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OZET

Hiicreler arasinda norotransmiterler, hormonlar, otakoidler gibi kimyasal mediyatorler ile
iletilen sinyallerin biiylik bir boliimii G proteinlerine kenetli reseptorlerle (GPCR) algilanir.
Tipta kullanilan ilaglarin %70’inin  hedefini olusturan bu reseptdrlerin sinyal iletme
mekanizmalarinin ayrintilar1 giincelligini koruyan sicak arastirma alanlarindan biridir. Bu
calismada bu reseptorlerin molekiiler aktivasyon mekanizmasinin daha iyi anlasilmasina
katkisi1 olabilecek bir konstitiitif aktivator mutasyon (insan 2-reseptoriinde F282L), yaban tip
reseptor ve CAM mutantiyla karsilastirmali olarak incelenmistir. Calismada, heterolog
transfeksiyon i¢in HEK 293 hiicreleri ve bu reseptorlerin prototipik bir 6rnegi olan insan [32-
adrenoseptorii deneysel model olarak kullanilmigtir. F282L mutantinin, ligand baglama sinyal
iletme gibi 6zelliklerinin yani sira hiicre i¢i dagilimi ve trafigini incelemek iizere yesil floresan
protein ve onun bir variyanti olan dendra proteini ile yaban tip ya da mutant reseptdrlerin
birlesik (fiizyon) proteinleri elde edilmis ve bu tiir ¢calismalara teknolojik altyapi olusturmak
tizere bu birlesik proteinleri eksprese eden kalici hiicre klonlar1 elde edilmistir. Bu ¢alisma,
fotokonversiyon ozelligi gosteren dendra-reseptor flizyonunun elde edildigi, bu flizyon
proteininin fonksiyonel oldugunun gosterildigi ve bu ara¢ kullanilarak reseptoriin hiicre
zarindaki tek yonlii hareketinin gézlenebildigi ilk ¢alismadir.

Calismada elde edilen bulgular soyle 6zetlenebilir: 1) Reseptoriin ligand baglanma bolgesine
yakin bir noktada VI. transmembran heliks iizerinde bulunan F282L mutasyonu [32-
adrenoseptorii (Gs ve adenilat siklaza kenetlenmek bakimindan) konstitiitif olarak aktive
etmektedir. 2) F282L-mutantinin konstitiitif aktivite 6zellikleri ve ligand baglama paterni
agonist ile bagli reseptorii taklit ettigi diisiiniilen CAM mutantindan farkli bulunmustur. 3)
F282L-B2-adrenoseptor mutantinin hiicresel dagilimi yine CAM mutantininkinden (ya da
yaban tipinkinden) farkli bulunmustur. 4) Tiim reseptor tiirlerinin hiicre zarinda en az iki farkli
difizif havuz olusturduklar1 saptanmistir. Bu bulgular B-adrenoseptoriin farklt molekiiler
aktivasyon mekanizmalarinin olabilecegine ve reseptoriin birden fazla aktif durumunun
varligina isaret etmektedir. F282L mutantinin gézlenen bu 6zellikleri tezin son boliimiinde bir
kuramsal denge modeli ¢ercevesinde agiklanmuistir.

Anahtar Kelimeler: f>-Adrenerjik Reseptor, Hiicre ici Protein Trafigi, Mutasyon, Protein-
Protein Fiizyonu, Yesil Floresan Protein.



Visualing Intracellular Distribution of Wild Type and Mutant b2-Adrenergic Receptor

by Means of Green Fluorescent Protein Fusion.

ABSTRACT

A large part of the signals transferred between cells by neurotransmitters, hormones, autacoids
are perceived by means of G protein coupled receptors (GPCR). One of the hottest areas of
modern therapeutics is studying the signaling mechanisms of these receptors, which constitute
the main target of drugs used in medicine (70% of all available therapeutics target the GPCR).
In the present study, a relatively unknown constitutive activating mutation (F282L in human
b2-receptor) was investigated on a comparative basis (with wild type receptor and CAM
mutant) to contribute a better understanding of the molecular activation mechanisms of GPCR.
HEK 293 cells were used for heterologue transfection and human b2-adrenoceptors (as a
prototypical example of GPCR) were used as the experimental model. Ligand binding and
signaling properties of F282L mutant, compared to wild type and CAM receptor were
investigated in purified membrane preparations or in intact cells. In order to investigate
intracellular distribution or trafficking of F282L mutant compared to wild type and CAM
mutant, fluorescent protein (GFP or dendra) fusions with the relevant receptors types were
obtained. Cell clones that stably express these fusion proteins were also obtained as a
experimential tool. In this respect, the present study is the first one in the literature where a
receptor-dendra fusion was constructed, expressed, and shown to be functional and
photoconvertible. The latter property of the fusion protein allows one to investigate
unidirectional motion of the receptor in plasmalemma.

Results of the present study can be summarized as follows: 1) F282L mutation in human 32-
adrenoceptor in transmembrane helix VI at a position close to the ligand binding site lead to
the constitutive activity of b2-adrenoceptor (in terms of activating Gs and adenylyl cyclase),
2) Constitutive activity and ligand binding patterns of the F282L mutant were different from
that of CAM mutant, which has been considered to be imitating agonist-bound receptor. 3)
Cellular distribution of F282L-b2-adrenoceptor was found to be different from that of CAM
mutant. 4) For all kinds of b2-AR investigated here, two different diffusive pools (fast and
slow) were observed in the cellular membrane. These findings indicate that the molecular
activation mechanism of b2-adrenoceptor may not be unique and that b2-adrenoceptor may
possess more than one active state. Such properties of F282L mutant were explained in the last
part of this dissertation in a framework of an equilibrium model.

Key words: b2-Adrenergic Receptor, Green Fluorescent Protein, Intracellular Protein
Trafficking, Point Mutation, Protein-Protein Fusion
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TESEKKUR

Biyoteknoloji doktorasi egitimim siiresince G proteine kenetli sinyal iletimi lizerine ¢aligtim.
Bana arastirma olanagi saglayan ve calismanin her asamasinda yakin ilgi ve onerileri ile beni
yonlendiren danisman hocam, Sayin Prof. Dr. Ongun Onaran’a (Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi) ve calismalarim siiresince yardim gordiigiim Saym Prof. Dr. Ozlem Ugur’a
(Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi), Doktora &grencisi Saym Ali Kaya’ya (Ankara
Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii), Molekiiler Biyoloji ve Teknoloji Arastrma ve
Gelistirme Birimi’nin biitiin elemanlarina, konfokal mikroskopi i¢in bize laboratuarini agan ve
yardime1 olan Prof. Dr. Nuhan Purali’ya (Hacettepe Universitesi Biyofizik ABD) ve Doktora

egitimim siiresince biitiin Biyoteknoloji Enstitiisiindeki hocalarima tesekkiirlerimi sunarim.

Olga ALTUNTAS
Ankara, May1s 2007.

Bu tez Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii tarafindan desteklenen “G proteinine
Kenetli Sinyal Iletim Sistemlerinde Proteinler Aras1 Etkilesimlerin ve Protein Komponentlerin
Hiicre i¢i Trafiginin Yesil Floresan Protein (YFP) Fiizyon proteinleri Araciligiyla

Incelenmesi” proje kapsaminda yapilmustir.
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1. GIRIS

Bu tez calismasinin amaci, G proteinlerine kenetli reseptorlerin prototiplerinden biri olan [3-
adrenerjik reseptoriin (B-adrenoseptoriin) molekiiler aktivasyon mekanizmasiyla ilgili bilgi
birikimine katkida bulmaktir. Bu amagla, 6zellikleri ¢ok az bilinen bir konstitiitif aktif
reseptor mutant1 (F282L) elde edilmis ve bu mutantin sinyal iletme, ligand baglama ve hiicre
ici dagilim ozellikleri yaban tip ve 6zellikleri daha iyi bilinen CAM mutanti ile karsilastirmali
olarak degerlendirilmistir. Tezin Kuramsal Temeller bolimiinde, calismanin amaci ve

stratejisi bu konuyla ilgili bilgi birikimi baglaminda degerlendirilmistir.

Bu amacin yan sira bu tezde, 6zelde B-adrenerjik reseptorlerin, genelde G proteinlerine
kenetli reseptorlerin hiicre i¢i trafigini canli hiicrelerde tek yonlii olarak incelemeyi saglayacak
bir teknoloji gelistirilerek bu tiir caligmalara yontemsel altyap1 saglamak amacglanmistir. Tezin
yontem, bulgular, sonu¢ ve tartisma bdliimiinde tiim bu araglar, elde edilen sonug ve iirlinler

bu amaglar dogrultusunda sunulmus ve tartisilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Organizmanin karmasik dengesini silirdiirmesindeki en 6nemli etkenlerden biri organizmayi
olusturan hiicrelerin  birbirleriyle iletisimidir. Bu iletisim, hiicrelerin salgiladiklar
norotransmiterler, hormonlar, otakoidler gibi kimyasal mediyatorler araciligiyla saglanir. Bu
kimyasal sinyaller genellikle hiicre zarindaki reseptdrler tarafindan algilanir. Sinyal molekiiliinii
0zgiin olarak baglayan reseptor molekiiliinde olusan konformasyon degisikligi, hiicre i¢indeki
cesitli biyokimyasal kaskadlar tetikleyerek sinyalin hiicre i¢inde yayilmasina yol acar. Sonunda
hiicre iginde ilerleyen sinyaller hiicrenin metabolik sebekesince integre edilerek kas kasilmasi,
salgilama, noéronal ateslenmenin saglanmasi ya da modiilasyonu, gen ekspresyonunlarinin
regiilasyonu, hiicre ¢ogalmasmin ya da diferansiyasyonunun diizenlenmesi, 6zel metabolik
aktivitelerin ortaya c¢ikmasi gibi gesitli biyolojik yanitlara doniistiiriiliirler. Kimyasal sinyalleri
algilayan bu membran reseptorleri, G proteinlerine kenetli reseptorler (GPCR), iyon kanal
reseptorler, tirozin-kinaz reseptorler gibi ¢esitli guruplarda toplanabilir (Donaldson et al. 1997).
Bunlar i¢inde G proteinlerine kenetli reseptorler ve bu reseptorlerin sinyal iletmesinde rol alan G
proteinleri, bilinen en yaygin transmembran sinyal iletim sistemi ailesini olusturur (Gilman
1987). Binden fazla iiyesi bulunan bu reseptor ailesi dogada bilinen en biiyiik protein ailesidir

(Dohlman et al. 1991, Neer 1995, Bourne 1997, Wess 1997, Marinissen and Gutkind 2001).

G proteinlerine kenetli reseptorler aracili transmembran sinyal iletiminde baglica {i¢ bilesen
yer alir: 1) Reseptor, 2) G proteini ve 3) efektor. Asagida bu bilesenlerle ilgili bilinenler ve

sinyal iletim mekanizmasinin nasil ¢alistig1 kisaca 6zetlenmistir.

Reseptor: G proteinlerine kenetli reseptorler, hiicre zarin1 yedi kez gecen, yedi heliks yapidan
olusan, amino terminali hiicre disinda karboksi terminali ise hiicre i¢inde olan tek zincirli
integral membran proteinleridir (Strader et al. 1994). Bu yedi heliksli tek zincirli yap1 hiicre
disinda ve i¢inde heliksleri birbirine baglayan tiger halka olusturur. Hiicre i¢inde yer alan 2., 3.
halkalar ve karboksi terminali reseptdriin G proteinleriyle etkilesip G proteinini aktive
etmesinde kritik rol oynamaktadir (Hedin et al. 1993, Tian ef al. 1994). Bu yap1 Sekilde 1.1.

sematik olarak gosterilmistir.



Sekil 1.1. G proteinlerine kenetli reseptorlerin yapisinin sematik

gosterimi. Hiicre zart diizlemine asagr yukari dik duran 7 tane

heliks  silindirlerle  simgelenmis,  romen  rakamlariyla
numaralandirilmigtir. Birinci ve 7. heliklerden kaynaklanan amino
I ve karboksi terminalleri gri renkle gosterilip N ve C harfleriyle
IvV|v belirtilmistir. Heliksleri hiicre disinda ve iginde birbirine

baglayan halkalar sirasiyla e ve i harleriyle gosterilip arap

il rakamlariyla numaralanmigtir.

Agonist uyarisiyla aktive olan reseptoriin bu sinyali hiicre i¢i efektdrlere G proteinlerini
araciligryla iletmesi tim G proteinlerine kenetli reseptorlerin ortak islevsel ozelligidir. Her
reseptor tiiri baslica 4 tip G proteini gurubundan birine kenetlidir: Gs-adenilat siklaz
aktivasyonu, Gi/o-adenilat siklaz inhibisyonu, Gq-fosfolipaz C inhibisyonu, Gz, Gis-

efektorleri bilinmiyor (Conklin and Bourne 1993, Rens-Domiano and Hamm 1995).

Reseptorler hiicre dis1 ortamda bulunan kimyasal sinyalleri (ndrotransmitter, hormon, otakoid,
koku ya da tat molekiilleri, ya da bunlardan herhangi birini taklit eden ila¢ molekiillerini)
tersinir olarak bagladiklarinda reseptorde olusan konformasyon degisiklikleri reseptoriin hiicre
icinde bulunan sinyal partnerleri tarafindan algilanir ve sinyal bdylece hiicre igine iletilmis
olur. Dogal kimyasal sinyallerin neredeyse hepsi bu reseptorlerde agonistik etki yaparken, ilag
olarak kullanilan ya da kullanilmayan yapay ligandlar ya da bazi dogal kaynakli maddeler bu
reseptorlerde agonistik, antagonistik ya da invers agonistik etki gosterebilirler (Rossier et al.
1999). Genellikle bu reseptorler belirli dogal sinyal molekiillerine 6zgii olacak bigimde
evrimlesmiglerdir ve bdyle isimlendirilirler (Adrenerjik, kolinerjik, serotoninerjik reseptorler
ya da prostaglandin, GABA, TSH, reseptorleri gibi). Bugiine dek degisik ligandlar i¢in degisik
tiirlerden yiizlerce reseptor klonlanmistir (Dingledine ef al. 1990). Bunlar iginde 151k reseptorii

olan rodopsinin ii¢ boyutlu yapisi da kisa bir slire 6nce aydinlatilmistir (Palczewski et al.



2000). Bu reseptorler aminoasit dizileri géz oniine alinarak {i¢ gruba ayrilmistir: 1) Rodopsin
benzeri A grubu, 2) kalsitonin reseptorii benzeri B grubu, 3) metabotropik glutamat reseptorii

benzeri C gurubu (Gether and Kobilka 1998).

Bu reseptorlerin ligandla regiilasyon mekanizmasi genellikle su sematik modelle anlatilir:
Reseptoriin partnerleriyle etkilesebildigi aktif formu (R*) ile bu yetenege sahip olmayan
inaktif formu tersinir bir denge ig¢indedir. Reseptore ligand baglanmasi bu dengeyi
etkilemeyebilir ya da bu dengeyi aktif ya da inaktif form lehine degistirebilir. Bu 6zelliklere
sahip ligandlar sirasiyla notral antagonist, agonist ya da invers agonist olarak adlandirilirlar
(Lefkowitz et al. 1993, Samama et al. 1993 ). Ancak reseptoriin bu aktif ya da inaktif formunu
belirleyen molekiiler ayrintilar bugiin bilinmedigi gibi bu formlarin yukaridaki basit semada
belirtildigi sekilde “tek” olup olmadiklar1 da bugiin sicak bir tartisma konusudur (Onaran ve
Costa 2001). Agoniste 6zgii sinyal trafigi (McCune ef al. 2000), liganda 6zgii konformasyon
degisikligi (Gether et al. 1995, Kenakin 1997) gibi gozlemleri agiklamakta giigliik ¢ikaran bu

nokta burada sunulan ¢aligmada ele alinan konulardan biridir.

Bu reseptorlerin membrandaki miktarlar1 hiicre disindaki sinyallerin hiicre tarafindan
algilanma verimini etkileyen Onemli bir faktordiir. Dolayisiyla, membrandaki reseptor
ekspresyonu hiicre tarafindan dinamik bir bicimde kontrol edilmektedir (Milligan and Bond
1997). Bu diizenlemedeki 6nemli parametrelerden biri de hiicre disindaki sinyal genligine
bagli olan reseptdr desensitizasyonu ve internalizasyonudur (Von Zastrow and Kobilka 1994,
Yu et al. 1997, Mhaoty-Kodja et al. 1999). Bu siirecin reseptoriin aktif formuyla iligkili olmasi

da bu ¢alismada ele alinacak konulardan biridir.

