dk

PZR sonucunda halen reaksiyon ortaminda bulunan “sablon DNA’dan kurtulmak igin
reaksiyon karisimi Dpnl enzimi (Thermo Scientific, MA, USA) kullanilarak 1 saat sureyle
sindirilmistir. Bu reksiyonda, Dpnl bakteride ¢odalmasi sonucunda metillenmis G,h,A/TC DNA
sekansini taniyarak pargcalamakta dolayisiyla sablon DNA pargalanmakta ve PZR ile

cogaltilan DNA sirkller olarak kalmaktadir. Dpnl enzim reaksiyon kosullari asagdidaki gibidir:
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Tablo 5-4 Dpnl reaksiyon kosullari:

20 uL reaksiyon
PZR karisimi
Nukleazsiz su
Buffer Tango
Dpnl (Fermentas)
1-3 saat, 37°C

RIN|O1

Yukardaki enzim sindirim reaksiyonu sonucunda elde edilen karisim direk olarak E.coli
hdcrelerinin  transformasyonunda kullaniimakta, takibinde ise plazmidler MiniPrep kit
(Fermentas GeneJET™ Plasmid MiniPrep Kit) kullanilarak izole edilmektedir. Tim bu
asamalar sonucunda elde edilen plazmidler sekanslanarak Ste2p proteinin dodru sekilde

isaretlendigi tespit edilmektedir.

Yukarida anlatildigi sekilde EGFP, mCherry, N-EGFP, C-EGFP, N-mCherry ve C-mCherry
proteinleriile isaretlenen STE2 cDNA’s1 5’ EcoRI — 3’ Notl veya 5’ BamHI — 3’ Nhel restriksiyon
dizileri arasina klonlanmasini saglamak igin tasarlanan primerler asagidaki tabloda

sunulmustur.

Tablo 5-5 Ste2p konstraktlarinin ¢ift promotérll plazmide klonlanmasi igin kullanilan primerler:

Primer Sekans

Ste2-EcoRI-F GAGAGAGAGGAATTCATGTCTGATGCGGCTCCTTCATTGAGC
Ste2-Notl-R GAGAGAGAGGCGGCCGCttagccgcetgctatgatgatgatgatg
Ste2-BamHI-F GAGAGAGAGGGATCCATGTCTGATGCGGCTCCTTCATTGAGC
Ste2-Nhel-R GAGAGAGAGGCTAGCttagccgcetgctatgatgatgatgatg

5 — 3 restriksiyon enzim bolgeleri tasiyacak sekilde Ste2p cDNA’larinin g¢ogaltiimasinda

kullanilan PZR kosullari agagidaki gibidir.

16



Tablo 5-6 Cift promot6rlu reseptdrlere Ste2p konstraktlarinin klonlanmasinda kullanilan PZR

kosulu:
50 uL Son
reaksiyon konsantrasyon
Nikleazsiz su 30.5
5X Phusion HF tamponu 10 | 1X
10 mM dNTPs 51200 uM
Forward primer 1.25 | 0.5 uM
Reverse primer 1.25 | 0.5 uM
Template DNA 1.5 150 ng
Phusion Hot Start I| DNA Polimeraz 05| 3%
98°C 30s
98°C 10s
54.1°C 30s 35cycles
72°C 2 min
72°C 10m

ilgili restriksiyon sekanslari iceren PZR uriinleri PCR purification kit (Fermentas GeneJET™
PCR Purification Kit) kullanilarak saflastiriimistir. Saflastirma sonunda elde edilen Ste2p
cDNA'lari ve klonlamada kullanilacak plazmid ilgili restriksiyon enzimleri kullanilarak

kesilmistir. PZR UrUnleri i¢in reaksiyon kosullari asagida verilmistir:

Tablo 5-7 PZR drunleri igin restriksiyon enzimleri ile reaksiyon kosulu:

