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OZET

GIRIS: Heterotrimerik G-protein ile kenetli reseptdrler (GPKR), G-proteinleri ile etkileserek
hiicre dist sinyalleri hiicre i¢ine iletirler. Bu sayede hiicresel sinyalin spesifikligi ve
etkinliginde diizenleyici rol oynarlar. Stoplazmadaki guanin niikleotidi degisim faktor (GEF)
proteinleri olarak bilinen yardimci proteinler Gov alt biriminde niikleotit degisimine sebep
olurlar. Bu etki G-protein aktivasyonunu arttirir. Reseptdrden bagimsiz GEF proteini olan
Ric-8B (Kolinesteraz inhibitoriine direngli), GDP-bagli Ga alt birimiyle etkileserek niikleotit
aktivitesini uyarir. Bu projede, G-proteinlerinin Golgi organelinin fonksiyonlar1 iizerine olan

etkisinde Ric-8B’nin roliiniiN ac¢iklanmasi amaclandi.

MATERYAL-METOD: Ric-8B’nin etkilerini gézlemlemek i¢in insan embriyonik bdbrek
kiiltiir hiicreleri (HEK-293) kullanildi. Ayrica, Golgi’yi pargalayarak protein salgilanmasini
biiyiik oranda bozan ve fungal bir metabolit olan Brefeldin A (BFA)nin optimizasyonu
yapildi (5 pg/mL 15 dk). Golgi’nin yapisal fonksiyonlarini degerlendirmek icin ST-GFP
deney sisteminde; kontrol, ST-GFP+BFA, ST-GFP+Ric-8B ve ST-GFP+BFA+Ric-8B grubu
olmak {izere dort grup olusturuldu. Golgi’ nin fonksiyonel etkilerini degerlendirmek i¢in VSV-
G-GFP deneylerinde; kontrol ve VSV-G-GFP+Ric-8B grubu olmak iizere iki grup
olusturuldu. Bdoylece, Ric-8B varliginda floresan protein ekleri ile isaretlenmis ve Golgi
kompartimanina 6zgii bir marker proteini olan ST-GFP’nin hiicre i¢i lokasyonunun nasil
degistigi takip edildi. immiinohistokimyasal gériintiileme ile intakt ve dagilmis hiicre sayim

islemleri yiiksek ¢oziiniirliiklii floresan mikroskop yardimiyla yapildi.

BULGULAR: HEK-293 hiicreleri BFA’ya maruz birakildiginda (5 pg/mL, 15 dk.) Golgi’nin
kompleks yapisi birbirinden ayrilarak kiimelenmis Golgi yiginlart gézlendi. ST-GFP+BFA
uygulanan grupta hiicrelerin ancak %5’inde ST-GFP proteini periniikleer lokalizasyon
gosterirken, ST-GFP+BFA+Ric-8B grubunda ise bu oran %43’e ¢ikmustir (p<0.0001). VSV-
G-GFP deneylerinde ise Ric-8B’nin Golgi organelinin fonksiyonu tizerinde belirgin bir etkisi

gbzlenmedi.

TARTISMA: G-protein sistemini regiile eden yardimci proteinlerden biri olan Ric-8B’nin,
BFA aracili Golgi vezikiilizasyonunu onleyerek Golgi kompleksinin normal stabil yapisini
korudugu ilk defa bu calisma ile gdsterildi. Bu sonuglar, Golgi organel vezikiilizasyonuyla
iligkilendirilen Alzheimer ve Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklarin patogenezinin ve G-
proteinlerin Golgi organeli tizerindeki etkilerinin anlagilmasinda fayda saglayabilir.

Anahtar kelimeler: Ric-8B, GPKR, Golgi Kompleksi, HEK-293 hiicre
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ABSTRACT

AIM: Heterotrimeric G-protein coupled receptors (GPCR ) transmit extracellular signals to
the cell by interacting with G-proteins. In this way they regulate specificity and efficiency of
cellular signaling patways in cells. There are accessory proteins in sitoplasm called guanine
nucleotide exchange factors (GEFs), that induce the nucleotide exchange at Ga subunits, thus
promoting G-protein activation. Ric-8B (Resistance to Cholinesterase Inhibitor) is newly
identified protein which interact with the GDP-bound form of Ga subunits and stimulate their
nucleotide activity, acting as receptor-independent GEFs. In this project, we aimed to unclose

G-proteins effect on Golgi organelle functions in the presence of Ric-8B.