G proteini ve Efektorler: G proteinleri, hiicre disindaki sinyali algilayan reseptorlerden
sinyali hiicre i¢ine ileten transdiiserlerdir. Membranin hiicre i¢ine bakan yiizeyine bagli olan
bu proteinler o, B ve y olarak adlandirilan alt birimlerden olusan heterotrimerlerdir. Alfa alt
birimi, Ras gibi kiigilk GTPazlarla benzerlik gosterir ve G proteininin reseptér ve efektor
spesifisitesini belirler. Diger iki alt birim ise heterotrimerik G proteinlerine 6zgiidiir (Gilman

1987). Simdiye kadar 20 o, 6 B ve 12 y gen iirlinii bildirilmistir (Hamm 1998). Alfa alt birimi,



guanin niikleotit baglama ve bagli GTP’yi GDP’ye hidroliz etme yetenegine sahip bir
GTPaz’dir. Bu 6zellik G proteinlerinin aktivasyon ve sinyal iletme mekanizmasinda énemli
bir rol oynar (asagida agiklaniyor). G proteinleri etkilestikleri efektorlere gére guruplanirlar ve
amino asit dizilerindeki farklara ve benzerliklere gore simiflandirilirlar. G proteinlerinin
etkilestigi birka¢ temel efektor gurubu vardir: 1) adenilat siklaz (ATP’den ikinci haberci
cAMP sentezleyen enzim), 2) Fosfolipaz C (inozitol fosfolipitlerden, IP3 ve diagilgliserol gibi
ikinci habercileri sentezleyen enzim), ve 3) cesitli iyon kanallar1 (Kukkonen et al. 2001). G
proteinlerinin reseptor tarafindan aktive edilmesi ve sinyalin iletilme mekanizmasi sdyle
Ozetlenebilir: G proteinlerinin GDP-bagli heterotrimerik formu inaktiftir. Aktive olmus
reseptdr, Go altbirimine bagli GDP’nin disosiyasyonunu hizlandirarak hiicre i¢i ortamda
bulunan GTP’nin Ga iizerinde GDP ile yer degistirmesini katalizler. GTP baglamis
heterotrimer Ga-GTP ve Gy olarak ayrisir. Hem Go-GTP hem de GPy ayri ayn efektorlerin
aktivitelerini modiile etme yetenegine sahiptir. Bdylece reseptor sinyali hiicre i¢ine iletilmis
olur. Goa alt biriminin GTPaz aktivitesi, kendi iistiinde bagli bulunan GTP’nin GDP’ye
donlismesini ve heterotrimerin reasosiyasyonunu, yani inaktivasyonu saglar. Bu dongi

reseptor aktif kaldigi stirece devam eder (Gilman 1987). Tiim bu senaryo Sekilde 1.2. sematik

olarak 6zetlenmistir.

—GTP
—> Efektor Regulasyonu

inaktivasyon (GTPaz)

Pi

Sekil 1.2. Reseptor-G proteini aracili sinyal iletimi ve aktivasyonun sematik gésterimi. Aktif ve inaktif reseptér
swrasyla R* ve R, G proteini alt birimleri ise a, f, y olarak simgelenmistir.



Reseptor proteininin yani sira G proteini aktivitesinin diizenlenmesinde RGS (G-protein sinyal
regiilatorleri (Dohlman and Thorner 1997)) ve AGS (G-protein sinyal aktivatorleri (Blumer et
al. 2005)) gibi sinyal proteinlerinin de rol aldig1 bilinmektedir.

Bugiin tedavi amaciyla tipta kullanilan ilaglarin %70’inin G proteinlerine kenetli reseptorleri
hedefliyor olmasi, bu sinyal ileti sisteminin iyi arastirilmig bir prototipik sinyal iletim sistemi
olmasi, tasidigr potansiyel dnem gibi faktorler bu sisteme olan bilimsel ve teknolojik ilgiyi
sicak tutmaktadir. Giincel olarak en sicak konulardan biri de bu reseptorlerin molekiiler
aktivasyon mekanizmalarinin anlagilmasidir. Ancak yogun calismalara ragmen bu konu

giintimiizde ¢ok iyi anlagilmis degildir.

Son on yil i¢inde kesfedilen ya da yapay olarak olusturulan bazi reseptér mutasyonlar1 bu
konudaki c¢alismalarda énemli bir ¢igir agmistir. Bu mutasyonlar i¢inde reseptorde konstitiitif
aktiviteye yol aganlar ozellikle ilgi ¢ekmektedir ¢iinkii konstitiitif aktif mutant reseptorlerin
birgok bakimdan agonist ile bagli reseptorii taklit ettigi diisliniilmektedir. Bu mutantlar,
agonist yoklugunda G proteinini aktive edebilmekte, yaban tip reseptdre gore agonistlere,
noétral antagonistlere ve invers agonistlere sirasiyla daha yiiksek, ayni ya da daha diistik afinite
gostermekte, ve yaban tip reseptore gore daha hizli duyarsizlagsmaktadirlar (Samama et al.
1993, Lefkowitz et al. 1993). Ancak yapilan ¢alismalar her konstitiitif aktif reseptoriin aslinda
aym fiziksel reseptor konformasyonuna yol agmadigina isaret etmektedir, bu da reseptoriin
birden fazla aktif durumu olabilecegini diisiindiirmektedir (Onaran ve Costa 2001). Dogal
olarak olusmus konstitiitif aktif reseptor mutantlarinin insanda retinis pigmentosa (Spiegel
1996), otoimmiin hastaliklar (de Ligt et al. 2000), puberta precox (Shenker et al. 1993) gibi
patolojilere yol agmalarmin yani sira yukarida belirtilen nedenlerle bu mutantlar reseptor
aktivasyon mekanizmalarinin molekiiler diizeyde anlasilmasi konusunda yapilan ¢alismalarda
Oonemli birer arag¢ olarak goriinmektedir (bu konuda iyi bir derleme i¢in (Milligan et al. 2003,

Costa ve Cotecchia 2005 )’e bakiniz).

Konstitiitif aktiviteye yol agan mutasyonlarin prototipleri adrenerjik reseptorlerde

olusturulmustur; bunlar ac1b adrenoseptordeki A303E mutasyonu (Kjelsberg ef al. 1992) ya da



2-adrenoseptorde VI transmembran heliksin sonunda olusturulan CAM mutasyonudur
(Samama et al. 1993, Lefkowitz et al. 1993). Bu prototipik mutasyonlara ve reseptorlerin
DRY motifinde yapilan bir¢ok baskalarina ek olarak son zamanlarda once o sonra -
adrenoseptorlerde olusturulan  F282L mutasyonudur (Chen et al. 2002). Ballesteros
numaralamastyla 6.44 olarak bilinen bu pozisyon, 6. helikste ligand baglanma bolgesine yakin
ama bagl ligantla dogrudan etkilesmeyen, rodopsin benzeri reseptdrlerde korunmus olarak
fenilalanin rezidiisii tasimaktadir. Bu aminoasitin 10sine g¢evrilmesi reseptorde konstitiitif
aktivite olusturmaktadir. Bu pozisyonun ligand baglanma bdlgesine yakin olmasi, bu
mutasyonun ligand baglanmasiyla G proteini aktivasyonu arasindaki allosterik iligkiyi
incelemek bakimindan iyi bir ara¢ olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak literatiirde bu
mutantin  konstitiitif aktivasyon yetenegine sahip olmasi disinda higbir Gzelligi

incelenmemistir.

Bu tezde yapilan galismalarin baslica iki amaci vardir: 1) Ozellikleri neredeyse hig bilinmeyen
F282L mutasyonunu insan 2-adrenoseptorlerinde olusturmak ve bu mutantin sinyal iletim ve
hiicre i¢i dagilim 6zelliklerini yaban tip ve prototipik konstitiitif aktif CAM reseptorleriyle
karsilagtirmali olarak incelemek, 2) Reseptorlerin hiicresel dagilimini ve trafigini canlh
hiicrede incelemeyi miimkiin kilan reseptor-floresan protein (ya da G proteini-floresan protein)
flizyonlarini elde etmek, bunlar1 6nce plazmit vektorlerde sonra heterolog memeli ekspresyon
sistemlerinde eksprese ettirip klonlamak. Boylece hem burada sunulan ¢alismalarda

kullanilan, hem de benzeri ¢alismalarda kullanilabilecek hazir bir teknolojik iiriin saglamak.

Bu amagla insan [2-adrenoseptorleri ve HEK-293 (Human Embrionic Kidney) hiicreleri
caligma modeli olarak secilmistir. Bir deniz anasi tiirlinden (Aequorea victoria) klonlanip
gelistirilmis yesil floresan protein (GFP) (Rademarker 1985) ve bir mercan tiiriinden ¢ok yeni
klonlanmis olan dendra proteini (Gurskaya et al. 2006), floresan fiizyon protein partnerleri
olarak kullanilmistir. Spektral fotokonversiyon gosterebilen dendra proteini hiicresel reseptor
trafigini sayisal olarak incelemek bakimindan essiz bir ara¢ gibi goriinmektedir ve G proteini
aracili sinyal iletim sisteminin incelenmesinde daha Once hi¢ kullanilmamistir. Bu

calismalardan elde edilen sonuclar hem reseptoriin aktif konformasyon repertuar1 ilgili



bilimsel sorulara yanit vermek bakimindan, hem de reseptdr ve G proteinlerinin hiicresel
trafigini (reseptor aktivasyonuna bagli olarak) incelemek i¢in kullanilabilecek teknolojiler

bakimindan ilgili boliimlerde ayrintilartyla tartisilmistir.

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal



3.1.1. Hiicre Kiiltiiri

Bu caligmada kullanilan hiicre dizileri ve ozellikleri asagida bir tablo halinde verilmistir.
Butiin hiicreler %10 fotal sigir serumu (FSS) ve 100 U/ml Penisilin, 100 pg/ml Streptomisin
iceren DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium) i¢inde, 37° C sicaklik ve %5 CO;’li

ortamda ¢ogaltilmistir.

Cizelge 1.1. Elde edilen ve deneylerde kullanilan hiicreler ve ozellikleri

Koken Ekspresyon ozellikleri
HEK-293 Insan embriyonel bobrek | Cok az miktarda endojen P-AR
hiicresi (bu c¢alismada | ekspresyonu (200  fmol/mg
kullanilan heterolog | membran proteini)
konak¢1)
HEK (BAR) HEK-293 B2-AR over-ekspresyonu (40
pmol/mg membran proteini)
HEK (BAR CAM) HEK-293 Konstitiitif — aktif mutasyonu

tastyan B,-AR over-ekspresyonu
(24 saat 100 nM alprenolol ile

inkubasyondan  sonra  ~30
pmol/mg membran proteini)
HEK (BAR F282L) HEK-293 F282L konstitiitif aktif

mutasyonu tastyan [,-AR over-
ekspresyonu (24 saat 100 nM
alprenolol ile inkubasyondan
sonra ~10 pmol/mg membran

proteini)

HEK (BAR-GFP) HEK-293 B,-AR-GFP  fiizyon proteini
ekspresyonu

HEK (BAR F282L-GFP) | HEK-293 B,-AR-F282L-GFP fiizyon
proteini ekspresyonu

HEK (BAR-Dend) HEK-293 B>-AR-Dendra fiizyon proteini
ekspresyonu

HEK (BAR CAM-Dend) | HEK-293 B,-AR-CAM-dendra fiizyon
proteini ekspresyonu

HEK (BAR F282L-Dend) | HEK-293 B>-AR-F282L-dendra  fiizyon

proteini ekspresyonu




Bu hiicrelerin elde edilmesi ve sinanmasiyla ilgili yontemsel ayrintilar (cDNA konstraktlarinin

hazirlanmasi, transfeksiyon ve klon se¢imi) asagida verilmistir.

3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler ve materyal

Proteaz inhibitor kokteyli (1 697 498), GTP (106 399) Roche’den, Izoproterenol (I-6504),
Alprenolol (A-8676), Timolol (T-6394) Sigma’dan, ICI 118,551 (0821) Tocris’ten, ATP (519
987) Roche’den I-CYP ARS Ins.’ten, Lipofektamin Invitrogen’den, DMEM (A 1986-9010),
EDTA (B4135) ApplyChem’den, Fotal Sigir Serumu (04-007-1B) Biological Industries’den,
Kanamisin Carlo Erba’dan, IBMX (I-7018), MTT kit (12k8412) Sigma’dan, agaroz (BP
1356-100), TRIS (BP-154-1), sukroz (BP220-212), Etidium bromid (BP 102-5) Fisher
Biotech’ten, marker O’Range Ruler (SM 0653), Dpn I (ER 170) T4 DNA Ligaz (202L), T4
DNA Ligaz buffer (360L) Fermentas’tan, Kpnl (142L), Hind III (104L), Xhol ( 146Y9),
Alkalin Fosfotaz (290S) BioLabs’tan temin edilmistir. Diger tiim standrat maddeler
(tamplonlar, tuzlar, alkoller, deterjanlar ve merkoaptoetanol gliserol gibi bir ¢ok organik

madde) miimkiin olan en yiiksek saflikta Sigma ya da Fisher Scientific’den satin alinmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. cDNA konstraktlarimin elde edilmesi

Burada sunulan biitiin caligmalarda pCDNA3 vektorii lizerinde klonlanmis insan [32-
adrenoseptorii cDNA’s1 (T. Costa, ISS, Roma, italya tarafindan gonderilmistir), pEGFP-N1
vektoriinde klonlanmis GFP ¢cDNAsi (Clontech, USA), pDendra2-N vektoriinde klonlanmis
dendra floresan proteini cDNA’s1 (Lukyanov, Moskova, Rusya, tarafindan gonderilmistir) ve
pCDNA3.1+ vektdriinde klonlanmis sican Gas proteini cDNA’s1 (Prof. Dr. Ozlem Ugur

tarafindan hazirlanmistir) kalip ya da kaynak olarak kullanilmustir.

3.2.1.1. “Site-directed mutagenesis” yontemi
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Insan P2-AR iizerinde konstitiitif aktivasyona yol acan mutasyonlar, “site-directed
mutagenesis” teknigi ile yapilmistir. Kisaca, mutasyon yapilacak noktanin +/- 15 baz ilerisini
ve gerisini kapsayan ve mutasyonu igeren iki tam komplementer primer kullanilarak ilgili
cDNA’y1 da igeren tiim sirkiiler vektdr, PCR tepkimesiyle kopyalanmis, bakteri kdkenli
(nonmutant) plazmitler metilli DNA’y1 secici olarak yikan dpnl enzimi ile parcalanarak kalan
vektor plazmitler yeniden E. coli’de (Dh5a susu) klonlanmistir. Klonlarin mutasyon igeren
plazmit tastyip tasimadiklart DNA dizi analiziyle saptanmistir. Reseptérde F282L mutasyonu
icin kullanilan iki primer dizisi sunlardir: 1) 5°-ATC ATG GGC ACT TTG ACC CTC TGC
TGG CTG-3’, 2) 5-CAG CCA GCA GAG GGT CAA AGT GCC CAT GAT-3’. CAM
mutasyonu Prof. Dr. Ozlem Ugur (A.U.T.F. Farmakoloji Ab.D.) tarafindan bu calisma

baslamadan 6nce ayn1 yontemle hazirlanip klonlanmustir.

3.2.1.2. P:-adrenoseptor-floresan protein fiizyonlar:

Insan P,-adrenoseptorii ve mutantlari pCDNA 3.1 plazmitleri iizerinde PCR tepkimesi
kullanilarak ¢ogatildi. Bunun igin iki primer kullanildi: forward primer (5’ ucunda Xhol
bolgesi icerecek sekilde), 5’-AGCCTCGAG-ATGGGGCAACCCGGGAA-3’ ve reverse
primer (5° wucunda HindIlll bolgesi igerecek sekilde): 5’-AGCAAGCTTCAGC-
AGTGAGTCATTTGTACTACAATTCC-3’. PCR tepkimesiyle ¢ogaltilan cDNA’lar agaroz
jel elektroforezinden saflastirildi. Saflastiran ,-adrenoseptor cDNAsi, GFP cDNAsi tagiyan
pEGFPN1 plazmitindeki ¢oklu klonlama bdlgesinde bulunan Xho I ve Hind III enzim
bolgeleri arasina yerlestirildi. Ligasyon iirlinleri Dh5a E. coli susunda klonlanarak B-AR-GFP
fiizyon plazmitini tasiyan klonlar secildi. CAM mutasyonu tasiyan [,-adrenoseptorde
mutasyon nedeniyle olugsan ikinci Xhol bolgesi nedeniyle bu reseptoriin cDNAsi ilgili vektore
iki ardisik ligasyonla tasindi. Once, Xhol-HindIII enzimatik tepkimesiyle olusan kiiciik parca
safagtirtlip, Xhol-HindIIl enzimleriyle linearize edilmis pEGFPNI1 plazmiti {izerine
yerlestirildi ve klonlandi. Sonra, iki ucu da Xhol bdlgesi tasiyan biiyiik parga, bir dnceki
klondan elde edilen ve Xhol enzimi ile linearize edilmis plazmite yerlestirilerek yeniden
klonlandi. F282L mutasyonunun ise bdyle bir 6zelligi olmadigindan yaban tip reseptor gibi

islem gordii.