40 pL reaksiyon
PZR Grund 34
FD green buffer 4
El 1
E2 1

1-3 saat, 37°C

Klonlamada kullanilacak c¢ift promotérli plazmidlerin pESC-TRP ve pESC-URA (Agilent
Technologies) temelli plazmidlerdir. Ticari olarak satin alinan bu plazmidlerin GAL1-GAL10
promotor bolgeleri, siirekli aktif PGK1-TEF1 promotér bolgesi ile degistirilmistir. insa edilen
surekli aktif plazmidlerin geri kalan tim &zellikleri agagida verilmis pESC-TRP ve pESC-URA

plazmidleri haritalar ile tamamen aynidir.
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2-micron ori| | TRP1 ~

2-micron ori | rURAS

- 1 ori 1
pEgngRP pESC-URA .
. - ~t1 ori
ampicillin/ LT ADH1 | 6.6 kb
ampicillin- T ADH1
LMCS1/FLAG ‘
\ P GAL10 AN -MCS1/FLAG
i! | PGAL , P GAL1O
pUC ori oV J‘ "MCS2/myc pUC ori ‘. P GAL]

TCYCT IMCS2/myc

pESC-TRP Multiple Cloning Site 1 Region
(sequence shown 2071-2154, bottom strand)
EcoR | Not | Spe | Clal l?g\ I Sac chc |

| |
GAA TTC AAC CCT CAC TAA AGG GCG GCC GCA CTA GTA TCG ATG GAT TAC AAG GAT GAC GAC GAT AAG ATC TGA GCTCTTAATTAA
MD YK DDDD K I so

FLAG epitope
pESC-TRP Multiple Cloning Site 2 Region
(sequence shown 2827-2924, top strand)
BamH | pi\pnl ISrﬂ Sal |
G GAT CCG TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC CCG GGC GTC GAC...
(sTOP)

Xho | )‘(pn\ f‘ﬂhe\
...ATG GAA CAG AAG TTG ATT TCC GAA GAA GAC CTC GAG TAA GCTTGGTACCGCGGCTAGC
I S E

E Q K L E D L E so

myc epitope
Sekil 5-2 pESC-TRP and pESC-URA (Agilent Technologies, CA, USA) temelli ¢ift promotérli plazmidlerin ¢oklu
klonlama bélgesi haritalari.

Klonlamada kullanilacak plazmid i¢in reaksiyon kosullari asagida sunulmustur:

Tablo 5-8 Cift promotérli plazmidler igin restriksiyon enzimleri ile reaksiyon kosulu:

30 pL reaksiyon
Vector 23
FD green buffer 3
El 2
E2 2

1-3 saat, 37°C

Kesim reaksiyonu % 1 agaroz jelde yurutulmis ve ilgili buyuklikteki bantlar QlAquick gel
extraction kit (Qiagen, MD, USA) kullanilarak saflagtiriimistir.

Ligasyon reaksiyon kosullari 1:3 (vector:insert), molar oranda ve 100 ng linear vektor

kullanilarak yapilmigtir. Ligasyon reaksiyonunun kosullari asagida verilmistir:
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Tablo 5-9 Ligasyon reaksiyon kosullart:

20 pL reaksiyon karisimi
Vektor 100 ng
Insert DNA 3x molar oran
Nukleazsiz su 20—-X L
Buffer Tango (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) 2 puL
T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) 1puL

1 saat, oda sicakhginda

Ligasyon reaksiyon karisimindan 1,5 pL alinarak E.coli hicrelerinin transformasyonunda
kullaniimistir. Takip eden gtin LB/Amp petrilerde blytyen kolonilerden 3 adet secilerek, 5 mL
LB/Amp sivida gece boyu blyitiimis ve Fermentas GeneJET™ Plasmid MiniPrep Kit
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA) kullanilarak plazmidler izole edilmistir. Elde edilen
plazmidler, Ste2p konstraktlarinin cDNA’larinin dogru klonlanip klonlanmadiginin kontroli i¢in
tekrar ilgili enzimlerle kesilmis ve agaroz jelde yiratilerek kontrol edilmistir. Tespit edilen

dogru insertlerin DNA dizileri sekanslatilarak onaylanmistir.