METHOD: HEK-293 cells were used to observe the effect of Ric-8B. Additionally, BFA,
which is a fungal metabolite that seriously cripple protein secretion by disrupting the Golgi
complex was optimized at 5 pg/mL 15 minutes. To assess the structural function of the Golgi,
we created 4 groups for ST-GFP experiments: Control, ST-GFP+BFA, ST-GFP+Ric-8B , and
ST-GFP+BFA+Ric-8B groups. To evaluate the functional effects of the Golgi we created
control and VSV-G-GFP+Ric-8B groups for VSV-G-GFP experiments. In this way we
followed the location of fluorescein tagged marker protein of Golgi complex (ST-GFP) in the
presence of Ric-8B. Intact and dispersed Golgi structures in cells were performed with high-

resolution fluorescence microscopy.

RESULTS: Treatment of HEK-293 cells with BFA seriously disrupted the Golgi complex (at
5 pg/mL 15 min.) disassembled the complex including the collapse of the Golgi stacks. In ST-
GFP+BFA group, only in 5% of cells ST-GFP protein showed perinuclear localization, while
ST-GFP+BFA+Ric-8B group this rate increased to 43% (p<0.0001). In the VSV-G-GFP

experiments however, there was no any effect of Ric-8B on Golgi’s function.

CONCLUSION: With obtained data, it was shown for the first time that Ric-8B is an
accessory protein which protect the normal stable structure of Golgi organelle by preventing
BFA-mediated Golgi vesiculation. These results can provide in comprehending the
pathogenesis of neurodegenerative diseases such as Parkinson and Alzheimer which

associated with Golgi vesiculation and impact of G-proteins on Golgi organelle.

Key words: Ric-8B, GPCR, Golgi Complex, HEK-293 cell
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1.GIRIS

Hiicreler canliliklarim1  korumak ve diger hiicreler ile etkilesimlerini devam
ettirebilmek i¢in digardan gelen uyarilara belirli hiz ve spesifite ile cevap verirler. Bu uyaran
genellikle hiicre membraninda 6zgiin olarak eksprese olan reseptor tarafindan algilanir. Bir
reseptor i¢in bu sinyal; 151k, temas ve sicaklik gibi fiziksel uyaran olabilecegi gibi aminoasit,
asetilkolin, lipit tiirevi, nitrik oksit, peptid ve ¢oziinebilir protein gibi bir kimyasal uyaran da
olabilir. Sinyal molekiiliinlin reseptore baglanmasi ile reseptorde meydana gelen
konformasyonel degisiklik, hiicrede ¢esitli proteinler tarafindan algilanarak hiicre i¢indeki
sinyal yolaklarinin aktive olmasina neden olur. Aktive olan bu sinyal yollari; hiicrenin
cogalmasi, farklilagmasi, gen ekspresyonu gibi uzun siireliya da hiicrenin salgi yapmasi, kas
kasilmasi, ndron depolarizasyonu gibi kisa siireli temel biyolojik olaylarin diizenlenmesinde

rol oynar (Catt et al., 1979).

Sinyal iletimi hiicreye bir aract molekiil tarafindan mesaj gelmesi, mesajin alici
molekiil tarafindan ilgili birime iletilmesi ve mesajin bigimine gore hiicrenin cevap vermesi

seklinde tanimlanir (Albert et al., 2008).

Memeli sinyal iletim yollarmin yaklasik %30’unu olusturan G proteinleri birgok
hastaligin dogrudan etkeni olarak tanimlanmistir. (Gutkins 1998). Hiicre membraninin
sitoplazmik yliziinde bulunan G proteinleri 3 farkli alt birime sahip (Go, GB, GY)
heterotrimerik proteinlerdir ve hiicre membraninda bulunan reseptorlerle etkileserek cok

cesitli hiicresel yanitlarin ortaya ¢ikmasini saglar.