11



Dendra protein ile reseptor flizyonunun elde edilmesinde kullanilan taktik ve yontem tiim
ayrmtilartyla GFP i¢in uygulamanla aynidir. Ciinkii Dendra proteinin cDNAs1 da GFP igeren
plazmitte klonlamistir ve bu plazmitinde ‘‘multiple cloning’’ bolgesi pEFGFP N1 ile aynidir.

3.2.1.3. DNA dizi analizi

Biitiin konstraktlar, tim dizi analizleri yapilarak ¢cDNA’larda PCR kopyalamasi sirasinda
istenmeyen mutasyonlarin olusma olasiligi bakimindan kontrol edildi. Dizi analizleri florofor
isaretli di-deoksi ve isaretsiz deoksi niikletotit karigimlari ile PCR yontemi kullanilarak
yapildi. Bu amagla optimize edilmis bir ticari kit kullanildi (Applied Biosystems, BigDye
Terminator v3.1, 4336917). PCR reaksiyonu ig¢in kitin talimatlarindaki parametreler
degistirilmeden kullanildi. PCR iiriinleri Sefadex G50 kolonunda (50mg kuru jel/kolon)
saflagtirildiktan sonra elektroforetik olarak degerlendirildi. Kapiller elektrofrez ve veri analizi
icin Applied Biosystems’in ABI Prism 310 Genetic Analyser sistemi kullanildi. Bu ¢aligmada

kullanilan cDNA konstraktlarinin dizileri ekte verilmistir.

3.2.2. Hiicre Transfeksiyonu ve Bakteri Transformasyonu

HEK-293 hiicreler lipofektamin yontemi kullanilarak transfekte edildi. Hiicreler %10 fotal
sigir serumu (FSS) ve 100 U/ml Penisilin, 100 pg/ml Streptomisin igeren DMEM (Dulbeco’s
Modified Eagle Medium) i¢inde %70-80 konfliiense kadar ¢ogaltildi. Transfeksiyon sirasinda
2 pg cDNA kullanildi. Stabil transfeksiyonlarda istenen proteinleri stabil olarak eksprese eden
klonlar Genetisin kullanilarak standart yontemlerle secildi ve ¢ogaltildi. Bu amacla
transfeksiyon basina ortalama 90 klon tarandi. f2-adrenoseptor igeren proteinlerin ekspresyon
diizeyleri ligand baglama deneyleriyle belirlendi. Gs-GFP fiizyon proteininin ekspresyonu
Western Blot ile saptandi: Sicakta (90 °C) B-merkaptoetanol varliginda indirgenip denatiire
edilen ornekler poliakrilamid jel elektroforezinde ayristirildiktan sonra (%5 “stacking”, pH
6.8, %10 “resolving”, pH 8.8), jelin icerigi elektroforetik olarak nitroseliiloz membrana
aktarildi. Yagsiz siit tozu ¢ozeltisi (%0.1 tween20 PBS i¢inde %S5 w/v olacak sekilde) ile bloke

edilen membranlar sirasiyla primer ve sekonder antikorlarla inkiibe edildi. Primer antikor
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olarak tavsan anti-Goss poliklonal antikor (Santa Cruz, sc-823), sekonder antikor olarak da
laboratuarimizda gelistirilip hazirlanan HRP ile konjlige edilmis keg¢i anti-tavsan IgG-Fc
kullanildi. Santa Cruz’un luminol substrati (sc-2048) ile gelistirilen membranlar standart
rontgen filimi ile goriintiilendi. Tiim jel goriintli analizleri i¢in Raytest’in Bas-Diana sistemi

kullanildi.

Tim E. coli transformasyonlar1 BTX marka ECM399 model bir elektroporatoér kullanilarak
elektroporasyon yontemi ile yapildi (deiyonize su i¢inde 1 mm agiklikla 1.5 kV altinda 0.5 us
eksponansiyel puls). Bakteriden ya da agaroz jelden plazmit saflastirmak i¢in MiniPrep
(Promega), PCR-gel saflastirma (Promega) ve MaxiPrep (Qiagen) Kkitleri, ireticilerin

talimatlar1 degistirilmeden kullanildi.

3.2.3. Hiicre Membram Hazirlanmasi

Hiicreler hipotonik tampon (5 mM Tris-HCI, pH 7.4 ve proteaz inhibitor kokteyli) icinde 26
numara enjektoér ucundan 10-15 kez gecirilerek homojenize edildi. Homojenatin 400 x g’de 10
dakika santrifuj edilmesiyle elde edilen siipernatan 30.000 x g’de 30 dakika ultrasantrifu;j
edilerek hiicre membranlar1 ¢oktiiriildii. Mg®™ iceren Tris tamponuyla bir kez yikanan
membranlar 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 10 mM MgCl,, %50 siikroz ve proteaz inhibitor
kokteyli iceren tampon i¢inde silispanse edildi. Bu preparatlar -70° C de saklandi.
Preparatlardaki protein miktar1 Bradford yontemiyle, standart olarak BSA kullanilarak
olgtldii.

3.2.4. Adenilat siklaz aktivitesinin olciildiigii deneyler

Adenilat siklaz deneyleri 37°C’ de. 96 kuyulu plaklarda, tersi belirtilmedigi siirece toplam 100
ul hacimde yapildi.
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3.2.4.1. Canh Hiicrede

Deneylerden bir giin once hiicreler alprenolol (10"M) igeren kiiltiir vasatina alindi. Yirmidort
saat sonra hiicreler 1 ml PBS-EDTA ile kaldirildi ve 2000xg’de 2 dakika santrifuj edilerek 2
kez PBS ile yikandi. Serumsuz vasat i¢inde (100 pl) 96 kuyulu plakalara dagitilan bu hiicreler
(~10000 hiicre/kuyu) tizerine 15 dakika sonra uyaranlar (10 pl hacim i¢inde) ve sonug derigim
1 mM olacak sekilde IBMX (fosfodiesteraz inhibitorii) eklenerek deney baslatildi ve 7 dk
sonra 100 pl HCI (0.2 N) eklenerek durduruldu. Bu siire icinde olusan cAMP asagida
belirtildigi sekilde dlgiildi.

3.2.4.2. Membranda

Deney, i¢lerinde membranlarin (0.5 pg/ kuyu) ve belirtilen uyaranlarin bulundugu kuyulara
adenilat siklaz deney tamponu (50 mM TRIS-HCI, 100 mM KCI, 10 mM MgCl,, 1 mM
IBMX, 0.5 mM ATP pH. 7.4) eklenmesiyle baslatildi ve 37°C’de 5 dk sonra 100 pl HCI
(0.2N) eklenerek durduruldu. Bu kosullarda cAMP birikimi en az 5 dakika dogrusal
oldugundan, deneylerin tiimiinde 5 dakikalik tepkime siiresince biriken c¢AMP miktar
duragan adenilat siklaz aktivitesini degerlendirmek icin kullanildi. Duragan adenilat siklaz
aktivitesi birim zamanda (1 dakika) belirli bir membran miktar1 (I mg membran proteini)

basina cAMP birikimi (pmol) olarak verildi.

3.2.4.3. cAMP Olciimii

cAMP derisimi radiyoimmiinoesey yontemiyle ol¢lildii (Ugur et al. 1997). Adenilat siklaz
deneylerden alinan 6rneklere (25 pl veya 50 pl) ve cAMP standartlarina (25 pl) sodyum asetat
tamponu (200 pul, 100 mM, pH 6.2) eklendi. Bu sekilde tamponlanmis 6rnekler iizerine 10 pl
asetik anhidrit-trietilamin (1:2) eklenip cAMP’nin asetilasyonu saglandi. Bu c¢ozeltilerin

herbirinden 50 pl’lik 6rnekler, bu laboratuarda iiretilmis anti-cAMP antikor ile kaplanmis 96
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kuyulu plakalara alind1 ve iizerlerine 50 pl sodyum asetat tamponu (Na asetat 100 mM, CacCl,
2 mM pH 5.8), 20 ul "*I-cAMP (10.000 cpm) eklenerek 24 saat 4°C bekletildi. Bu siirenin
sonunda baglamayan '“I-cAMP yikandi ve 25 pl sintilator eklenip kuyularda kalan
radiyoaktivite gama sayaciyla (Wallac, 1450 microbeta Trilux) okundu. Standart asetil-cAMP
baglanma egrisi 4 parametreli logistik modelin regresyonuyla saptandi. cAMP derisimleri,

tahmin edilen modelin ters regresyonuyla belirlendi.
3.2.5. Baglanma deneyleri

Membranlar (1 pg/ kuyu), tampon ¢dzeltisi (50 mM TRIS-HCI, 100 mM KCI, 10 mM MgCl,,
pH. 7.4) isaretli ligand ('*’I-siyanopindolol, 250.000 dpm) ve Sekil 2.7.’de belirtilen soguk
ligandlarla toplam 100 pl hacimde 37°C’ de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresenin
sonunda reaksiyonlar bir harvester yardimiyla (Skatron) suyla islatilmis cam elyaf filtreden
(Whatman GF/B) vakuum altinda filtre edilerek bagli ve serbest ligand ayrildi. iki kez 3 ml
soguk tampon ¢ozeltisiyle yikanan filtrede kalan aktivite bir sintilasyon sayaci (Wallac, 1450

microbeta Trilux) ile okundu.

3.2.6. Konfokal mikroskopi

Canli hiicrelerde konfokal mikroskopik goriintiiler Zeis Axiovert 200M marka ve model
mikroskop donanimi {izerinde LSM-Pascal kullanilarak elde edilmistir. Floresan proteinlerin
eksitasyonu i¢in duruma gore argon- iyon ya da helyum-neon laserlerinin sirasiyla 488 ya da
543 nm c¢izgi kullamilmistir. GFP ya da dendra proteinin yesil spektrumdaki emisyonunu
kaydetmek i¢in 505-530 nm band-pass, dendra proteininin kirmizi spektrumundaki
emisyonunu kaydetmek icin ise 560 nm long-pass emisyon filtreleri kullanilmistir. Bu
konfigilirasyonlardaki Ol¢iimler igin sistem iizerindeki uygun dikroik yansiticilar segilmistir.
Dendra proteininin yesil ve kirmizi bdlgelerdeki emisyonlarinin ayn1 anda degerlendirildigi
deneylerde 488 ve 543 laserler ardisik olarak kullamilmistir. Boylece fotokonversiyona
ugramamis dendra proteinlerinin 488 nm laser ile uyarilarak kirmizi spektrumda verdigi
floresansin  (tim  yesil floresansin  yaklasitk  %10°u  bu bolgeye diismektedir)

fotokonversiyondan ayirt edilmesi saglanmistir. Kisacasi, kirmizi kanalda 6l¢iim yapildigi
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sirada 488 nm laser kapatilmistir. Goriintiiler 40x 1.3 niimerik ac¢iklig1 olan yag imersiyonlu
bir objektifle 1024x1024 (nokta) uzaysal, 12 bit derinlik ¢oziiniirliigii kullanilarak
kaydedilmistir. Goriintiilerin sayisal degerlendirmesi MatLab platformunda laboratuarimizda

yazilmis rutinler kullanilarak yapilmaistir.
Hiicreler lamel iizerinde kiiltiir edildikten sonra lameller mikroskopa uygun bir banyoya

yerlestirilmis ve banyo serum icermeyen DMEM vasatiyla doldurulmustur. Tiim deneyler bu

kosullarda oda sicakliginda yapilmistir.

3.2.7. istatistiksel yontem

B2-Adrenoseptdr ve mutantlarin degisik kosullarda adenilat siklazi aktive etme ozellikleri
(ortalama siklaz aktivitesi) arasindaki istatiksel fark Student-T testi kullanilarak

degerlendirilmistir.

4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Konstraktlar

Insan P2-adrenoseptdor cDNA’s1 ydntem boliimiinde belirtildigi gibi reseptoriin karboksi

terminalinde GFP ya da dendra proteini bulunan flizyonlar1 sentezleyecek sekilde plazmitlerde
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klonlanmistir. Elde edilen bu plazmitlerin restriksiyon fragman paternleri  Sekil 2.1.°de
plazmitlerin sematik konfigiirasyonuyla birlikte Ornek olarak gosterilmistir. Fragman
paternleri kuramsal olarak beklenen paterne uymaktadir. Daha 6nce de belirtildigi gibi B2-
adrenoseptordeki CAM mutasyonu reseptoriin 1416. baz pozisyonunda yaban tip reseptorde
olmayan bir Xhol enzim bolgesi olusturmaktadir. Bu nedenle CAM mutasyonu tasiyan
reseptor plazmite iki asamada yerlestirilmistir. Sekil 2.1°de simetrik uglar tasiyan 1. par¢anin
elde edilen klonda dogru oriyantasyonda bulundugu goriilmektedir (Xhol-HindIII kesiminde
dogru oryantasyonda beklenen 445 baz ¢iftlik fragman bandi CAM-2-AR serindinde agikca
bellidir

cDNA larin elde edilmesinde, mutasyonununda ya da bagka amaglarla PCR’nin kullanildig:
tiim durumlarda son {irtin, PCR hatalarina kars1 DNA dizi analizi yapilarak kontrol edilmistir

(tlim konstraktlarin dizileri Ek’de verilmistir).
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Sekil 2.1. Ust panelde B2-adrenoseptoriin klonlandigi Dendra2N plazmitte [2-adrenoseptériin GFP ya da
dendra cDNAlar ile birlikte konumlari gorviinmektedir. [2-adrenoseptor-GFP fiizyonunun konfigiirasyonu
(plazmitinki dahil) dendra ile aym oldugundan burada gésterilmemigstir. Alt panelde E. coli de klonlanarak
saflastirilmis plazmitlerin kendilerinin ya da belirtilen restriksiyon enzimleriyle kesildikten sonra agaroz jelde
elde edilen fragman paternleri goriilmektedir. Alt panelin saginda baz ¢ifti sayisi cinsinden fragman uzunluklar:
skalast verilmistir.
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4.2. B2-Adrenoseptor ve F282L Mutantimin Ekspresyon Ozellikleri

Konstitiitif olarak aktif reseptdr mutantlarinin hizli duyarsizlastiklar: ve internalize olduklari,
bunun sonucu olarak da hiicre zarinda yaban tip reseptore gore daha az ifade edilebildikleri
bilinmektedir (MacLean et al. 1999, Mhaouty-Kodja et al. 1999). Bu 6zellik, konstitiitif olarak
aktif mutantlarin agonistle bagli reseptorii taklit ettigi varsayimiyla agiklanmaktadir
(duyarsizlasmada rol alan hiicre bilesenleri agonist ile bagh reseptére daha duyarhdir (Kallal
et al. 1998)). Konstitiitif aktivite gosteren F282L mutanti da (asagida gosteriliyor) bu
bakimdan CAM mutantina benzer bulunmustur. Sekil 2.2.”de, belirtilen reseptdr cDNA’lar1 ile
transfekte edilmis HEK hiicre membran preparatlarinda bir p2-adrenoseptér ligandi olan '*I-

iyodosiyanopindolol satiirasyon baglanmasiyla saptanan reseptdr miktarlar1 yaban tip

reseptore gore gosterilmistir.

1 _
] WT-B2

g 0.8 - 7 CAM-p2
e F282L-B2
s ety
> 0.6 -
(7]
o
7]
x 04 A
©
o 02 -

: I .