5.3 Bulgular ve tartisma

Ste2p konstraktlarinin kopyalandigi cift promotérli plazmidler kullanilarak DK102 maya
hicreleri transforme edilmis ve bu yolla FP ya da FP parcgalari ile isaretlenmis Ste2p
reseptorlerinin - hicrelerde ekspres ettirilmesi  saglanmigtir. Bu fuzyon proteinlerinin
fonksiyonel olduklarinin gésterilmesi icin Halo Assay teknigi kullaniimistir. Bu teknikte basitge,
reseptorlerin  gesitli  konsantrasyonlardaki agoniste karsi tepki sonucu hicrelerin
blyUmelerinin durmasi élgllerek yabanil tir Ste2p ile karsilastiriimaktadir. Halo Assay teknigi

sonuclari asagida sunulmustur.

40-

304

20{ ¥

Halo size (mm)

104 §

L L|
0.0 0.5 1.0 1.5
Log[alpha-factor] (ug)

Sekil 5-3 EGFP ile isaretlenmis Ste2p BiFC konstraktlarinin biyolojik fonksiyon analizi. Ste2p yabanil tir (®);
Ste2p[N-EGFP], 304-305 pozisyonlar arasindan N-EGFP (1-158) ile isaretlenmis Ste2p (00), Ste2p[N-EGFP], 304-
305 pozisyonlar arasindan C-EGFP (159-238) ile isaretlenmis Ste2p (O).
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Sekil 5-4 EGFP veya mCherry ile isaretlenmis C kuyrugu kesik Ste2p BiFC konstraktlarinin biyolojik fonksiyon
analizi. Ste2p-A305 (O); Ste2p-A305[N-EGFP], 304. pozisyondan N-EGFP (1-158) ile isaretlenmis C kuyrugu
kesik Ste2p (0); Ste2p-A305[C-EGFP], 304. pozisyondan C-EGFP (159-238) ile isaretlenmis C kuyrugu kesik
Ste2p (O). Ste2p-A305[N-mCherry], 304. pozisyondan N-mCherry (1-159) ile isaretlenmis C kuyrugu kesik
Ste2p ('V¥); Ste2p-A305[C-mCherry], 304. pozisyondan C-EGFP (159-160) ile isaretlenmis C kuyrugu kesik

Ste2p (V).

Halo size (mm)
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Sekil 5-5 Tam uzunluktaki floresan protein ile isaretlenmis Ste2p konstraktlarinin fonksiyonel analizi. Ste2p yabanil
tir (®); Ste2p[EGFP], 304-305 pozisyonlar arasindan EGFP (1-238) ile isaretlenmis Ste2p (@), Ste2p[mCherry],
304-305 pozisyonlar arasindan mCherry (1-237) ile isaretlenmis Ste2p (#).
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Sekil 5-6 Tam uzunluktaki floresan protein ile isaretlenmis C kuyrugu kesik Ste2p konstraktlarinin fonksiyonel
analizi. Ste2p-A305 (O); Ste2p-A305[EGFP], 304. pozisyondan EGFP (1-238) ile isaretlenmis C kuyrugu kesik
Ste2p (0O); Ste2p-A305[mCherry], 304. pozisyondan mCherry (1-237) ile isaretlenmis C kuyrugu kesik Ste2p
().

Yukarida verilen Halo Assay grafiklerinden de anlasilacagi Uzere, tim Ste2p konstraktlari
yabanil tire benzer bir dogru vermistir ve dolayisiyla biyolojik olarak fonksiyoneldirler.
Literatiire uygun olarak C-kuyrugu kesik reseptorler, bu proteinlerin C-kuyruklarinda bulunan
SINDAKKS endositoz sinyal dizisinden yoksun olmalarindan 6tira yabanil tir reseptore gére
maya feromon peptidine daha duyarlidir; bu g6zlemin sebebi C-kuyrugu kesik reseptorlerin

hicre membraninda daha uzun sure kalmalari, dolayisi ile daha ¢ok sayida bulunmalaridir.