Heretotrimerik G-proteini, Ga ve Gy alt iinitelerinin birlesmesi ile olusur ve uyaranin
olmadigi inaktif durumda GDP baghdir. Reseptoriin aktivasyonu ile GDP Ga’dan ayrilir,
bosalttig1 yere GTP baglanir ve Go GBy’dan ayrisir. Buna G-proteinin aktivasyonu denir.
GTP bagli Ga ve serbest GPy kendi effektorlerini uyararak hiicresel cevabin olusmasini
saglarlar. Ga igerisindeki GTPaz enzimi GTP’nin son fosforunu keserek GTP’yi GDP’ye
cevirir ve G-proteini aktivasyonunu sonlandirir. GDP bagli Go tekrar serbest Gy ile

birleserek heterotrimeri olusturur (Gilman, 1984).

Heterotrimerik G-proteinleri ve G-proteinine kenetli reseptorler (GPKR); ilag,
hormon, 151k, koku ve tat gibi ¢evreden gelen sinyallerin hiicre igerisine iletilmesini kontrol

eden ¢ok Onemli sinyal sistemleridir. G-proteinleri ve onlarla iligkili reseptorler insan

1



genomunda ki en biiyiik protein gruplarindan biridir ve anti bakteriyel ilaglar hari¢ piyasadaki

ilaglarin yaklasik %50’sinin hedefidir (Kroeze et al., 2003).

G-proteini aracili sinyal iletimine karsi olusan cevabin hiicre tipine ve organa gore
farkliliklar gostermesi, gerek bu proteinlerin farkli alt tiplerinin olmasi gerekse farkl
dokularda farkli diizeyde gen ifadeleri gostermeleri ile aciklanmaya calisilmistir. Fakat yeni
tanimlanan bir¢ok yardimci ve diizenleyici protein de iletilen sinyalin kuvvetini, etki siiresini
ve Ozglinliigiinii etkilemektedir (Hollinger et al., 2002; Sato et al., 2006; Blumer et al., 2011).
Bu proteinlerin kesfi ile birlikte G-proteinlerinin, hiicre boliinmesinde ki rolii gibi, daha dnce
bilinmeyen bir¢ok hiicre i¢i etkileri de yeni yeni anlasilmaya baslanmistir (Blumer et al.,

2011).

Yardimer proteinler, G-protein aracili sinyal iletimindeki diizenleyici rollerini G-
protein aktivasyon-inaktivasyon dongiisiiniin farkli basamaklarin1 etkileyerek yaparlar.
Tanimlanan sinyal aktive edici AGS proteinlerinin bazilar1 reseptérden bagimsiz guanin
degistirici faktor (Non receptor Guanin Exchange Factor-GEF) olarak calisir ve Go’ya GTP
baglanmasin arttirarak G-proteinlerini aktif hale getirir (Tall et al., 2003; Garcia-Marcos et
al., 2009; Oner et al., 2013b). Yine AGS grup proteinlerinin bir kismi genellikle GPR (G-
protein Regulatory) motif icerirler ve her bir GPR motif Gai/ao’y1 GDP bagh halde iken
stabilize eder (Blumer et al., 2011; Blumer et al., 2014).

Yeni tanimlanan proteinler arasinda Ric-8 proteini (Sinebirin olarak da bilinir)
heterotrimerik G-protein kompleksinde pozitif modiilator olarak goérev alir. Ric-8 geni temel
olarak birbirinden bagimsiz iki c¢alisma sonunda tanimlanmistir: Bunlarin birincisinde
C.elegans’da kolinesteraz inhibitore direngli mutantlar1 genetik goriintiileme ile tanimlarken,
(Miller et al., 1996), ikinci ¢alismada memelilerde heterotrimerik Ga alt birimi ile iligkili
yapilart tanimlamak i¢in ¢ift-hibrid mayalarda yapilan goriintiileme c¢alismalar1 ile ortaya

konmustur (Klattenhoff et al., 2003; Tall et al., 2003).

Ric-8 proteinin iki izoformu (Ric-8A, Ric-8B) birbirlerinden farkli 6zgiilliikk
sergilerler. Ric-8A, Gaijoq lizerinde guanin degistirici faktdr (GEF) olarak gorev alirken Gos
iizerinde GEF etkisi gostermez. Ric-8B ise Guasq lizerinde GEF etkisi gosterirken Gaiso

tizerinde bu etkiyi gostermez (Romo et al., 2008; Chan et al., 2011a).