Alprenolol ile inkiibasyon

Kontrol (107 M, 24 saat)

Sekil 2.2. Grafikte belirtilen reseptor cDNA lart ile gegici olarak transfekte edilmis HEK293 hiicrelerinden
hazirlanmis membran preparatlarinda goreli ' I-iyodosiyanopindolol spesifik baglanmasi. Transfekte edilen
hiicreler ya normal hiicre vasatinda (kontrol) ya da sekilde belirtildigi gibi hiicrelerin toplanmasindan 24 saat
once 100 nM alprenolol igeren kiiltiir ortanminda biiyiitiilmiistiir. Gosterilen degerler ii¢ 6l¢iimiin ortalamasidir.
Standart hatalar ¢ok kii¢iik oldugundan grafikte gésterilmemistir. Alprenolollii ya da alprenolosiiz ortamlarda
biiyiitiilen hiicrelerdeki yaban tip reseptor ekspresyonlar arasinda ¢ok az fark bulunmaktadwr (her iki durumda
da reseptor ekspresyonu membran proteini basina yaklasik 2 pmol olarak hesaplanmistir).
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Sekil 2.2.°de de goriildiigii gibi F282L mutanti yaban tipe gore %10 civarinda eksprese
olmaktadir (CAM ekspresyonunun yaban tipe gore %30 civarinda oldugu bildirilmistir
(Samama et al. 1993)). Ancak F282L mutantinin ekspresyonu CAM’dan farkli olarak, bir -
adrenoseptor ligandi olan alprenolol inkiibasyonuyla kismen artmaktadir (alprenolol varliginda
F282L ekpresyonu yaban tipin %30’una ¢ikmistir). Oysa CAM ekspresyonu alprenolol
varliginda yaban tip ile ayni1 diizeye ulagsmistir. Herhangi efikasiye sahip bir ligant varliginin
konstitiitif olarak aktif reseptorlerin ekspresyonunu arttirdigi ve bu mutantlarin bilinen diisiik
termal stabilitelerinin reseptdre herhangi bir ligandin baglanmasiyla arttigt gozlemleri
(MacEwan ve Milligan, 1996), bu reseptorlerin diisiikk ekspresyon diizeylerinin,
duyarsizlasmaya ek olarak diisiik stabiliteye de bagli olabilecegini diislindiirmiistiir.
Dolayisiyla, F282L mutantinin, CAM mutantina gore farkli ekspresyon ozellikleri gostermesi
(Sekil 2.2.), F282L’ nin stabilite ya da duyarsizlasma 6zelliklerinin CAM’dan farkli oldugu ve
iki mutant da konstitiitif aktif olmalarina ragmen konformasyonlariin farkli oldugu seklinde

yorumlanabilir.

4.3. B2-Adrenoseptér ve F282L Mutantinin Subseliiler Dagilim Ozellikleri

Beta2-adrenoseptdriin ve onun konstitiitif olarak aktif mutantlarinin hiicresel dagilimin
incelemek i¢in HEK293 hiicreleri  [2-adrenoseptor-GFP ya da [2-adrenoseptdr-dendra
proteini flizyonunu kodlayan cDNA’lar igeren plazmitlerle transfekte edilmistir. GFP ile
birlestirilmis insan 2-adrenoseptor yaban tipini ya da F282L mutantini1 gecici olarak eksprese
eden HEK hiicrelerinden elde edilmis konfokal mikroskopik goriintii 6rnekleri Sekil 2.3.’de
gosterilmistir. Bu goriintiiler yaban tip reseptoriin beklendigi (ve baska caligmalarda da
gozlendigi) gibi baglica hiicre zarinda eksprese edildigini gostermektedir. Buna karsilik F282L
mutanti, gézlenemeyen ya da minimal bir membran ekspresyonunun yani sira baslica hiicre
icinde (sitoplazmik ya da periniikleer olarak) eksprese olmaktadir. Periniikleer ekspresyonun
paterni Golgi lokalizasyonunu diisiindiirecek tarzda olmakla birlikte bu calismada bu
lokalizasyonu saptamak i¢in Golgi markerleri kullanilmamistir. Oysa CAM mutantinin baslica
hiicre zar1 lokalizasyonu gosterdigi bilinmektedir (McLean ef al. 1999, ayrica asagiya

bakiniz). Sekil 2.3’de yaban tip ile F282L mutantinin ayni floresans parlakliginda goriiliiyor
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olmasi, bu tiirlerin goreli ekspresyonlarinin ayni oldugu anlamina gelmemektedir ¢iinkii bu
goriintiilerde hem sinyal normalize edilmis hem de goriintiiler farkli mikroskop
konfigiirasyonlarinda (farkli laser giicii ve detektor duyarliligr ile) elde edilmistir (asagida
aciklaniyor). GFP ile birlestirilmis reseptor proteininin islevsel oldugu bilindigi i¢in (Milligan
1999, McLean et al. 1999, McLean et al. 2000) burada tekrar bu proteinler bu bakimdan

smanmamistir.

B,-AR-GFP
WT

B,-AR-GFP
F282L

10 um

Sekil 2.3. Yaban tip (WT) ya da F282L mutasyonu tasiyan f2-adrenoseptor-GFP fiizyon proteinini gegici olarak
eksprese eden HEK 293 hiicrelerinde elde edilmis konfokal mikroskopik goriintiiler. Goriintiilerde z-
koordinatinin konfokal ¢oziiniirliigii 0.8 pm’dir. Hiicrelerin ortalama biiyiikliigii 10-15 pm’dir. Gorsel algiyi
kolaylastirmak icin floresans siddetleri normalize edilmistir dolayisiyla gériintiiler goreli ekspresyon diizeyi
hakkinda bilgi vermemektedir.

GFP yerine dendra proteini ile birlestirilmis insan f2-adrenoseptorlerini kalici olarak eksprese
eden HEK hiicre klonlarinda elde edilmis konfokal mikroskopik goriintii o6rnekleri Sekil
2.4.de verilmistir. Bu goriintiiler (iist siradakiler) GFP proteini ile elde edilen patern ile
benzerdir: Yaban tip reseptor membran lokalizasyonu gosterirken F282L mutanti hiicre i¢inde
yine Golgi lokalizasyonunu andiran bir goriintii sergilemektedir. Buna karsihlk CAM
mutantinin lokalizasyonu yaban tipe ¢ok benzer bir patern gdstermektedir. Alprenolol ile

hiicrelerin inkiibe edilmesi CAM mutantinda reseptdriin hiicresel dagilimmi etkilemezken
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F282L mutant1 alprenolol inkiibasyonundan sonra belirgin bir membran lokalizasyonu

gostermektedir (Sekil 2.4 alt sira).

WT

Alprenolol
B 107" M —

10 pm

Sekil 2.4. Yaban tip (WT), CAM ya da F282L mutasyonu tagiyan [2-adrenoseptor-dendra fiizyon proteinini kalict
olarak eksprese eden HEK 293 hiicre klonlarinda elde edilmis konfokal mikroskopik goriintiiler. Goriintiilerde z-
koordinatinin konfokal ¢oziiniirliigii 0.8 pm’dir. Hiicrelerin ortalama biiyiikliigii 10-15 pm’dir. Gorsel algiy
kolaylastirmak igin floresans siddetleri normalize edilmistir dolayisiyla goriintiiler géreli ekspresyon diizeyi
hakkinda bilgi vermemektedir.

Sekil 2.3.°de oldugu gibi Sekil 2.4.de de lokalizasyon paterninin karsilastirmali olarak
algilanmasini kolaylastirmak i¢in sinyal normalize edilmis oldugundan goriintii parlaklig
ekspresyon diizeyi hakkinda bilgi vermemektedir. Ekspresyon diizeyi hakkinda bilgi veren
gorlintiiler ve bu goriintiilerden hesaplanan ortalama hiicre basma diisen floresans degerleri

Sekil 2.5.’de verilmistir.

Sekil 2.3. ve Sekil 2.4.’deki veriler soyle 0zetlenebilir: Yaban tip B2-adrenoseptér ve CAM
mutant1 baslica hiicre zarinda eksprese olurken F282L. mutanti daha ¢ok hiicre igi
lokalizasyonu gostermektedir. Bu durum hem GFP hem dendra fiizyon proteinleri i¢in gegerli
oldugu gibi tranasfeksiyonun gegici ya da kalici olmasindan etkilenmemektedir. Ekspresyon

diizeyleri yaban tip>CAM>F282L sirasiyladir. Bir 32-adrenoseptor ligandi (antagonisti) olan
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alprenolol, F282L mutantinin membranda lokalize olmasini saglamaktadir. Ayrica alprenolol
CAM’in daha fazla olmak iizere hem CAM’in hem de F282L mutantinin ekspresyonunu
arttirmaktadir. Bu veri Sekil 2.5’de (non-floresan reseptor ekspresyonu kullanilarak) ligand
baglama deneyleriyle elden edilen verilerle sayisal olarak tutarlidir. Bu da Dendra ile
birlestirilmis reseptorler ile dogal reseptdr formunun benzer hiicre-i¢i trafik 6zelliklerine sahip
oldugunu gostermektedir. Ayrica alprenololiin F282L mutatinin (ekspresyon miktarmin yani
sira) membran lokalizasyonunu arttirmasi, F282L mutantinin membrana hedeflenmesinden
¢ok membranda tutulmasiyla ilgili bir sorun oldugunu diisiindiirmektedir. Tiim bu veriler,
yukarida da sdylendigi gibi reseptorii membranda tutan ya da oradan uzaklastiran
mekanizmalarin goziinde, ikisi de konstitiitif olarak aktif olmalarina ragmen CAM ve F282L

mutantinin farkli oldugunu bir kez daha gostermektedir.

Yukarida da belirtildigi gibi GFP ile birlestirilmis reseptér proteini islevsel gibi
goriinmektedir. Dendra proteini GFP proteinine ¢ok benzediginden (Gurskaya et al 2006),
dendra ile birlestirilmis reseptor proteinlerinin de islevsel olmasi beklenir. Gergekten de bu
calismada yaptigimiz kontroller dendra ile birlestirilmis reseptériin  hem ligand
baglayabildigini hem de agonistle uyarilarak adenilat siklaz1 aktive ettigini gostermistir (bu
konstraktla transfekte edilmis hiicrelerde isoproterenol uyarist olmadiginda cAMP birikimi
0.87+0.19 pmol/dak/10000 hiicre’iken 100 uM isoproterenol varliginda 3.00+0.42
pmol/dak/10000 hiicre’ye c¢ikmaktadir. Bu da reseptdriin bu sartlar altinda hem ligand
baglayabildigini hem de uyari iletebildigini gdstermektedir.)
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Sekil 2.5. Dendra proteini ile birlestirilmis insan [2-adrenoseptoriiniin yaban tipini (WT) ya da belirtilen
mutantlarm kalici olarak eksprese eden HEK hiicre klonlarinda elde edilmis konfokal mikroskopik goriintiilerin
analizi. Goriintiiler, sekilde belirtildigi gibi ilgili klonlarin 24 saat alprenolol (100 nM) ile inkiibe edilmesinden
sonra ya da herhangi bir inkiibasyon yapilmadan elde edilmistir. Gériintiiler ham (8 bit) veriler laser giicii ve
detektor duyarliigina gore diizeltildikten sonra olusturulmustur. Boylece parlaklik ekspresyon diizeyi hakkinda
fikir vermektedir. Ayrici bu sekilde diizeltilmis goriintiilerden hesaplanan “hiicre basina diisen ortalama
floresans sinyali” sekilde belirtilen durumlar igin kolon grafikleri olarak verilmistir. Bu degerler baglanma
deneyleriyle saptanan paternle tutarlidir (Sekil 2.6. e bakiniz).

4.4. B2-Adrenoseptor ve F282L Mutantinin Sinyal Iletime Ozellikleri

Yaban tip ve konstitiitif olarak aktif mutant 2-adrenoseptorlerin Gs proteini araciligiyla
adenilat siklazin aktivitesini degistirme &zellikleri, bu reseptorlerin gegici olarak transfekte
edildigi HEK 293 hiicrelerinde incelendi (bu hiicreler Gs proteininin her iki formunu da
yeterli miktarda eksprese etmektedir). Bu deneylerin sonuclar1 Sekil 2.6.’de verilmistir:
Herhangi bir B2-adrenoseptorle transfekte edilmemis hiicreler bir 2-reseptdr agonisti olan
izoproterenole ¢ok az cevap vermistir. Yaban tip f2-adrenoseptor transfeksiyonu bu yanit1 10-
15 kat arttirmistir. Dolayisiyla tiim bu deneylerde goézlenen yanitlar pratik olarak yalniz

transfekte edilen reseptorlerin yanitlar1 olarak kabul edilebilir ( bu ¢aligmada bu hiicrelerin
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Sekil 2.6. Belirtilen reseptor ¢DNA’st iceren plazmitlerle gecici olarak transfekte edilmis (va da transfekte
edilmemis) HEK hiicrelerinde, belirtilen ligandlarin varliginda (va da ligand yoklugunda) ol¢iilmiis hiicre-igi
cAMP birikimi. Hiicre-i¢i cAMP yamti, canlt hiicre sayisimimin bir gostergesi olan MTT sinyaline gére
diizeltilerek 1 dakikada pmol cAMP birikimi cinsinden verilmistir. Veriler 5 bagimsiz kuadruplikat deneyin
ortalamasidr. Barlarin iistiindeki ¢izgiler ortalamamin standart hatasimi géstermektedir. Barlarin iistiindeki
simgeler ortalamalarin istatistiksel olarak farkly oldugunu (p<0.05) géstermektedir. Yapilan karsilastirmalar
sunlardwr:  *) tarnsfekte edilmemis hiicrelerdeki yanit ile ilgili transfeksiyonlardaki bazal aktiviteler , #) Bazal
aktiviteler ile agonistle uyarilan yanit ve &) bazal aktiviteler ile invers agonist yanitlari.

membran proteini basina yaklasik 100 fmol/mg B2-adrenoseptor eksprese ettigi, yaban tip
reseptor transfeksiyonuyla bu miktarin birka¢ pmol/mg diizeyine ¢iktig1 ligand baglama
caligmalariyla dogrulanmistir). Yaban tip reseptorle transfekte edilen hiicrelerde yalniz
agonistle stimiile edilen siklaz aktivitesi degil bazal siklaz aktivitesi de artmistir. Bu da [(32-
adrenoseptoriin (bir cok diger reseptor gibi) bir konstitiitif aktivitesi oldugunu gostermektedir.
Bu konstitiitif aktivite timolol ya da ICI118,551 gibi invers agonistlerle neredeyse tiimiiyle
inhibe olmaktadir (Sekil 2.6.). CAM ya da F282 ekspresyonuyla gozlenen konstitiitif reseptor
aktivitesi yaban tip reseptore gore en az iki kat daha yiiksek bulunmustur. Bu deneylerde
kullanilan hiicreler transfeksiyondan sonra alprenolol ile inkiibe edilmemistir. Dolayisiyla,
CAM ve F282L mutantinin ekspresyon oranlar1 yaban tip reseptoriin %30’u ve %10’u

kadardir (Sekil 2.2.’e bakiniz). Dolayistyla bu reseptorlerin gosterdigi konstitiitif aktiviteler,
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Sekil 2.6.’de gozlenen oranlardan birka¢ kat daha yiiksek olmalidir (reseptdriin konstitiitif
aktivitesinin gozlenebilirligi reseptor ekspresyonuyla dogru orantilidir). Ayrica ayn1 mantikla
F282L mutantinin konstitiitif aktivitesi de CAM’a gore ¢ok daha yiiksek olmalidir (Sekil
2.2.’da kulannilan hiicrelerde F282L ekspresyonu CAM’in iigte biri olmasina ragmen bazal
aktivitesi CAM’dan fazladir). Hem CAM hem de F282L mutantinin konstitiitif aktivitesi birer
invers agonist olan timolol ve ICI118,551°e duyarli bulunmustur. Ancak bu ligandlar mutant
reseptorlerin konstitiitif aktivitesini tiimiiyle ortadan kaldirmamistir. Yaban tip ve CAM gibi
F282L mutant1 da agonist uyarisina cevap vermistir. Tiim bu veriler F282L mutantinin birgok

bakimdan tipik bir konstitiitif aktif reseptér formu oldugunu gdstermektedir.