Fonskiyonel oldugu Halo Assay kullanilarak gosterilen Ste2p reseptdrlerinin, hicrelerde dogru
olarak Uretildiginin de gdésterilmesi igin Western Blotlama teknigi kullaniimistir. insa edilmis
olan plazmidlerle transforme edilmis BJS21 maya hiicre susu Western Blotlama i¢in 50 mL
secici ortamda (MLT/MLU) 30 C°de gece boyu buyutilmustir. Hicreler iki kere su ile
yikandiktan sonra HEPES (10 mM HEPES and 4 mM EDTA, pH 7.0) solisyonunda ¢dzulmus,
cam kureciklerle homojenize edilmigtir. Elde edilen karigsim hlicre debrisi ve pargalanmamis
hicrelerden arindiriimak 5 dakika boyunca 2000 rpm’de santrifijlenmistir. Karisim 4 °C’de
15,000 g’'de 30 dakika sureyle santrifijlenmistir, tiplerin dibine ¢céken membran pellet HEPES
solusyonunda ¢ozulmustir ve protein konsantrasyonu BioRad Protein Assay (BioRad, CA,
USA) ile dlgulmustir. Yukarida anlatildigi sekliyle elde edilen membran proteinleri SDS érnek
tampon ¢ozeltisinde ¢ozilerek, SDS-PAGE ile ayristirilarak iminoblot analiz i¢in Immobilon-
P membranlara (Millipore Corporation, Bedford, MA) aktariimistir. imiinoblotlama anti-FLAG
antikor, anti-GFP Tavsan Serumu Polyklonal antikor (Molecular Probes, USA), anti-mCherry
antikor (16D7, Life Technologies, NY, USA) ve afinite yoluyla saflastiriimis Ste2p N-terminali

icin gelistirilen antireseptdr serumu antikoru ile gergeklestiriimistir. Elde edilen protein bantlari
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West Pico Chemiluminescent Detection System (Pierce) and Odyssey CLx Infrared Imaging

System (LI-COR) kullanilarak goérintilenmistir.

Asagida sunulmus olan sekil 5-7'de ilk bant yabanil tir Ste2p ekspres eden hcreleri
goOstermektedir, 52kDa boyutunda gorilen coklu bant paterni reseptorin gesitli glikolizasyon
formlarini gdstermektedir *’ *8, 3 — 6 arasi bantlar sirasiyla, Ste2p[C-EGFP] (hesaplanan
agirhk 42 kDa), Ste2p[N-EGFP] (hesaplanan agirlik 51 kDa), Ste2p[C-EGFP]305-431
(hesaplanan agirlik 57 kDa) ve Ste2p[N-EGFP]305-431 (1-158) (hesaplanan agirlik 66 kDa)
gostermektedir. C-kuyrugu kesik olan Ste2p konstraktlari, Ste2p[C-EGFP] ve Ste2p[N-EGFP],
beklendidi gibi yabanil tir Ste2p bandinin altinda gérilmektedir. Tam uzunluktaki Ste2p
reseptdr konstraktlarina, Ste2p[C-EGFP]305-431 ve Ste2p[N-EGFP]305-431, karsilik gelen
5. Ve 6. bantlar ise yabanil tir Ste2p bandina goére daha yukarda ve molekuler agirliklarina
uygun sekilde ¢ozulmaslerdir. Tium protein bantlarinda gérilen ¢oklu bant paterni benzer
sekilde Ste2p reseptorunin farkl glikolizasyon formlarindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, her
sirada gorilen ylksek bantlar ise Ste2p reseptorinin dimer/oligomerlerini gostermektedir.
Yedinci sira Ste2p[N-EGFP]/Ste2p[C-EGFP eszamanli ifade eden hiicreleri, sekizinci sira ise
Ste2p[C-EGFP]305-431/Ste2p[N-EGFP]305-431  eszamanli  ifade eden  hicreleri