Ric-8’in sitoplazmik bir molekiil olarak C.elegans’da sinaptik iletim siirecinde de

gorev aldig1 gosterilmistir. Bu nematodun ndromiiskiiler kavsagindaki norotransmitter



salmiminin Gog’niin EGL-8’1 aktive ettigi Gog-Goo sinyal yolagiyla kontrol edildigi ve bu
aktivasyon sonucunda diagilgliseroliin (DAG) tretildigi gosterilmistir. Bu DAG’1n ile UNC-
13 proteinine baglanarak ndrotransmitter salimimi kismen pozitif olarak diizenlendigi

gosterilmistir (Miller et al., 2000).

Ric-8 proteinleri, reseptér olmayan G-protein sinyalindeki rolleri disinda reseptor-
bagimli sinyal yolaklarinda da gorev alirlar. Von Dannecker ve arkadaslari olfaktor
epitelyumunda, Gas’in homologu olan olfaktor G proteini (Gaolf) regiilatoriinii ¢alistilar. Bu
caligmalar1 sonucunda Ric-8B’nin ve Goaolf’un beynin aymi bolgelerinde eksprese edildigini
gosterdiler; bu bolgeler olfaktdr epitelyum, striyatum, niikleus akkubens, olfaktor tliberkiil

bolgeleridir (Von Dannecker et al., 2005).

Golgi organeli cis-Golgi, medial-Golgi ve trans-Golgi olmak iizere ii¢ ana bdliimden
olusur. Cekirdekte sentezlenen proteinler, uygun konformasyonlarda katlandiklari ve
iizerlerinde kovalant modifikasyonlar gecirilikdikten sonra ER’den ayrilarak salgi yolaginin
ikinci asamasit olan Golgi aygitina gegerler. Yeni sentez edilen proteinleri igeren zarsi
vezikiiller graniillii endoplazmik retikulumdan kopar ve organelin cis tarafindaki sisternayla
birlesir (Palade et al., 1975). Proteinler daha sonra diger vezikiiller yoluyla medial sisternalara
ve son olarak da vezikiillerin sitoplazmaya ayrilacagi trans taraftaki sisternaya gegcirilir. Hiicre
ylizeyinde veya hiicrede ilgili organelde gorev alacak ¢oziiniir proteinler ve zar proteinleri,
son varacaklar1 yerlere salg1 yolag: vasitasiyla taginirlar. Bu yolaktaki prensibe gore, bir zarla
sinirlandirilmis kompartmandan digerine, zara ait ve ¢Oziiniir proteinlerin taginmasi tastyici
vezikiiller ile gerceklesir. Bu vezikiiller bir bolmenin zarindan ortaya ¢ikan tomurcuklar
halinde kargo proteinlerini toplar ve daha sonra bu kargo proteinlerini taginacagi bolmenin

zar1 ile kaynastirarak bir sonraki bolmeye teslim ederler (Farquhar et al., 1998).

Golgi organelinin yap1 ve fonksiyonlar: iizerine yapilan calismada, G-proteinin
Golginin yapisini degistirdigi ve tomurcuklanmasina yol ac¢tig1 gézlemlenmistir. Bu ¢alismada
Golgi tomurcuklanmasina yol agtigi bilinen ilimaquinone (IQ) ile muamele edilmis
hiicrelerde, G-proteini alt iiniteleri ve niikleotidlerin etkisi incelenmistir. GPy’nin varligi
direkt olarak Golgi tomurcuklanmasina yol agmis, GDP bagli Ga altiiniteleri ise 1Q aracili
tomurcuklanmay1 azaltmistir. GTPyS (GTP nin hidrolize olmayan yani GTPaz enzimine
direncli formu, Go aktivatorii) tek basina etki gosteremez iken hiicre sitoplazmasi ile birlikte
verildiginde ise 1Q aracili tomurcuklanmay1 azaltmistir (Jamora et al., 1997). Dr. Lippincott-

Schwartz Golgi organelini parcalayan Brefeldin A (BFA)’nin etkisinin Gs proteinleri gibi



adenil siklaz enzimini aktive eden forskolin tarafindan inhibe edildigini gostermistir
(Lippincott-Schwartz et al., 1991). Yamaguchi ve arkadaslari da nordihidroguaritik asitle
(NDGA) Golginin yapisint bozduklar1 deney sisteminde, GPy’nin herhangi bir etkisi
olmadigint ama Go’ nin Ozellikle GTP baglh halde iken Golgi yapisini korudugunu
gostermistir (Yamaguchi et al., 2000). Dr. Gautam ve ekibinin yaptig1 c¢alismalarda Gy
reseptor aktivasyonu neticesinde plazma membranindan Golgi’ye yer degistirmis ve Golgi

yapisini bozarak Golgi fonksiyonlarini degistirmistir (Akgoz et al., 2004; Saini et al., 2010).