4.5. B2-Adrenoseptéor ve F282L Mutantinin Ligand Baglama Ozellikleri

Konstitiitif olarak aktif reseptér mutantlarinin (B2-CAM dahil) ligandlara olan afinitesinin
ligandin efikasisine bagli olarak degistigi daha O6nce goézlenmistir (Samama et al 1993,
Letkowitz et al 1993): agonistler, notral ligandlar ve invers agonistler bu mutanlara sirasiyla
daha yiiksek, ayn1 ya da daha diisiik afinite gostermektedir. Reseptor G proteini baglanmasini
zayiflattigi distliniilen guanin niikleotitlerin varhiginda yapilan bu gozlem, konstitiitif
aktivasyona yol acan bu mutasyonlarin reseptorii aktif formda stabilize ettigi gorlisiine yol
acmistir (Parnot et al. 2002). Dolayisiyla bu fenomen reseptoriin aktif formu ile ilgili bilgi
edinmek i¢in kullanilabilmektedir. Biz de CAM ve F282L mutantin1 bu agidan karsilastirmak
amaciyla yaban tip ya da sdzkonusu mutantlar1 gecici olarak eksprese eden HEK293
hiicrelerinden hazirlanmis membranlarda bir agonist, notral antagonist ya da invers agonist
olarak bilinen izoproterenol, alprenolol ve ICI118,551’in bu reseptdrlere baglanma
ozelliklerini radiyoligand baglama deneyleriyle degerlendirdik. '*’I-iyodosiyanopindololun
isaretli radiyoligand olarak kullanildigi bu kompetisyon baglanma deneylerinin sonuglart Sekil
2.7.°de Ozetlenmistir. Bu deneylerde kullanilan ligandlarin yaban tip reseptdre (guanin
niikleotit varliginda) gosterdikleri afiniteler literatiirde ve veri tabanlarinda verilen degerlerle

tutarli bulunmustur.
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Sekil 2.7. Yaban tip [2-adrenoseptor (WT) ya da F282L mutantini gegici olarak eksprese eden HEK
hiicrelerinden  hazirlanmis  membaran  preparatlarinda  '’I-iyodosiyanopindolol ile belirtilen ligandlar
kullanmlarak yapilmis kompetisyon baglanma deneyleri. Baglanma degerleri, kompetitor yoklugunda elde edilen
(maksimum) baglanmaya gére diizeltilerek verilmistir. Tiim deneyler 1 uM GTPyS ya da 10 uM GTP varhiginda
yapumistir. Veriler 4 bagimsiz triplikat deneyin ortalamasi, barlar da ortalamalarin standart hatasidir. Egriler
4-parametreli logistik denklemin nonlinear regresyonunu gostermektedir. Yandaki tablolarda mutant ile yaban
tip reseptor icin bu regresyonlardan hesaplanmis ligand afinite degerleri ve mutant ile yaban tip reseptoriin

liganda gésterdigi afinitelerin oranlari gésterilmistir. Belirsizlikler asimptotik standart hata olarak verilmistir.
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Ayni kosullarda ve bu ol¢iimlere paralel olarak F282L mutantiyla yapilan deneylerde ise
izoproterenol’un F282L mutantina yaban tipe gore yaklasik 40 kat daha biiyiik afinite
gosterdigi gdzlenmistir. Mutasyonun yol agtig1 afinite degisikligi kullanilan ligandlarin bilinen
efikasileriyle iligkili bulunmustur (Sekil 2.8.). Bu durum, konstitiitif reseptor aktivasyonun
bugiinkii kuramsal temelleriyle agiklanabilmektedir (tartisma boliimiine bakiniz), dolayisyla
F282L mutasyonu bu bakimdan da tipik bir konstitiitif aktif reseptor olarak gortinmektedir.
Ustelik, F282L mutasyonunun yol acgtig1 izoproterenol afinitesi artiss CAM’mkine gore daha
fazladir (asagida dokiimante ediliyor), bu da Sekil 2.6.’de verilen bazal cAMP birikimini
karsilagtirmali olarak gosteren deneylerin sonuglariyla tutarlidir, yani F282L mutasyonunun
reseptorde yol actig1 konstitiitif aktivite CAM’a gore her bakimdan daha fazladir. Ancak
burada bir ndtral antagonist olarak bilinen alprenololiin afinitesi de CAM mutasyonuyla
degismez iken F282L mutasyonuyla artmistir. Yani, CAM goziinde alprenolol bir nétral
antagonist olmay siirdiiriirken F282L mutant1 gbziinde bu bakimdan bir parsiyel agonist gibi
davranmaktadir. Ayn sekilde bir invers agonist olan ICI118,551’in afinitesi CAM karsisinda

beklendigi gibi azalirken F282L mutantinin géziinde bir nétral ligand gibi davranmaktadir.

Mutasyonun yol agtig1 ligand afinite degisiklikleri (burada kullanilan ligantlar icin) Sekil
2.8.’de karsilagtirmali olarak verilmistir: CAM ile ilgili patern literatiirden alinmis, F282L
mutant1 ile ilgili bilgi de bu c¢alismada elde edilmistir. Sekil 2.8.°de CAM ile F282L
mutantinin ayrintilar bakimindan farkli 6zellikler gosterdigi acik¢a goriinmektedir. Yaban tip
reseptoriin ve CAM’m goziinde bir nétral antagonist iken alprenololin F282L mutanti
karsisinda bir parsiyel agonist gibi davranmasi ya da ICI118,551’in F282L mutant1 géziinde
(ligand baglanmasi agisindan) bir ndtral antagoniste doniligsmesi gibi nitel degisiklikler, bu
fenomenleri agiklamak i¢in kullanilan “iki durumlu reseptor” modeliyle agiklanamamaktadir.
Ayrica ICI1181,551 F282L mutant1 lizerinde fonksiyonel bakimdan bir invers agonist gibi
davranirken (Sekil 2.6.) baglanma 6zellikleri bakimindan bir nétral ligand gibi davranmaktadir
(Sekil 2.8.). Ligandin islevsel ve baglanma 6zelliklerinde kontitiitif aktivasyon mutasyonunun
yol agtig1 degisikliklerin bu sekilde disosiye olmasi da “iki durumlu reseptér” modeliyle
aciklanamamaktadir. Bu konunun kuramsal degerlendirmesi (ve bir alternatif agiklama

Onerisi) tartisma boliimiine birakilmistir. Ancak bu bdliimde sunulan verilere dayanarak CAM
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ve F282L mutasyonunun (ikisi de konstitiitif aktivasyona yol agmalarina ragmen) reseptorii

ayni aktif forma (yani agonistin indiikledigi forma) yoneltmedikleri sdylenebilir.

100-
-o- CAM-f32
-O- F282L-B2

10 -

[ K

Kmut

0.1 , : .
Isoproterenol Alprenolol ICI 118,551

Sekil 2.8. Belirtilen ligandlarin belirtilen mutant [2-adrenoseptorlere guanin niikleotit varliginda gosterdikleri
afinitelerin, ayni ligandlarin aym kosullarda yaban tip reseptore gosterdikleri afinitelere oranlar.. F282L
mutantiyla ilgili degerler Sekil 2.7. den, CAM ile ilgili degerler ise literatiirden (Lefkowitz et al. 1993, Samama

et al. 1993) alinmistir. Afinite oranlari logaritmik eksende gosterilmigtir.

4.6. Dendra-B2-Adrenoseptor Fiizyon Proteinlerinin Fotokonversiyon ve Mobilite
Ozellikleri

Dendra proteini ile birlestirilmis insan [2-adrenoseptoriinii eksprese eden HEK hiicre
klonlarinda yapilan fotokonversiyon deneylerinin sonuglarina iic Ornek Sekil 2.9.°de
verilmistir. Bu deneylerde hiicreler konfokal mikroskopta diisiik yogunluklu 488 nm dalga
boyundaki laser ile taranarak goriintiilendikten sonra ayni laser belirli bir bolgeye odaklanarak
yogunlugu 8-10 kat arttirllmis ve o bolge yaklagik 1 saniye i1sina maruz birakilmistir.
Konversiyondan hemen sonra ayni goriintii alan1 (diisiik yogunluklu) 488 nm ve 543 nm dalga
boyundaki laserlerle periodik olarak taranarak goriintiiler kaydedilmistir. Bu protokol ilgili

proteini izlemek i¢in yeterli bulunmustur.
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10 pm

Sekil 2.9. Dendra proteini ile birlestirilmis insan [2-adrenoseptoriinii kalict olarak eksperese eden HEK 293
hiicre klonlarinda yapilmis fotokonversiyon deneyi. Birinci kolonda kirmizi (ex:543 nm, em:560-nm) ikinci
kolonda yesil (ex:488 nm, em:505-530 nm) iiciincii kolonda ilk iki kolonun siiperpozisyonu gériinmektedir. Ilk
satir (C) fotokonversiyondan dnce alinmus gériintiiyii, ikinci satwr (0) yiiksek intansiteli 488 nm laser ile beyaz
okla belirtilen bolgede fotokonversiyon yapildiktan hemen sonra alinmis goriintiiyi, tigiincii satir ise
fotokonversiyondan 10 dakika sonra alinmig gériintiiyii gostermektedir.

Sekil 2.9°de uygulanan bu protokoliin 2-adrenoseptor-dendra proteinini hiicre zarina uyan
lokalizasyonda yerel olarak konvert ettigi goriilmektedir. Ayni sekilde kirmizi olarak
gosterilen konversiyon bolgesinin 10 dakika i¢inde yine hiicre zarina uyan bir yol boyunca
yayilabildigi gozlenmektedir. Ayni1 protokoliin uygulandigi ve hiicrenin daha uzun siire
izlendigi bir 6rnek Sekil 2.10°de verilmistir. Bu 6rnekte belli bir bolgede anlik ve yerel olarak
isaretlenmis reseptor-dendra proteinlerinin hiicrenin tiim membranina 20 dakika iginde
yayilabildigi goriilmektedir. Bu veri hiicre zarinin belli bir bolgesinde bulunan bir reseptor
proteininin kisa zamanda tiim hiicre zarin1 dolasabilecegini ilk kez gostermektedir. Dolayisiyla
reseptor ekspresyonu polarize ya da tekdiize olmayan epitel hiicresi gibi hiicrelerde, hiicrenin

belli bir membran bélgesine ekspresyonu hedeflemesinin bu heterojen dagilimi saglamakta
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yeterli olmayacagi, ayn1 zamanda yerel olarak eksprese ettigi reseptor proteinlerini o bolgede
tutabilmek (membranin diger kisimlarina dagilmasini engellemek) i¢in ¢esitli mekanizmalarin

var olmasi gerektigi sonucu bu veriden ilke olarak ¢ikarilabilir.

10 um

Sekil 2.10. Dendra proteini ile birlestirilmis insan [2-adrenoseptoriinii kalict olarak eksperese eden HEK 293
hiicre klonlarinda yapilmis fotokonversiyon deneyi. Ustteki satirda kirmizi (ex:543 nm, em:560-nm) ikinci satirda
vesil (ex:488 nm, em:505-530 nm) floresans kanallari gériinmektedir. Konversiyondan dnceki durum C ile
gosterilmistir. Goriintiilerin iistiindeki sayilar, gériintiilerin konversiyondan itibaren (0) kaginci dakikalarda
alimdigimi gostermektedir. Mavi laser (488 nm) ile gériintiilemenin yaratabilecegi yaygin fotokonversiyonun
olusmadigindan emin olabilmek i¢in yerel fotokonversiyondan sonra yesil floresens goriintiisii alinmamistir. Yesil
floresans yalnizca deneyin basinda ve sonunda kaydedilmistir.

Zamanla fotokonversiyon bolgesindeki kirmizi floresansin azalmasinin ve diger membran
bolgelerindeki artisin eksponansiyel-benzeri bir patern gostermesi (veriler gosterilmemistir),
yayilimin difizif bir siire¢le oldugunu disiindiirmektedir.  Fotokonversiyondan sonra
reseptoriin hiicre zarinda serbestce (muhtemelen difiizyon yoluyla) dolasabildigini gosteren bu
veriler, yesil floresansin “photobleaching” den sonra kirmizi sinyalin yayilimina benzer bir
paternle geri donebildigini gosteren paralel bir deneyle dogrulanmistir. Bu deneyin sonucu
Sekil 2.11.’de verilmistir: Bu deneyde fotokonversiyon icin kullanilan laser o bolgede yesil
floresans1 ortadan kaldirabilecek kadar siddetli tutulmustur. Boylece 15 dakika iginde
“bleaching” bolgesine yesil floresansin tekrar dolabildigi, o bolgede doniismiis proteinlerin de

diger bolgelere ayni siire icinde yayilabildigi gosterilmistir.
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Sekil 2.11. Dendra proteini ile birlestirilmis insan [2-adrenoseptoriinii kalict olarak eksperese eden HEK 293
hiicre klonlarinda yapilmis fotokonversiyon deneyi. Birinci satirda yesil floresans (ex:488 nm, em:505-530 nm)
ikinci satirda kirmizi floresans (ex:543 nm, em:560-nm) gériinmektedir. Ilk kolon fotokonversiyondan énce
alimmis (yesil floresans) goriintiiyi, ikinci kolon yiiksek intansiteli 488 nm laser ile beyaz okla belirtilen bolgede
fotokonversiyon yapildiktan hemen sonra almmuis gériintiiyii, tigiincii kolon ise fotokonversiyondan 15 dakika
sonra alinmig goriintiiyii gostermektedir. Bu deneyde Sekil 2.9°de ve 2.10°de gosterilenden farkl olarak
fotokonversiyon i¢in kullanilan laserin siddeti daha fazladir ve yesil floresens konversiyon bolgesinde tiimiiyle
yok olmustur. Yiiksek siddette laserin, doniisen kirmizi floresanst da bir miktar ortadan kaldirmasi nedeniyle
karmizi kanaldaki intansite diigiiktiir ve diigiik sinyal-giiviiltii orani kirmizi goriintiiniin niteligini diisiirmektedir.
Buna ragmen dagilimin 15 dakika i¢inde tamamlanabildigi izlenebilmektedir.

Beta adrenoseptorlerin membranda lokal difiizyon gosterdigini kanitlayan tek bir FRAP
(Flourescence Recovery After Photobleaching) deneyi literatiirde vardir (Barak et al. 1997).
Ancak bu deney reseptorlerin membranin her yerine ulasabildigini gdstermemektedir.

Buradaki deneyler bunu ilk kez gdstermistir.

Burada kullanilan reseptor mutantlarinin bu 6zellikler bakimindan farkli olup olmadiklar1 bu
tez calismasinda incelenememistir. Calismanin yiiriitiildiigli laboratuarda bir konfokal
mikroskopun bulunmamasi ve erisimimizin oldugu laboraturlardaki mikroskop kullanim
siirelerinin  kisith olmasi nedeniyle deneyler gerekli giivenilirlikte sayisal sonuglar
saglayabilecek bicimde optimize edilememistir. Ancak burada elde edilen hiicre klonlar1
yapilan pilot deneylerle birlikte ileride bu teknigin hiicresel reseptor trafigini incelemede

kullanilabilmesi i¢in gerekli teknolojik altyapiy1 saglamistir.

S. TARTISMA VE SONUC
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Bu c¢alismada insan [2-adrenoseptoriiniin molekiiler aktivasyon mekanizmasmin daha iyi
anlasilmasina katkis1 olabilecek bir konstitiitif aktivatér mutasyon (F282L), f2-AR ¢cDNA’s1
tizerinde olusturulmus ve bu mutantin ligand baglama, sinyal iletme ve hiicre i¢i dagilim
ozellikleri heterolog transfeksiyon sistemlerinde incelenmistir. Ayrica reseptdr ve G
proteinlerinin hiicre i¢i trafiginin incelenebilmesi i¢in benzer ¢alismalarda kullanilabilecek
Gas-GFP, B2-AR-GFP ve B2-AR-dendra flizyon proteinlerinin ¢cDNA’ lar1 plazmitlerde
klonlanmis ve bu fiizyon proteinlerini fonksiyonel olarak eksprese eden hiicre klonlari elde
edilmistir. Bu calisma, fotokonversiyon 0zelligi gosteren dendra-reseptor flizyonunun elde
edildigi, bu flizyon proteininin fonksiyonel oldugunun gosterildigi ve bu ara¢ kullanilarak

reseptOriin hiicre zarindaki tek yonlii hareketinin gozlenebildigi ilk ¢alismadir.

Bu calismada elde edilen bulgular soyle oOzetlenebilir: 1) Reseptoriin ligand baglanma
bolgesine yakin bir noktada VI. transmembran heliks iizerinde bulunan F282L mutasyonu
(sekil 3.1.) B2-adrenoseptorii (Gs ve adenilat siklaza kenetlenmek bakimindan) konstitiitif
olarak aktive etmektedir. 2) F282L-mutantinin konsitiitif aktivite 6zellikleri ve ligand baglama
paterni agonist ile bagli reseptorii taklit ettigi diigiinilen CAM mutantindan farkl
bulunmustur. 3) F282L-B2-adrenoseptdr mutantinin  hiicresel dagilimi  yine CAM
mutantininkinden (ya da yaban tipinkinden) farkli bulunmustur. 4) Tiim reseptor tiirlerinin
hiicre zarinda en az iki farkli difiizif havuz olusturduklar1 saptanmistir. Bu bulgular B-
adrenoseptoriin farkli molekiiler aktivasyon mekanizmalarinin olabilecegine ve reseptoriin

birden fazla aktif durumunun varligina isaret etmektedir.