Ostermektedir. SN
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Sekil 5-7 Ste2p konstraktlarini ifade eden BJS21 maya hicrelernin western blot goérintisu. Sirasiyla, ilk bant
Ste2A hucrelerde yabanil tir Ste2p reseptéri (52 kDa), Ugten altiya kadar bantlar Ste2p[C-EGFP] (hesaplanan
=42 kDa), Ste2p[N-EGFP] (hesaplanan =51 kDa), Ste2p[C-EGFP]305-431 (hesaplanan =57 kDa) and Ste2p[N-
EGFP]305-431 (hesaplanan =66 kDa). Bant 7 Ste2p[C-EGFP] ve Ste2p[N-EGFP] eszamanli Ureten hiicreler; Bant
8 Ste2p[C-EGFP]305-431 ve Ste2p[N-EGFP]305-431 eszamanh Ureten hicreleri gdstermektedir. 1 — 8 batlar
afinite yoluyla saflagtirimis Ste2p N-terminali igin gelistirilen antireseptér serumu antikoru kullanilarak
gorintulenmistir.
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Sekil 5.8’de sunulmus olan Western blot'da Ste2p konstraktlar iki antikor kullanarak tespit
edilmigtir. Yesil bantlar afinite yoluyla saflastiriimis Ste2p N-terminali icin gelistirilen
antireseptér serumu antikoru ile tespit edilmis Ste2p konstraktlarinin, kirmizi bantlar anti-
mCherry antikor (16D7, Life Technologies, NY, USA) ile tespit edilmis Ste2p konstraklarini
goOstermektedir. Bunun icin iki adet sekonder antikor kullaniimistir; 680nm’de IRDye 680CW
Goat anti-rabbit IGg sekonder antikor (LI-COR, NE, USA) ve 800nm’de gdruntulenen IRDye
800CW Goat anti-rat IGg sekonder antikor kullaniimistir.

100kDa

Sekil 5-8 Ste2p konstraktlarini ifade eden BJS21 maya hiicrelernin western blot gériintiisii. ilk bant Ste2A
hucrelerde yabanil tir Ste2p reseptorii (52 kDa), 3-6 bantlar sirasiyla Ste2p[EGFP]305-431 (hesaplanan =75 kDa),
Ste2p[EGFP] (hesaplanan =60 kDa), Ste2p[mCherry] (hesaplanan =60 kDa) and Ste2p[mCherry]305-431
(hesaplanan =75 kDa) Ureten hiicrelerden ekstakt edilen proteinleri gdstermektedir. 1-6 bantlar afinite yoluyla
saflastinimis Ste2p N-terminali icin gelistirilen antireseptér serumu antikoru (yesil kanal) ile 5-6 bantlar anti-
mCherry antikor (kirmizi kanal) ile LI-COR Odyssey CLx Infrared Imaging System kullanilarak gérintilenmistir.

Cift promotorli vektorlere klonlanan, fonksiyonel oldugu ve dogru sekilde ifade edildigi
gosterilen Ste2p mCherry ve EGFP konstraktlari DK102 maya hicrelerinde transforme
edilerek FRET analizleri i¢in géruntilenmistir (Sekil 5-9, 5-10, 5-11).
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Isik alani Floresan Gorinti

Sekil 5-9 Ste2p[N-EGFP] ve Ste2p[C-EGFP] tasiyan U12 plazmidinin DK102 hicrelerinde ekspresyonu, dlgek 5
pm.

Isik alani Floresan Goruntdi

Sekil 5-10 Ste2p[N-EGFP]305-431ve Ste2p[C-EGFP]305-431 tasiyan U34 plazmidinin DK102 hicrelerinde
ekspresyonu, 6lcek 5 pm.
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Isik alani Floresan Gorunti

Sekil 5-11 Ste2p[N-mCherry] ve Ste2p[C-mCherry] tasiyan T67 plazmidinin DK102 hicrelerinde ekspresyonu,
Olgek 5 pm.

Bu drnek goérintilerden de anlasildigi gibi ikili reseptdr etkilesimleri ¢ift promotorlu vektérler
kullanilarak basarili bir sekilde maya hicrelerinde ifade edilmiglerdir. Denen tim reseptér
ciftlerinde beklenen floresan sinyal alinmis ve ¢odunlukla hiicre zarinda reseptdr dimerlesmesi

gOralmastar.
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5.3.1 Uclu kolokalizasyon deneyleri:

ikili etkilesimleri basarili bir sekilde tespit edilen reseptérler ile tam uzunlukta floresan
proteinlerin Uclu sekilde transfer edildigi maya hucrelerinde kolokalizasyon yontemi ile
reseptorlerin birlikte hldcre zarinda goéruldagu tespit edilmigtir (Sekil 5-12). Bu bulgular
reseptorlerin en az U¢ reseptérin bir araya gelmesiyle olusan kompleksler hainde hicre

zarinda bulunduklari yéniinde ipuglari vermektedir.