G-proteinlerinin Golgi organeli iizerine olan etkileri tam olarak anlasilamamistir. Stow
ve arkadaglar1 Gai3’iin Golgi organeline lokalize oldugunu, trans-Golgi aracili sekresyonu
inhibe ettigini gostermislerdir. Bu ¢alismada ve Dr. Huttner tarafindan yapilan es zamanl bir
baska caligmada pertusis toksinin, Gai3’iin etkisini bloke ettigi gosterilmistir (Barr et al.,
1991; Stow et al., 1991). Pertusis toksin Gai ve Gao proteinlerinde ADP ribozilasyonuna yol
acarak bu proteinlerin reseptdrler ve reseptdr olmayan GEF proteinleri ile etkilesmesini bloke
ederler (Casey et al., 1989; Oner et al., 2013b). Bu da Gai3’iin etkisini gostermek icin bir
reseptor yada reseptor olmayan GEF uyarisina ihtiyact oldugunu diistindiirmektedir. Bu
calismaya dayanarak, Leyte ve arkadaslari trans-Golgi networkunda GEF 6zelligi gosteren bir
protein olabilecegini iddia etmis ve aktive olmus reseptdre benzer etki gosterecegini
diistindiikleri bir kimyasal olan mastoparanin etkisini incelemiglerdir. Mastoparan, bu

calismada vezikiil olusumunu inhibe etmistir (Leyte et al., 1992).

Bizim bu projede ¢alisacagimiz Ric-8B (Resistance to Inhibitors of Cholinesterase) iyi
tanimlanmis, reseptorden bagimsiz guanin niikleotit degistirici faktorlerdir. Bu proteinler
inhibitor Go ve Goa-GDP’yi baglayarak, G-proteininden GDP ayrilmasina ve GTP
baglanmasina yol acar ve Gi-proteinini aktif hale getirirler (Tall et al., 2005; Garcia-Marcos et

al., 2009; Blumer et al., 2011; Oner et al., 2013b).

Ric-8B, Gus proteinleri iizerindeki GEF etkinligine ek olarak hiicrelerde Gas ve Goir
(olfaktor G-proteini) protein ekspresyonlarini da kontrol etmektedir. Bu sayede bir ¢ok
fizyolojik ve patolojik siirecin igerisinde yer almaktadir (Jenie et al., 2013; Papasergi et al.,

2015).

Reseptor olmayan GEF proteinlerden Ric-8B temel olarak sitozolde bulunurlar.
Herhangi bir uyariya ihtiyag duymadan serbest Gy ve Ga-GDP’yi baglayarak niikleotid
degisimine sebebiyet verir. GTPyS baglanmasini arttirirlar (Cismowsk et al., 2000; Tall et al.,
2005; Thomas et al., 2008; Garcia-Marcos et al., 2009; Garcia-Marcos et al., 2011; Oner et
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al., 2013b). Bu ozellikleri ile Ric-8B GTPyS’e yardim eden sitozolik protein yada

proteinlerden biri olabilir ve Golgi organel tomurcuklanmasini inhibe edebilirler.

Ric-8B proteininin muhtemel etkileri, Golgi organelindeki G-proteinlerinin etki
mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasina yardimci olabilir. Bunun yani1 sira Ric-8B’nin Golgi
fonksiyonlarimi etkiliyor olmalar1 da bash basina ¢ok 6nemlidir. Her ne kadar son donemde
yapilan ¢aligmalarda Ric-8B’nin ¢alisma mekanizmalar1 ve gdrevleri hakkinda yeni bilgiler
elde edilmis olsa bile hala hiicre i¢i fonksiyonlari tam olarak tanimlanamamistir. Bu

caligmadan elde edilecek bilgilerle Ric-8B’nin yeni bir fonksiyonunu tanimlayabiliriz.