Literatiirde CAM-f2-AR’lin davranis1 reseptoriin aktif ve inaktif formu arasindaki dengenin
(R-R*) mutasyon tarafindan R* lehine kaydirilmasiyla agiklanmistir (Samama et al. 1993).
Reseptoriin tek bir aktif konformasyonda bulunabildigini varsayan bu model CAM-2-AR’iin
neredeyse tiim davranis repertuarini agiklarken F282L mutantinin burada belgelenen davranisi
(CAM mutantt ile birlikte diistiniildiigiinde) bu modele yerlesmemektedir. Bu ¢eliskiyi yaratan
sonuglar Sekil 2.6 ve 2.8’de gosterilen aktivasyon ve baglanma deneylerinin verileridir:
F282L mutant1 lizerinde ICI118,551 fonksiyonel olarak bir invers agonist gibi davranirken

ligand baglanmasi agisindan bir noétral ligand gibi, alprenolol fonksiyonel olarak bir notral
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antagonist gibi davranirken ligand baglanmasi agisindan giiglii bir parsiyel agonist gibi

davranmaktadir.

Heliks VI

Ekstraseluler

Intraseliiler

Sekil 3.1 Mutasyonlarin lokalizasyonu. Pr-adrenerjik reseptoriin  konstitiitif aktif mutantlart CAM
(6.28/6.29/6.31/6.34) ve F282(6.44) rodopsinin ii¢ boyutlu yapisi iizerinde gosterilmistir. Hem CAM hem de
F282L mutasyonlart altinct heliks iizeinde yer almaktadir. U¢ boyutlu yapi PDB veri tabaninda yaymnlanmig
(1U19) atomik koordinatlar kullanilarak PyMol programiyla ¢izilmistir.

Oysa CAM-B2-AR’iin yaban tip reseptore gore fonksiyonel davranisi ve ligand baglama
ozellikleri hem kendi i¢inde bir ¢eliski gostermemekte hem de iki durumlu reseptér modeliyle
tutarli bulunmaktadir. Tki durumlu reseptér modeli sekil 2.8."de CAM igin bulunmus olan
baglanma afinitesi paternini dngorebilmektedir. Oysa ayn1 sekilde F282L mutant1 i¢in CAM’e

gore yukar1 kaymis olan iligki paterni bu modelle 6ngdriilememektedir.
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Bu durumu agiklayabilecek bir model 6nerisi Sekil 3.2.’de sunulmustur. Bu modelde aktif
reseptoriin G proteinini aktive etmesi (G-G* doniisiimii) basit iki durumlu reseptdr modeline
acik olarak eklenmistir. Boylece ligandlar ya da mutasyonlar tarafindan olusturulan aktif
reseptor formlariin G proteinini aktive etmek bakimindan farklar gdsterebilecegi bir model

elde edilmistir.
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Sekil 3.2. F282L-32-adrenoseptor mutantimin davramsini, yaban tip ve CAM reseptor ile birlikte agiklamak igin
kullanilan denge modeli. Sol panel: Modelde kullanilan tiim denge reaksiyonlari. Bu modelde temelde ii¢ bilesen
g6z oniine alinmistir: reseptor (R ya da R*), G proteini (G ya da G*) ve reseptor ligandr (H). Reseptoriin ve G
proteininin  aktif formlart * ile simgelenmistir. Reseptor, ligand ve G proteinini tersinir olarak
baglayabilmektedir. Denge kollarinda afinite sabitleri latin harfleriyle, allosterik kenet sabitleri ise yunan
harfleriyle gosterilmistir. Temel reaksiyon kollarindaki sabitler disindaki kompozit sabitler termodinamik balans
g0z oOniine alinarak olusturulmustur. Sag Panel: Allosterik kenet sabitlerinin hangi baglanma bolgeleri ya da
izomerizasyon reaksiyonlari arasinda oldugunu gosteren sema. Bu semada reseptor ve G proteini kutular
seklinde, bu proteinler iizerinde yer alan “izomerizasyon” noktalar: siyah yuvarlaklarla ve reseptér iizerindeki
ligand baglanma bolgesi yine siyah yuvarlakla gosterilmistiv. Parametrelerin agiklamas: ve simiilasyonlarda
kullanilan degerleri igin ¢izelge 2.1. e bakiniz.
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Bu modelde reseptdrtiin G proteinini spontan olarak aktive etme yetenegi iki denge sabiti ve
tic allosterik etkiden olugsmaktadir. Bunlar sirasiyla R-R* denge sabiti J, R-G afinitesi M, R-
R* doniisiimii ile R-G baglanmasi arasindaki allosterik kenet y, G-G* donlisimii ile R-G
baglanmasi arasindaki allosterik kenet €, ve son olarak R-R* doniisiimii ile G-G* doniistimii
arasindaki allosterik kenet v’dir. Ligand efikasisi ise bu modelde o, B, A ile gosterilen ii¢
allosterik kenet sabitinden olusmaktadir: Bunlar ligand baglanmasiyla sirasiyla R-G
baglanmasi, R-R* donilisiimii ve RG kompleksi iginde G-G* doniisiimii arasindaki allosterik
kenetleri gostermektedir. Bu model kullanilarak yapilan sayisal simiilasyonlar yaban tip, CAM
ve F282L mutant reseptoOrlerinin davranisini bir arada agiklayabilmektedir. Modelin tim
parametreleri tablo 4.1 de aciklanmis ve bu simiilasyonlarda kullanilan parametre degerleri

verilmistir.

Cizelge 2.1. Modelde kullanilan parametrelerin agiklamast ve parametre degerleri.

Simge Ac¢iklama Kullanilan deger

H Reseptor Ligandi Degilken (107-10" M)

R Inaktif Reseptor Total reseptor derisimi : 10 M
R* Aktif Reseptor -

G Inaktif G proteini Total G proteini derisimi : 10" M
G* Aktif G proteini -

J R - R* denge sabiti Yaban tip: 0.1, Mutantlar: 10
K Ligand-Reseptor afinite sabiti 10° M

L G - G* denge sabiti 0.01

M G protein-Reseptor afinite sabiti 10° M

o Allosterik kenet sabiti (H — G arasinda) 0.3-40 (ligand efikasisine bagli)
B Allosterik kenet sabiti (H— R* arasinda) 0.3-40 (ligand efikasisine bagli)
Y Allosterik kenet sabiti (R* — G arasinda) 5

v Allosterik kenet sabiti (R* — G* arasinda) 10 (Wt ve CAM), 20 (F282L)

€ Allosterik kenet sabiti (R — G* arasinda) 5

A Allosterik kenet sabiti (H — G* arasinda) 0.15-5 (ligand efikasisine bagli)
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Sekil 3.3 de bu model kullanilarak yapilan simiilasyon sonuglar1 goriilmektedir. Burada yaban
tip, F282L ve CAM reseptorii tizerinde sekilde belirtilen ligandlarin varliginda ve yoklugunda
simiile edilen aktivasyonlar goriilmektedir. Bu mutantlar ilgili ligandlarin varliginda simiile
etmek icin kullanilan parametre degerleri sekil altinda verilmistir. CAM mutasyonu daha
onceki caligmalarda oldugu gibi yalnizca R-R* dengesini R* Iehine arttirarak simiile
edilmistir. Yaban tip reseptorde J=[R*]/[R]=0.1 se¢ilmisken CAM mutant1 i¢in bu deger daha
once oldugu gibi 10 secilmistir (Samama et al. 1993). F282L mutantinda ise buna ek olarak
ligandin R-R* doniigiimiinii degistirme 6zelligi olan B ve R* ile G* arasindaki kenet olan 1,
sekil 4.3’tin aciklamasinda belirtildigi gibi yaban tip ve CAM reseptor i¢in kullanilan
degerlerden farkli secilmistir. Bunun digindaki tiim parametre degerleri her {i¢ reseptor cesidi

icin de ayn1 se¢ilmistir.

B9 vaban Tip 1  FosoL 1 cAm
9E-11 A - -

8E-11 - ;
7E-11 - -
6E-11
5E-11
4E-11
3E-11
2E-11
1E-11

Total [G*] (aktivasyon)

Basal

invers Agon. :|

T
72}
©

m

invers Agon.
Notral Ant.
Parsiyel Agon.
Ful Agon.
Nétral Ant.
Parsiyel agon.
Ful Agon.
Basal

invers Agon. :|
Nétral Ant.
Parsiyel Agon.
Ful Agon.

Sekil 3.3. Belirtilen reseptor tiirlerinde belirtilen tiir ligandlarin varlhiginda (ya da yoklugunda) simiile edilen
aktivasyon yamitlary. Simiilasyonlar sekil 4.2 de tamimlanan modelin 6ngérdiigii denklemler niimerik olarak
coziilerek  yapilmistir.  Aktivasyon, ilgili kosullarda olugan toplam G* miktari olarak verilmistir:
[G*+RG*+R*G*+HRG*+HR*G*]. Simiilasyonlarda ligand derisimleri reseptorii doyuracak sekilde secilmistir.
Farkl ligandlar icin parametre degerleri soyle ayarlanmistir: Yaban tip ve CAM reseptor i¢in f=a, 1=a/2
olarak segilmis ve invers agonist, nétral antagonist, parsiye ve ful agonistler icin swasyla a=0.3,1,3ve 10
degerleri kullamlmistir. F282L mutantinda ise [=5c iliskisi disinda aym o ve A degerleri kullanmilmistir.
Kullamilan diger parametre degerleri tablo 4.1°de verilmistir. Bu parametre konfigiirasyonuyla, mutant
reseptorlerdeki bazal aktivite artist ve F282° nin hem bazal hem de uyarilmig yamitlarimin CAM inkilerden daha
biiyiik oldugu sekilde goriilmektedir.
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Bu manipiilasyon ve parametre degerleri yalniz fonksiyonel verileri degil, ayn1 zamanda
ligand baglama paterninde CAM ve F282L arasinda gozlenen kritik farki da agiklamaktadir
(sekil 3.4°1, sekil 2.8 ile karsilastirin).

- 100 -&— CAM
-0O—F282L

=
S

=
N,

- 10

T T

1000 100 10 1
Efikasi (o...2)

- 0.1

Sekil 3.4 Mutasyonlarin ligand baglanma afinitesi iizerine etkisini gésteren simiilasyon. Simiilasyon, sekil 34.2
tamimlanan model kullamlarak yapilmistir.  Parametre degerleri Cizelge 2.1 ve sekil 3.3’de verilenlerin
aymisidir. Dolayisiyla, bu simiilasyon sekil 3.3 de simiile edilen ligandlarin reseptore baglanma ozelliklerini
yansitmaktir.  Bu  simiilasyonlarda tim ligand bagh tirlerin toplam derigimleri [HR+HR*+HRG+
HR*G+HR*G*] ligand konsantrasyonuna bagimli olarak hesaplanmis ve her ligand ve reseptor tiirii igin bu
sekilde saptanan baglanma eyrileri deneysel baglanma egrileri gibi nonlineer regresyonla degerlendirilip ligand
afiniteleri hesaplannustir. Tiim bu simiilasyonlarda niikleotit varhigindaki baglanma M=0 segilerek simiile
edilmistir. Bu sartlarda hesaplanan afinite degerleri yaban tip reseptor icin aym sekilde hesaplanan afinetiye
boliinerek ligand efikasisine karsi ¢izilmistir. Ligand efikasisi olarak, metinde belirtildigi gibi, afA carpimi
kullamlmigtir. Hem x hem de y eksenleri grafikte logaritmik olarak gosterilmistir. Bu simiilasyonda bulunan
patern sekil 2.8 de deneysel olarak gozlenen paterne uymaktadir.

Sonug olarak F282L mutantin1 agiklamak i¢in CAM reseptdr i¢in kullanilandan farkli § ve 1
degerlerinin kullanilmasi geregi, F282L. mutasyonunun yarattig1 reseptdr formunun CAM’in

yarattig1 reseptor konformasyonundan farkli oldugu anlamina gelmektedir.
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EK 1.
Gas-GFP Konstrakti

Bu ¢alismada kullanilmamis olmakla birlikte, hazirlanan Gos-GFP konstrakti sematik olarak
Sekil 4.1.°de verilmistir. Burada GFP proteini Gas proteininin 71. aminoasidini kodlayan
bblgenin hemen arkasina yerlestirilmis ve GFP dizisinin sonuna Gas proteininin §3.
aminoasidinden itibaren sonuna kadar kodlayan cDNA yerlestirilmistir. Clinkii hem bizim
hem de baskalarinin deneyimi GFP proteinin Gas proteininin amino ya da karboksi
terminaline eklenmesinin ya Gas’in ya da GFP nin islevlerini bozdugunu gostermistir. Burada
elde edilen konstraktda GFP, kisa ve uzun Gas arasindaki farki olusturan amino asit dizisinin
yerini tutmaktadir. Bu flizyon proteini GFP ye gore daha zayif ama yeterli bir floresans
vermekte ve Gas’in fonksiyonlarini korumaktadir. Baska calismalarda kullanilabilecek bu
konstrakt bu ¢alismada elde edilen bir biyoteknolojik yan {iriin olarak sunulmustur.

Gsa-GFP-pCDNA3S.1+
7248 bp

Kpn1(922)

EcoR1(1137)

XbaT(1863)
EcoR1(2055)

Xbal (2808)

Sekil 4.1. Gsa klonlandigi pCDNA3. 1+ plazmitinde Gas-GFP ¢cDNA simin konumu goriinmektedir.

Asagida Gas’i ve GFP’i kodlayan cDNA’lar sematik olarak gosterilmistir. Asagida altlar
cizili ATG ve TAA baz dizileri cDNAlarin baslatic1 ve sonlandirict kodonlar, Gas’in 5’
ucunda yeralan GGTACC baz dizisi Kpnl restriksiyon enziminin ve 3’ ucunda TCTAGA Xbal
enziminin spesifik olarak tanidig dizidir. Gas cDNA’sinda * isaretiyle temsil edilen 33 baz
cifti 71-82. aminoasitlere karsilik gelmektedir. Filizyon olusturulurken bu aminoasitler

proteinin primer dizisinden ¢ikarilmig, bu bolgeye GFP yerlestirilmistir.
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Gas (1182 baz cifti, 394 aa)

TG GGTACCATGGGC-------mmmmmmmm- TTTAACGGAGAG*****AACAGCGATGGT CTCTAA TCTAGA

GFP (717 baz cifti, 239 aa)

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC TGGACGAGCTGTACAAGTAA

Gas’in ilk 71 aminoasidini kodlayan 213 bazlik, 83-394. aminoasitleri kodlayan 936 bazlik
bolimleri ve GFP’1 kodlayan ¢cDNA PCR aracilifiyla ayr1 ayri cogaltilmistir. PCR

reaksiyonlarda kullanilan primerler:

Goas’in ilk 213 bazhik boliimiinii ¢cogaltmak icin:

1. Forward Primer: 5’ CTT.GGT ACC ATG GGC TGC CTC

2. Reverse Primer: 5" GTA GAA TTC CTC TCC GTT AAA CCC ATT AAC ATG TAG

Gas’in son 936 bazhik béliimiinii ¢cogaltmak icin:

3. Forward Primer: 5" CTA TCT AGA AAC AGC GAT GGT GAG AAG GCC AC

4. Reverse Primer: 5> CTA TCT AGA TTA GAG CAG CTC GTA TTG GCG AAG

GFP’in cDNA’sin1 cogaltmak icin:

5. Forward Primer: 5" GCT AGA ATT CAT GGT GAG CAA GGG CGA GGA G

6. Reverse Primer: 5" GCT ATC TAG ACG ACT TGT ACA GCT CGT CCA TGC CG

Birinci primerin 5’-ucundaki alt1 ¢izili 6 baz, ikinci primerin 5’-ucundaki 6 baz sirasiyla Kpnl
ve EcoRI enzimlerinin tanima bolgeleridir. Ugiincii ve 4. primerlerin 5> ucundaki alt1 ¢izili
bazlar Xbal enziminin tanima bolgesidir. Besinci ve 6. primerlerin 5’-ucundaki alt1 ¢izili
bazlar ise sirastyla EcoRI ve Xbal enzimlerinin tanima bdlgeleridir. Birinci primer Gas

cDNA’sinin 5’-ucuna 2. primer ise Gas’in 63-71 aminoasitlerini kodlayan DNA bdlgesine
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komplementerdir. Ugiincii primer Gos’in 83-90. aminositlerini kodlayan DNA bélgesine,
dordiincii primer Gas cDNA’smin 3’ ucuna komplementerdir. Besinci primer GFP kodlayan
cDNA’nin 5’-ucuna, 6. primer ise GFP’in son 11 bazina (sonlandirici kodon haric)
komplemanterdir. {lk asamada bu primerler kullanilarak Gos’in ilk 71 aminoasitini kodlayan
parca, 83-394. aminoasitlerini kodlayan par¢a ve GFP’yi kodlayan pargalar ayr1 ayr1 PCR ile
cogaltilmustir. ikinci asamada bu pargalar agaroz jelden saflastirilip yukarida belirtilen uygun
enzim kombinasyonlariyla kesilmistir. Uciincii asamada bu parcalar teker teker uygun
enzimlerle kesilmis pCDNA3.1+ vektdriine sirayla standart ligasyon protokolleriyle
yerlestirilmistir: ilk parca vektdre yerlestirildikten sonra E.coli’de klonlamp yeniden
saflastirilmis ve elde edilen bu plazmit ikinci par¢anin yerlestirilmesi i¢in kullanilmis ve ayni

islem ticilincili parcanin yerlestirilmesi i¢in tekrar edilmistir.