Yesil kanal Kirmizi kanal Isik alani Renkli kolokalize Kolokalize

Sekil 5-12 DK102 maya hiicrelerinde Ste2p konstraktlarinin iglii koekspresyonu; Ste2p[mCherry]305-431 ve
C-kuyrugu kesik BiFC cifti; Ste2p[N-EGFP] / Ste2p[C-EGFP]. Soldan saga 488 nm laser (yesil kanal) ile
uyarilan hicreler, 543 nm laser (kirmizi kanal) ile uyarilan hicreler, Isik alani gorintisi, kanallarin
birlestirilerek elde edilen kolokalize goriinti (RGB) ve yesil ve kirmizi kanallarin kolokalizasyonu ile elde edilen
gorunti (Olgek 5 um).
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5.3.2 Dortli FRET deneyleri:

ikili etkilesimi BiFC ve (gl etkilesimi BiFC-floresan kolakalizasyon deneyleriyle gosterilen
Ste2p reseptdrlerinin hicre zarinda doértli etkilesim icinde olup olmadiklarini aragtirmak igin
BiFC ve FRET yontemlerinin birlikte kullanildigi bir deney duzeneg@i kurulmustur. Bu
goéruntileme calismalarinda birbirleri ile etkilesen reseptdér dimerleri yesil ve kirmizi floresan
proteinlerin birlesme ve isimasini saglayacaklardir. Yesil floresan proteinin dondr, kirmizi
floresan proteininin de akseptdr olarak gorev aladigi FRET deneylerinde sinyal alinmasi dort
reseptoriin birbirleri ile tkilesecek kadar yakin bir mesafede (<10 nm) oldugunu
gOstermektedir. Bu deneyler icin ilk 6nce Dondr karisimi ve Akseptdr karisimi denen, donér
ve akseptorin FRET kanalinda isima verip vermedig kontrol edilmelidir. Sekil 5-13 de gdortlen
ve bu ¢alismada optimizasyonu yapilan mikroskop ayarlarinda alinmis goérinttlerde yanlizca
donér ya da yanlizca akseptor ifade eden hicrelerin FRET kanalinda géruntileri tespit

edilmemektedir.

Dondr ayarlari FRET ayarlari

Akseptor ayarlari FRET ayarlari

Sekil 5-13 Sadece Ste2p-EGFP (dondr) veya Ste2p-mCherry (akseptor) ifade eden hicrelerin goruntileri. (a)
EGFP donér gorintisd, ilk gorintl yesil kanal, ikinci gorinti FRET kanal siyah beyaz (b) mCherry akseptor
goruntisd, ilk goéruntt kirmizi kanal, ikinci gérunttl FRET kanal siyah beyaz (6lgek 5 pm).
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Donor ve akseptor floroforlarini olusturabilecek doért reseptérin birlikte ifade edildigi maya
hicrelerinde ise FRET kanalinda belirgin bir sinyal alinmaktadir (Sekil 5-14). Bu sinyalin dlsuk
seviyelerde olmasinin birgok sebebi olabilir. Dort floresan parcasinin uygun acilarda birbirleri
ile etkilesme olasiligi bu pargalarin reseptér proteinler Gzerindeki pozisyonuna ¢ok baglidir.
ilerleyen calismalarda bu umutverici sonuglar isiginda floresan protein pargalarin pozisyonlari
degistirilerek ya da maya hcreleri reseptor oligomerizasyonunu tesvik edebilecek ortamlarda
blyUtllerek bu doértli etkilesimler daha nicel bir sekilde tespit edilebilecek, resptorlerin
birbirleri ile etkilesimleri daha detayl bir sekilde ¢aligilabilecektir.

Donor Akseptor FRET FRET analiz

Sekil 5-14 DK102 hucrelerinde Ste2p EGFP BIiFC cifti ve Ste2p mCherry BiFC 4’lu ekspresyonunun FRET
gérintileri. ilk kolon donor gériintiis, ikinci kolon akseptér géruntiisi, tciincli kolon FRET gériintiisi, dérdincii
goruntd FRET analiz verisi (6lgek 5 pm).

Bu calismada ilk defa Ste2p reseptorlerinin (BiFC ve kolokalizasyon kullanilarak) en az 3’lu
gruplar olusturarak birbirleri ile etkilestikleri Sekil 5-12’de gdsterilmistir. Sekil 5-13 ve 5-14te
ise DK102 hicrelerinde eszamanli olarak ifade edildiginde Ste2p[N-EGFP], Ste2p[C-EGFP],
Ste2p[N-mCherry] ve Ste2p[C-mCherry] proteinlerinin 4’li etkilesimleri FRET metodu
kullanilarak gosterilmistir.
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5.4 Sonug

G-protein sinyal ve yonetimi temel prensiplerini olusturan: G-protein ve MAPK ile ilgili birgok
onemli sinyal mekanizmasi ’; MAP kinaz modulindn Gg katmanli yapisi ° ve kinaz yapi destek
(ing. scaffold) proteinlerinin *° varligi; Gg, alt-tnitesinin (ing. subunit) sinyal mekanizmasindaki
pozitif rolii 8, G-proteinlerin, G-protein sinyal regiilatér (RGS) proteinleri ile desensitizasyonu
- monoubikiitinlenmenin reseptor endositozundaki rolii ** 2 ilk kez maya hiicrelerinde,
feromon reseptorinin (Ste2p) model alinarak gdésterilmistir. Memeli hicrelerindeki GPKR
araciligiyla gerceklesen sinyal yolaklarinin ¢ogu islevsel ve yapisal olarak maya feromon
sinyal yolagina benzemektedir **; G-protein ve kinaz komponentleri dizinsel olarak memeli

sistemlerindeki karsitlariyla yliksek benzerlikler géstermektedir *°.

Proje dahilinde, yukaridaki ilklere yol acan maya hicreleri ve Ste2p reseptdrii model alinarak,
GPKR etkilesiminin yalnizca ikili bir eslesmeden ibaret olmadigi, Ug¢li ve doértli eslesmenin
varhigi ile gosterilmistir. Bu dogrultuda, EGFP parcalariyla isaretlenmis Ste2p dimeri (BiFC) ile
mCherry parcalariyla isaretli Ste2p dimeri (BiFC) arasindaki etkilesim; bir bagka deyisle dortlU
protein projede gelistirilen BiFC-BIFC-FRET teknidi ile gosterilmistir. Sekil 5-13’te sadece
EGFP veya mCherry parcalari ile isaretlenmis reseptorlerin bir araya gelmesiyle olusan Ste2p-
Ste2p dimerinin FRET sinyali vermedigi gorulmektedir. Sekil 5-14’te ise Ste2p-EGFP-Ste2p
dimeri ile Ste2p-mCherry-Ste2p dimerini yani 4 Ste2p konstraktini: Ste2p-N-EGFP, Ste2p-C-
EGFP, Ste2p-N-mCherry, Ste2p-C-mCherry Ureten hicrelerin FRET sinyali gérilmektedir.
Dortlli protein etkilesiminde FRET kanalinda tespit edilen sinyalde artis, reseptdrlerin dértli

etkilesimini gdstermektedir.

Bu calismada nitel olarak sunulan Uc¢li kolokalizasyon ve dortli FRET verileri
laboratuvarimizda geligtiriimekte olan goéruntu analiz yontemleri ile ve bir imageJ uygulamasi
(PixFRET) ile nicel olarak degerlendiriimektedir. ilerleyen aylar igerisinde yayinlanmasini
planladigimiz ve temellerini bu c¢alismaya dayandirdigimiz bir makalede nicel verilerin

sunulmasi planlanmaktadir.
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Bu projenin amaci, model bir G-proteine kenetli reseptor olan maya feromon reseptori
Ste2p?nin, Uglu ve dortlu eslemesinin ¢gift molekuillu floresan eslesme (BiFC) ve Forster
rezonans enerji transferi kullanilarak gosterilmesi, reseptér agonisti olan maya ?-faktér
feromonunun, Ste2p oligomerlesmesi tzerindeki olasi etkilerinin arastiriimasidir.