Klonlanmis vektoriin, hi¢ Gas eksprese etmeyen S49 cyc- lenfoma hiicre kiiltiiriine
transfeksiyonu bu hiicrelerde Gas-GFP fiizyonunun ekspresyonunu saglamistir. [2-AR
konstraktlarindan farkli olarak bu durumda ekspresyon ligand baglama caligmalar ile

saptanamayacagindan imiinoblot yontemiyle gosterilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Transfekte edilmemis ve Gas-GFP fiizyon proteini cDNAs1 tasiyan vektor ile transfekte edilmis s49
cyc- hiicre zari preparatlarindan elde edilen Western blot analizi. Kulanilan antikor Gas nin amino terminalini
tammaktadr. Sagdaki hatta gériinen kalin bant yaklasik 85 kDa’a uymaktadwr. Daha diisiik agirlikly ( yaklagik 75
kDa) ve yogunluklu bant ise muhtemelen bir parcalanma iiriiniiniidiir ve literatiirde baskalarmin yaptigi
calismalarda da goriilmektedir.

Bu Gas konstraktinin tasarimi bize ait degildir. Bu konstrakt daha oOnce yapilmis ve

fonksiyonel integretitesi (adenilat siklaza kenetlenebilirligi) kanitlanmistir (Yu ve Rasenick,

2002).
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EK 2.

Konstraktlarin cDNA dizileri

B2-AR
ATGGGGCAACCCGGGAACGGCAGCGCCTTCTTGCTGGCACCCAATAGAAGCCATGCGCCGGACCACGACGTCACG
CAGCAAAGGGACGAGGTGTGGGTGGTGGGCATGGGCATCGTCATGTCTCTCATCGTCCTGGCCATCGTGTTTGGC
AATGTGCTGGTCATCACAGCCATTGCCAAGTTCGAGCGTCTGCAGACGGTCACCAACTACTTCATCACTTCACTG
GCCTGTGCTGATCTGGTCATGGGCCTGGCAGTGGTGCCCTTTGGGGCCGCCCATATTCTTATGAAAATGTGGACT
TTTGGCAACTTCTGGTGCGAGTTTTGGACTTCCATTGATGTGCTGTGCGTCACGGCCAGCATTGAGACCCTGTGC
GTGATCGCAGTGGATCGCTACTTTGCCATTACTTCACCTTTCAAGTACCAGAGCCTGCTGACCAAGAATAAGGCC
CGGGTGATCATTCTGATGGTGTGGATTGTGTCAGGCCTTACCTCCTTCTTGCCCATTCAGATGCACTGGTACCGG
GCCACCCACCAGGAAGCCATCAACTGCTATGCCAATGAGACCTGCTGTGACTTCTTCACGAACCAAGCCTATGCC
ATTGCCTCTTCCATCGTGTCCTTCTACGTTCCCCTGGTGATCATGGTCTTCGTCTACTCCAGGGTCTTTCAGGAG
GCCAAAAGGCAGCTCCAGAAGATTGACAAATCTGAGGGCCGCTTCCATGTCCAGAACCTTAGCCAGGTGGAGCAG
GATGGGCGGACGGGGCATGGACTCCGCAGATCTTCCAAGTTCTGCTTGAAGGAGCACAAAGCCCTCAAGACGTTA
GGCATCATCATGGGCACTTTCACCCTCTGCTGGCTGCCCTTCTTCATCGTTAACATTGTGCATGTGATCCAGGAT
AACCTCATCCGTAAGGAAGTTTACATCCTCCTAAATTGGATAGGCTATGTCAATTCTGGTTTCAATCCCCTTATC
TACTGCCGGAGCCCAGATTTCAGGATTGCCTTCCAGGAGCTTCTGTGCCTGCGCAGGTCTTCTTTGAAGGCCTAT
GGGAATGGCTACTCCAGCAACGGCAACACAGGGGAGCAGAGTGGATATCACGTGGAACAGGAGAAAGAAAATAAA
CTGCTGTGTGAAGACCTCCCAGGCACGGAAGACTTTGTGGGCCATCAAGGTACTGTGCCTAGCGATAACATTGAT
TCACAAGGGAGGAATTGTAGTACAAATGACTCACTGCTGTAA

B2-AR (CAM)
ATGGGGCAACCCGGGAACGGCAGCGCCTTCTTGCTGGCACCCAATAGAAGCCATGCGCCGGACCACGACGTCACG
CAGCAAAGGGACGAGGTGTGGGTGGTGGGCATGGGCATCGTCATGTCTCTCATCGTCCTGGCCATCGTGTTTGGC
AATGTGCTGGTCATCACAGCCATTGCCAAGTTCGAGCGTCTGCAGACGGTCACCAACTACTTCATCACTTCACTG
GCCTGTGCTGATCTGGTCATGGGCCTGGCAGTGGTGCCCTTTGGGGCCGCCCATATTCTTATGAAAATGTGGACT
TTTGGCAACTTCTGGTGCGAGTTTTGGACTTCCATTGATGTGCTGTGCGTCACGGCCAGCATTGAGACCCTGTGC
GTGATCGCAGTGGATCGCTACTTTGCCATTACTTCACCTTTCAAGTACCAGAGCCTGCTGACCAAGAATAAGGCC
CGGGTGATCATTCTGATGGTGTGGATTGTGTCAGGCCTTACCTCCTTCTTGCCCATTCAGATGCACTGGTACCGG
GCCACCCACCAGGAAGCCATCAACTGCTATGCCAATGAGACCTGCTGTGACTTCTTCACGAACCAAGCCTATGCC
ATTGCCTCTTCCATCGTGTCCTTCTACGTTCCCCTGGTGATCATGGTCTTCGTCTACTCCAGGGTCTTTCAGGAG
GCCAAAAGGCAGCTCCAGAAGATTGACAAATCTGAGGGCCGCTTCCATGTCCAGAACCTTAGCCAGGTGGAGCAG
GATGGGCGGACGGGGCATGGACTCCGCAGATCTTCCAAGTTCTGCTCGAGGGAGAAGAAAGCCGCCAAGACGTTA
GGCATCATCATGGGCACTTTCACCCTCTGCTGGCTGCCCTTCTTCATCGTTAACATTGTGCATGTGATCCAGGAT
AACCTCATCCGTAAGGAAGTTTACATCCTCCTAAATTGGATAGGCTATGTCAATTCTGGTTTCAATCCCCTTATC
TACTGCCGGAGCCCAGATTTCAGGATTGCCTTCCAGGAGCTTCTGTGCCTGCGCAGGTCTTCTTTGAAGGCCTAT
GGGAATGGCTACTCCAGCAACGGCAACACAGGGGAGCAGAGTGGATATCACGTGGAACAGGAGAAAGAAAATAAA
CTGCTGTGTGAAGACCTCCCAGGCACGGAAGACTTTGTGGGCCATCAAGGTACTGTGCCTAGCGATAACATTGAT
TCACAAGGGAGGAATTGTAGTACAAATGACTCACTGCTGTAA

B2-AR (F282L)

ATGGGGCAACCCGGGAACGGCAGCGCCTTCTTGCTGGCACCCAATAGAAGCCATGCGCCGGACCACGACGTCACG
CAGCAAAGGGACGAGGTGTGGGTGGTGGGCATGGGCATCGTCATGTCTCTCATCGTCCTGGCCATCGTGTTTGGC
AATGTGCTGGTCATCACAGCCATTGCCAAGTTCGAGCGTCTGCAGACGGTCACCAACTACTTCATCACTTCACTG
GCCTGTGCTGATCTGGTCATGGGCCTGGCAGTGGTGCCCTTTGGGGCCGCCCATATTCTTATGAAAATGTGGACT
TTTGGCAACTTCTGGTGCGAGTTTTGGACTTCCATTGATGTGCTGTGCGTCACGGCCAGCATTGAGACCCTGTGC
GTGATCGCAGTGGATCGCTACTTTGCCATTACTTCACCTTTCAAGTACCAGAGCCTGCTGACCAAGAATAAGGCC
CGGGTGATCATTCTGATGGTGTGGATTGTGTCAGGCCTTACCTCCTTCTTGCCCATTCAGATGCACTGGTACCGG
GCCACCCACCAGGAAGCCATCAACTGCTATGCCAATGAGACCTGCTGTGACTTCTTCACGAACCAAGCCTATGCC
ATTGCCTCTTCCATCGTGTCCTTCTACGTTCCCCTGGTGATCATGGTCTTCGTCTACTCCAGGGTCTTTCAGGAG
GCCAAAAGGCAGCTCCAGAAGATTGACAAATCTGAGGGCCGCTTCCATGTCCAGAACCTTAGCCAGGTGGAGCAG
GATGGGCGGACGGGGCATGGACTCCGCAGATCTTCCAAGTTCTGCTTGAAGGAGCACAAAGCCCTCAAGACGTTA
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GGCATCATCATGGGCACTCTCACCCTCTGCTGGCTGCCCTTCTTCATCGTTAACATTGTGCATGTGATCCAGGAT
AACCTCATCCGTAAGGAAGTTTACATCCTCCTAAATTGGATAGGCTATGTCAATTCTGGTTTCAATCCCCTTATC
TACTGCCGGAGCCCAGATTTCAGGATTGCCTTCCAGGAGCTTCTGTGCCTGCGCAGGTCTTCTTTGAAGGCCTAT
GGGAATGGCTACTCCAGCAACGGCAACACAGGGGAGCAGAGTGGATATCACGTGGAACAGGAGAAAGAAAATAAA
CTGCTGTGTGAAGACCTCCCAGGCACGGAAGACTTTGTGGGCCATCAAGGTACTGTGCCTAGCGATAACATTGAT
TCACAAGGGAGGAATTGTAGTACAAATGACTCACTGCTGTAA

B2-AR-GFP

ATGGGGCAACCCGGGAACGGCAGCGCCTTCTTGCTGGCACCCAATAGAAGCCATGCGCCGGACCACGACGTCACG
CAGCAAAGGGACGAGGTGTGGGTGGTGGGCATGGGCATCGTCATGTCTCTCATCGTCCTGGCCATCGTGTTTGGC
AATGTGCTGGTCATCACAGCCATTGCCAAGTTCGAGCGTCTGCAGACGGTCACCAACTACTTCATCACTTCACTG
GCCTGTGCTGATCTGGTCATGGGCCTGGCAGTGGTGCCCTTTGGGGCCGCCCATATTCTTATGAAAATGTGGACT
TTTGGCAACTTCTGGTGCGAGTTTTGGACTTCCATTGATGTGCTGTGCGTCACGGCCAGCATTGAGACCCTGTGC
GTGATCGCAGTGGATCGCTACTTTGCCATTACTTCACCTTTCAAGTACCAGAGCCTGCTGACCAAGAATAAGGCC
CGGGTGATCATTCTGATGGTGTGGATTGTGTCAGGCCTTACCTCCTTCTTGCCCATTCAGATGCACTGGTACCGG
GCCACCCACCAGGAAGCCATCAACTGCTATGCCAATGAGACCTGCTGTGACTTCTTCACGAACCAAGCCTATGCC
ATTGCCTCTTCCATCGTGTCCTTCTACGTTCCCCTGGTGATCATGGTCTTCGTCTACTCCAGGGTCTTTCAGGAG
GCCAAAAGGCAGCTCCAGAAGATTGACAAATCTGAGGGCCGCTTCCATGTCCAGAACCTTAGCCAGGTGGAGCAG
GATGGGCGGACGGGGCATGGACTCCGCAGATCTTCCAAGTTCTGCTTGAAGGAGCACAAAGCCCTCAAGACGTTA
GGCATCATCATGGGCACTTTCACCCTCTGCTGGCTGCCCTTCTTCATCGTTAACATTGTGCATGTGATCCAGGAT
AACCTCATCCGTAAGGAAGTTTACATCCTCCTAAATTGGATAGGCTATGTCAATTCTGGTTTCAATCCCCTTATC
TACTGCCGGAGCCCAGATTTCAGGATTGCCTTCCAGGAGCTTCTGTGCCTGCGCAGGTCTTCTTTGAAGGCCTAT
GGGAATGGCTACTCCAGCAACGGCAACACAGGGGAGCAGAGTGGATATCACGTGGAACAGGAGAAAGAAAATAAA
CTGCTGTGTGAAGACCTCCCAGGCACGGAAGACTTTGTGGGCCATCAAGGTACTGTGCCTAGCGATAACATTGAT
TCACAAGGGAGGAATTGTAGTACAAATGACTCACTGCTGAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCC
CGGGATCCACCGGTCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAG
CTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCCAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTG
ACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGC
GTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTAC
GTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGAC
ACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAG
TACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATC
CGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGLCLCCC
GTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCAC
ATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAA.

B2-AR(F282L)-GFP

ATGGGGCAACCCGGGAACGGCAGCGCCTTCTTGCTGGCACCCAATAGAAGCCATGCGCCGGACCACGACGTCACG
CAGCAAAGGGACGAGGTGTGGGTGGTGGGCATGGGCATCGTCATGTCTCTCATCGTCCTGGCCATCGTGTTTGGC
AATGTGCTGGTCATCACAGCCATTGCCAAGTTCGAGCGTCTGCAGACGGTCACCAACTACTTCATCACTTCACTG
GCCTGTGCTGATCTGGTCATGGGCCTGGCAGTGGTGCCCTTTGGGGCCGCCCATATTCTTATGAAAATGTGGACT
TTTGGCAACTTCTGGTGCGAGTTTTGGACTTCCATTGATGTGCTGTGCGTCACGGCCAGCATTGAGACCCTGTGC
GTGATCGCAGTGGATCGCTACTTTGCCATTACTTCACCTTTCAAGTACCAGAGCCTGCTGACCAAGAATAAGGCC
CGGGTGATCATTCTGATGGTGTGGATTGTGTCAGGCCTTACCTCCTTCTTGCCCATTCAGATGCACTGGTACCGG
GCCACCCACCAGGAAGCCATCAACTGCTATGCCAATGAGACCTGCTGTGACTTCTTCACGAACCAAGCCTATGCC
ATTGCCTCTTCCATCGTGTCCTTCTACGTTCCCCTGGTGATCATGGTCTTCGTCTACTCCAGGGTCTTTCAGGAG
GCCAAAAGGCAGCTCCAGAAGATTGACAAATCTGAGGGCCGCTTCCATGTCCAGAACCTTAGCCAGGTGGAGCAG
GATGGGCGGACGGGGCATGGACTCCGCAGATCTTCCAAGTTCTGCTTGAAGGAGCACAAAGCCCTCAAGACGTTA
GGCATCATCATGGGCACTTTCACCCTCTGCTGGCTGCCCTTCTTCATCGTTAACATTGTGCATGTGATCCAGGAT
AACCTCATCCGTAAGGAAGTTTACATCCTCCTAAATTGGATAGGCTATGTCAATTCTGGTTTCAATCCCCTTATC
TACTGCCGGAGCCCAGATTTCAGGATTGCCTTCCAGGAGCTTCTGTGCCTGCGCAGGTCTTCTTTGGAGCACAAA
GCCCTCAAGACGTTAGGCATCATCATGGGCACTCTCACCCTCTGCTGGCTGCCCTTCTTCATCGTTAACAATAAA
CTGCTGTGTGAAGACCTCCCAGGCACGGAAGACTTTGTGGGCCATCAAGGTACTGTGCCTAGCGATAACATTGAT
TCACAAGGGAGGAATTGTAGTACAAATGACTCACTGCTGAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCC
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CGGGATCCACCGGTCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAG
CTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTG
ACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGC
GTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTAC
GTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGAC
ACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAG
TACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATC
CGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGLLCCC
GTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCAC
ATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAA.