GPKRler, 6karyotlardaki en genis hucre zari reseptor ailesini olusturmaktadirlar. Hicre disi
kimyasal (hormonlar, nérotransmiterler, kalsiyum iyonlari v.b.) ve duyusal (1sik, koku ve tat
molekaulleri) gibi cok cesitli uyaranin algilanmasindaki rolleri géz éninde bulunduruldugunda,
GPKR ailesi en 6nemli duyu sistemlerinden biridir 1. Konunun secilmesindeki nedenler (¢
baslik altinda ézetlenebilir. ilk olarak, birgok hiicre disi uyaran, hiicrenin igine bu reseptorlerle
iletilmektedir 2. Ikinci neden, bu reseptérlerdeki mutasyonlar ve fonksiyonel problemler
diyabet, hiperkalsemi, hipertansiyon, hipotiroid, retinitis pigmentosa, obezite, kanser ve birgok
psikolojik hastaliklara neden olmaktadir 3. Uglincii olarak, receteli ilaglarin yaklasik %507?si
bu reseptorleri hedeflemektedir, dolayisiyla GPKRIler molekuler farmakoloji arastirmalarinin
odak noktasinda yer almaktadirlar 4. GPKR eslesmesi kabul gérmis bir olgudur, ancak
GPKRIerin ne amacla eslestikleri henuz bilinmemekle birlikte; bu eslesmenin reseptor
intdérnalizasyonu, olgunlasmasi, islev ve farmakolojisi Uzerinde 6nemli rolleri oldugu
distnlimektedir.

Daha 6nceki arastirmalarimizda yesil protein (EGFP) ve BiFC teknigini kullanarak Ste2p
proteinin kendisi ile etkilegimini tayin edilmistir. Bélunmugs EGFP parcgalari, N-EGFP, ve C-
EGFP ile yedinci transmembran bdlgeden hemen sonra isaretlenen Ste2p reseptdrleri maya
hicrelerinde ayni anda Uretildikten edildikten sonra, ikili reseptér eslesmesi BiFC metodu ile
gosterilmistir. Bu projede ise Ste2p reseptdrinun Gglu ve dortli etkilesimleri incelenmistir. Bu
amag dogrultusunda reseptér yedinci transmembrani takip eden bdlgeden hem tam
uzunluktaki mCherry floresan proteini hem de biri N-mCherry digeri C-mCherry protein
parcalari ile igsaretlenmistir. Proje kapsaminda, EGFP ve mCherry floresan proteinleriyle ve bu
proteinlerin pargalariyla isaretlenmis Ste2p reseptdrlerinin, konfokal mikroskop, BiFC ve
FRET yontemleri kullanilarak ¢oklu etkilegimleri incelenmisgtir.

Bu proje neticesinde model GPKR olan Ste2p maya feromon reseptor eslesmesinin yalnizca
ikili bir etkilesimden ibaret olmadigi, tg¢li ve dortll bir etkilesimin varligi gésterilmistir. Ste2p
ikili etkilesimi ile ilgili yapilmis arastirmalar bu model GPKR?nin agonistinin, eslesmeye
herhangi bir etkisinin olmadigini géstermis; ancak ?-faktoriin coklu reseptor etkilesimini
etkileyebilecegdi yoninde bir hipotez sunmustur. Bu projede ligandin ¢oklu reseptdr
etkilesimine etkileri de arastiriimistir. Proje sonucunda elde edilen bulgular, GPKR tetramer
etkilesmesinin mevcut literatiire 6nemli katkilarda bulunacagdi 6ngérisindeyiz.

Anahtar Kelimeler:

GPKR, konfokal mikroskobi, iki moleklli floresan birlesme (BiFC), Forster enerji transferi
(FRET)
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