B2-AR-Dendra

ATGGGGCAACCCGGGAACGGCAGCGCCTTCTTGCTGGCACCCAATAGAAGCCATGCGCCGGACCACGACGTCACG
CAGCAAAGGGACGAGGTGTGGGTGGTGGGCATGGGCATCGTCATGTCTCTCATCGTCCTGGCCATCGTGTTTGGC
AATGTGCTGGTCATCACAGCCATTGCCAAGTTCGAGCGTCTGCAGACGGTCACCAACTACTTCATCACTTCACTG
GCCTGTGCTGATCTGGTCATGGGCCTGGCAGTGGTGCCCTTTGGGGCCGCCCATATTCTTATGAAAATGTGGACT
TTTGGCAACTTCTGGTGCGAGTTTTGGACTTCCATTGATGTGCTGTGCGTCACGGCCAGCATTGAGACCCTGTGC
GTGATCGCAGTGGATCGCTACTTTGCCATTACTTCACCTTTCAAGTACCAGAGCCTGCTGACCAAGAATAAGGCC
CGGGTGATCATTCTGATGGTGTGGATTGTGTCAGGCCTTACCTCCTTCTTGCCCATTCAGATGCACTGGTACCGG
GCCACCCACCAGGAAGCCATCAACTGCTATGCCAATGAGACCTGCTGTGACTTCTTCACGAACCAAGCCTATGCC
ATTGCCTCTTCCATCGTGTCCTTCTACGTTCCCCTGGTGATCATGGTCTTCGTCTACTCCAGGGTCTTTCAGGAG
GCCAAAAGGCAGCTCCAGAAGATTGACAAATCTGAGGGCCGCTTCCATGTCCAGAACCTTAGCCAGGTGGAGCAG
GATGGGCGGACGGGGCATGGACTCCGCAGATCTTCCAAGTTCTGCTTGAAGGAGCACAAAGCCCTCAAGACGTTA
GGCATCATCATGGGCACTTTCACCCTCTGCTGGCTGCCCTTCTTCATCGTTAACATTGTGCATGTGATCCAGGAT
AACCTCATCCGTAAGGAAGTTTACATCCTCCTAAATTGGATAGGCTATGTCAATTCTGGTTTCAATCCCCTTATC
TACTGCCGGAGCCCAGATTTCAGGATTGCCTTCCAGGAGCTTCTGTGCCTGCGCAGGTCTTCTTTGAAGGCCTAT
GGGAATGGCTACTCCAGCAACGGCAACACAGGGGAGCAGAGTGGATATCACGTGGAACAGGAGAAAGAAAATAAA
CTGCTGTGTGAAGACCTCCCAGGCACGGAAGACTTTGTGGGCCATCAAGGTACTGTGCCTAGCGATAACATTGAT
TCACAAGGGAGGAATTGTAGTACAAATGACTCACTGCTAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCCC
GGGATCCACCGGTCGCCACCATGAACACCCCGGGAATTAACCTGATCAAGGAGGACATGCGCGTGAAGGTGCACA
TGGAGGGCAACGTGAACGGCCACGCCTTCGTGATCGAGGGCGAGGGCAAGGGCAAGCCCTACGAGGGCACCCAGA
CCGCCAACCTGACCGTGAAGGAGGGCGCCCCCCTGCCCTTCAGCTACGACATCCTGACCACCGCCGTGCACTACG
GCAACCGGGTGTTCACCAAGTACCCCGAGGACATCCCCGACTACTTCAAGCAGAGCTTCCCCGAGGGCTACAGCT
GGGAGCGCACCATGACCTTCGAGGACAAGGGCATCTGCACCATCCGCAGCGACATCAGCCTGGAGGGCGACTGCT
TCTTCCAGAACGTGCGCTTCAAGGGCACCAACTTCCCCCCCAACGGCCCCGTGATGCAGAAGAAGACCCTGAAGT
GGGAGCCCAGCACCGAGAAGCTGCACGTGCGCGACGGCCTGCTGGTGGGCAACATCAACATGGCCCTGCTGCTGG
AGGGCGGCGGCCACTACCTGTGCGACTTCAAGACCACCTACAAGGCCAAGAAGGTGGTGCAGCTGCCCGACGLCCC
ACTTCGTGGACCACCGCATCGAGATCCTGGGCAACGACAGCGACTACAACAAGGTGAAGCTGTACGAGCACGCCG
TGGCCCGCTACAGCCCCCTGCCCAGCCAGGTGTGGTAA

B2-AR(F282L)-Dendra

ATGGGGCAACCCGGGAACGGCAGCGCCTTCTTGCTGGCACCCAATAGAAGCCATGCGCCGGACCACGACGTCACG
CAGCAAAGGGACGAGGTGTGGGTGGTGGGCATGGGCATCGTCATGTCTCTCATCGTCCTGGCCATCGTGTTTGGC
AATGTGCTGGTCATCACAGCCATTGCCAAGTTCGAGCGTCTGCAGACGGTCACCAACTACTTCATCACTTCACTG
GCCTGTGCTGATCTGGTCATGGGCCTGGCAGTGGTGCCCTTTGGGGCCGCCCATATTCTTATGAAAATGTGGACT
TTTGGCAACTTCTGGTGCGAGTTTTGGACTTCCATTGATGTGCTGTGCGTCACGGCCAGCATTGAGACCCTGTGC
GTGATCGCAGTGGATCGCTACTTTGCCATTACTTCACCTTTCAAGTACCAGAGCCTGCTGACCAAGAATAAGGCC
CGGGTGATCATTCTGATGGTGTGGATTGTGTCAGGCCTTACCTCCTTCTTGCCCATTCAGATGCACTGGTACCGG
GCCACCCACCAGGAAGCCATCAACTGCTATGCCAATGAGACCTGCTGTGACTTCTTCACGAACCAAGCCTATGCC
ATTGCCTCTTCCATCGTGTCCTTCTACGTTCCCCTGGTGATCATGGTCTTCGTCTACTCCAGGGTCTTTCAGGAG
GCCAAAAGGCAGCTCCAGAAGATTGACAAATCTGAGGGCCGCTTCCATGTCCAGAACCTTAGCCAGGTGGAGCAG
GATGGGCGGACGGGGCATGGACTCCGCAGATCTTCCAAGTTCTGCTTGAAGGAGCACAAAGCCCTCAAGACGTTA
GGCATCATCATGGGCACTTTCACCCTCTGCTGGCTGCCCTTCTTCATCGTTAACATTGTGCATGTGATCCAGGAT
AACCTCATCCGTAAGGAAGTTTACATCCTCCTAAATTGGATAGGCTATGTCAATTCTGGTTTCAATCCCCTTATC
TACTGCCGGAGCCCAGATTTCAGGATTGCCTTCCAGGAGCTTCTGTGCCTGCGCAGGTCTTCTTTGGAGCACAAA
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GCCCTCAAGACGTTAGGCATCATCATGGGCACTCTCACCCTCTGCTGGCTGCCCTTCTTCATCGTTAACAATAAA
CTGCTGTGTGAAGACCTCCCAGGCACGGAAGACTTTGTGGGCCATCAAGGTACTGTGCCTAGCGATAACATTGAT
TCACAAGGGAGGAATTGTAGTACAAATGACTCACTGCTAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCCC
GGGATCCACCGGTCGCCACCATGAACACCCCGGGAATTAACCTGATCAAGGAGGACATGCGCGTGAAGGTGCACA
TGGAGGGCAACGTGAACGGCCACGCCTTCGTGATCGAGGGCGAGGGCAAGGGCAAGCCCTACGAGGGCACCCAGA
CCGCCAACCTGACCGTGAAGGAGGGCGCCCCCCTGCCCTTCAGCTACGACATCCTGACCACCGCCGTGCACTACG
GCAACCGGGTGTTCACCAAGTACCCCGAGGACATCCCCGACTACTTCAAGCAGAGCTTCCCCGAGGGCTACAGCT
GGGAGCGCACCATGACCTTCGAGGACAAGGGCATCTGCACCATCCGCAGCGACATCAGCCTGGAGGGCGACTGCT
TCTTCCAGAACGTGCGCTTCAAGGGCACCAACTTCCCCCCCAACGGCCCCGTGATGCAGAAGAAGACCCTGAAGT
GGGAGCCCAGCACCGAGAAGCTGCACGTGCGCGACGGCCTGCTGGTGGGCAACATCAACATGGCCCTGCTGCTGG
AGGGCGGCGGCCACTACCTGTGCGACTTCAAGACCACCTACAAGGCCAAGAAGGTGGTGCAGCTGCCCGACGCCC
ACTTCGTGGACCACCGCATCGAGATCCTGGGCAACGACAGCGACTACAACAAGGTGAAGCTGTACGAGCACGCCG
TGGCCCGCTACAGCCCCCTGCCCAGCCAGGTGTGGTAA

B2-AR(CAM)-dendra

ATGGGGCAACCCGGGAACGGCAGCGCCTTCTTGCTGGCACCCAATAGAAGCCATGCGCCGGACCACGACGTCACG
CAGCAAAGGGACGAGGTGTGGGTGGTGGGCATGGGCATCGTCATGTCTCTCATCGTCCTGGCCATCGTGTTTGGC
AATGTGCTGGTCATCACAGCCATTGCCAAGTTCGAGCGTCTGCAGACGGTCACCAACTACTTCATCACTTCACTG
GCCTGTGCTGATCTGGTCATGGGCCTGGCAGTGGTGCCCTTTGGGGCCGCCCATATTCTTATGAAAATGTGGACT
TTTGGCAACTTCTGGTGCGAGTTTTGGACTTCCATTGATGTGCTGTGCGTCACGGCCAGCATTGAGACCCTGTGC
GTGATCGCAGTGGATCGCTACTTTGCCATTACTTCACCTTTCAAGTACCAGAGCCTGCTGACCAAGAATAAGGCC
CGGGTGATCATTCTGATGGTGTGGATTGTGTCAGGCCTTACCTCCTTCTTGCCCATTCAGATGCACTGGTACCGG
GCCACCCACCAGGAAGCCATCAACTGCTATGCCAATGAGACCTGCTGTGACTTCTTCACGAACCAAGCCTATGCC
ATTGCCTCTTCCATCGTGTCCTTCTACGTTCCCCTGGTGATCATGGTCTTCGTCTACTCCAGGGTCTTTCAGGAG
GCCAAAAGGCAGCTCCAGAAGATTGACAAATCTGAGGGCCGCTTCCATGTCCAGAACCTTAGCCAGGTGGAGCAG
GATGGGCGGACGGGGCATGGACTCCGCAGATCTTCCAAGTTCTGCTCGAGGGAGAAGAAAGCCGCCAAGACGTTA
GGCATCATCATGGGCACTTTCACCCTCTGCTGGCTGCCCTTCTTCATCGTTAACATTGTGCATGTGATCCAGGAT
AACCTCATCCGTAAGGAAGTTTACATCCTCCTAAATTGGATAGGCTATGTCAATTCTGGTTTCAATCCCCTTATC
TACTGCCGGAGCCCAGATTTCAGGATTGCCTTCCAGGAGCTTCTGTGCCTGCGCAGGTCTTCTTTGAAGGCCTAT
GGGAATGGCTACTCCAGCAACGGCAACACAGGGGAGCAGAGTGGATATCACGTGGAACAGGAGAAAGAAAATAAA
CTGCTGTGTGAAGACCTCCCAGGCACGGAAGACTTTGTGGGCCATCAAGGTACTGTGCCTAGCGATAACATTGAT
TCACAAGGGAGGAATTGTAGTACAAATGACTCACTGCTGAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCC
CGGGATCCACCGGTCGCCACCATGAACACCCCGGGAATTAACCTGATCAAGGAGGACATGCGCGTGAAGGTGCAC
ATGGAGGGCAACGTGAACGGCCACGCCTTCGTGATCGAGGGCGAGGGCAAGGGCAAGCCCTACGAGGGCACCCAG
ACCGCCAACCTGACCGTGAAGGAGGGCGCCCCCCTGCCCTTCAGCTACGACATCCTGACCACCGCCGTGCACTAC
GGCAACCGGGTGTTCACCAAGTACCCCGAGGACATCCCCGACTACTTCAAGCAGAGCTTCCCCGAGGGCTACAGC
TGGGAGCGCACCATGACCTTCGAGGACAAGGGCATCTGCACCATCCGCAGCGACATCAGCCTGGAGGGCGACTGC
TTCTTCCAGAACGTGCGCTTCAAGGGCACCAACTTCCCCCCCAACGGCCCCGTGATGCAGAAGAAGACCCTGAAG
TGGGAGCCCAGCACCGAGAAGCTGCACGTGCGCGACGGCCTGCTGGTGGGCAACATCAACATGGCCCTGCTGCTG
GAGGGCGGCGGCCACTACCTGTGCGACTTCAAGACCACCTACAAGGCCAAGAAGGTGGTGCAGCTGCCCGACGCC
CACTTCGTGGACCACCGCATCGAGATCCTGGGCAACGACAGCGACTACAACAAGGTGAAGCTGTACGAGCACGCC
GTGGCCCGCTACAGCCCCCTGCCCAGCCAGGTGTGGTAA

Gas-GFP

ATGGGCTGCCTCGGCAACAGTAAGACCGAGGACCAGCGCAACGAGGAGAAGGCGCAGCGCGAGGCCAACAAAAAG
ATCGAGAAGCAGCTGCAGAAGGACAAGCAGGTCTACCGGGCCACGCACCGCCTGCTGCTGCTGGGTGCTGGAGAG
TCTGGCAAAAGCACCATTGTGAAGCAGATGAGGATCCTACATGTTAATGGGTTTAACGGAGAGGGAATTCATGGT
GAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAA
GTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGG
CAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTGGGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGA
CCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAA
GGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAA
GGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACATCAGCCACAACGTCTA
TATCACCGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGCCAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGT
GCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCT
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GAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGC
CGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTCGTCTAGAAACAGCGATGGTGAGAAGGCCACCAAAGT
GCAGGACATCAAAAACAACCTGAAGGAGGCCATTGAAACCATTGTGGCCGCCATGAGCAACCTGGTGCCCCCCGT
GGAGCTGGCCAACCCTGAGAACCAGTTCAGAGTGGACTACATTCTGAGCGTGATGAACGTGCCAAACTTTGACTT
CCCACCTGAATTCTATGAGCATGCCAAGGCTCTGTGGGAGGATGAGGGAGTTCGTGCCTGCTACGAGCGCTCCAA
CGAGTACCAGCTGATCGACTGTGCCCAGTACTTCCTGGACAAGATTGATGTGATCAAGCAGGCCGACTACGTGCC
AAGTGACCAGGACCTGCTTCGCTGCCGCGTCCTGACCTCTGGAATCTTTGAGACCAAGTTCCAGGTGGACAAAGT
CAACTTCCACATGTTCGATGTGGGCGGCCAGCGCGATGAACGCCGCAAGTGGATCCAGTGCTTCAATGATGTGAC
TGCCATCATCTTCGTGGTGGCCAGCAGCAGCTACAACATGGTCATCCGGGAGGACAACCAGACCAACCGTCTGCA
GGAGGCTCTGAACCTCTTCAAGAGCATCTGGAACAACAGATGGCTGCGTACCATCTCTGTGATCCTCTTCCTCAA
CAAGCAAGATCTGCTTGCTGAGAAGGTCCTCGCTGGGAAATCGAAGATTGAGGACTACTTTCCAGAGTTCGCTCG
CTACACCACTCCTGAGGATGCGACTCCCGAGCCCGGAGAGGACCCACGCGTGACCCGGGCCAAGTACTTCATCCG
GGATGAGTTTCTGAGAATCAGCACTGCTAGTGGAGATGGACGTCACTACTGCTACCCTCACTTTACCTGCGCCGT
GGACACTGAGAACATCCGCCGTGTCTTCAACGACTGCCGTGACATCATCCAGCGCATGCATCTTCGCCAATACGA
GCTGCTCTAA
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