Golgi organelinin yap1 ve fonksiyonlar1 temel olarak yiiksek ¢oziiniirliiklii floresan
mikroskoplarla degerlendirilecektir. insan embriyonik bdbrek kiiltiir hiicreleri (HEK-293;
Human Embriyonik Kidney) ile yapacagimiz immunositokimyasal calismalarda floresan
boyalarla veya floresan protein ekleri ile isaretlenmis her bir Golgi kompartimanina 6zgii
marker proteinlerin hiicre i¢i lokasyonlarin1 tespit edilecektir. Bu lokasyonlarin Ric-8B
proteini varliginda nasil degistigini anlik olarak takip edecegiz. Bununla beraber, Golgi
organel fonksiyonlarini degerlendirmek i¢in, mutant bir protein olan VSV-G’nin hiicre ici

hareketlerinin izlenmesi ile karakterize deney sistemini kullanacagiz.

Bu proje sayesinde, ¢ok sayida hiicresel fonksiyonlarin gerceklesmesinde katkisi olan
ve protein sekresyonunu diizenleyen Golgi organelinin ¢aligma sistemi hakkinda da daha

kapsamli bilgi sahibi olmay1 hedefliyoruz.



2. GENEL BILGI
Hiicreler Arasi Iletisim
2.1. Sinyal Iletiminde Genel Prensipler

Yagsamin en temel formu olan hiicre; farklilasma, bdliinme ve metabolizma gibi
fonksiyonlart koordine etmek i¢in hiicre digindan gelen uyarilara belirli bir hiz ve spesifite ile
cevap verir. Mayalar ve protozoalar gibi tek hiicreli 6karyot hiicrelerinde bile ¢iftlesme veya
farklilagsma gibi yasam fonksiyonlarinin gerceklesmesi feramon denilen salgi molekiilleri ile
gerceklesir. Feramon bu serbest yasayan hiicrelerin bir araya gelip toplanmalarini koordine
eden hiicre dis1 sinyal molekiiliidiir. Hayvan ve bitki organizmalarinda hormonlar ve hiicre
dis1 sinyal molekiilleri; seker, yag ve aminoasit metobolizmasi, dokularin biiylimesi ve
farklilagmasi, ekstraseliiler ve intraseliiler sivilarin kompozisyonunu gibi bir ¢ok islevi kontrol

eder (Zubay et al., 1995).

Cok hiicreli organizmalarda hiicreler arasindaki iletisim sinyal molekiilleri denilen
ligandlar araciliiyla saglanir. Bir iletim diizeneginde sinyali alacak olan hedef hiicre sinyalin
varligindan haberdar olmali ve sinyali etkinlestirecek molekiillere sahip olmalidir. Hiicrelerde
sinyalin etkisini gésterebilmesi i¢in reseptorler denilen 6zgiin hedef proteinlere baglanmalidir.
Bir reseptor i¢in bu sinyal 151k, temas, sicaklik ve sogukluk gibi bir fiziksel uyaran olabilecegi
gibi aminoasit, asetilkolin, lipit tiirevi, nitrik oksit, peptid ve ¢Ozilinebilir protein gibi bir
kimyasal uyaran da olabilir. Bu uyaranlara karsi yanit olusturulmasi bircogu hiicre

membranlarinda bulunan 6zgiin reseptorlerin ekspresyonu ile gerceklesir (Catt et al., 1979).
2.2. Hiicre Reseptorleri ve Sinyal Yolaklar:

Bir sinyal molekiilii reseptor ile birleserek reseptor aktivasyonu denilen reseptdriin {ig
boyutlu yapisinda bir degisiklik meydana getirir. Bu durum hiicresel yanitin olusumundaki ilk
basamaktir. Bundan sonra birka¢g ara basamak dizisinden sonra hiicre bdliinmesi,
farklilagsmasi, plazma membran gecirgenliginde degisiklik gibi ¢ok ¢esitli hiicresel yanitlar

olusur.

Biitiin hiicre dis1 kiiclik hidrofilik molekiiller ve protein sinyal molekiilleri i¢in
reseptor proteinler hedef hiicrenin yiizeyinde bulunurlar. Sinyal molekiilii veya ligand
reseptoriin ekstraseliiler kismina yiliksek bir spesifiklikte ve afinite ile baglanir. Ligand

reseptore baglandigt zaman reseptor-ligand kompleksi olusur ve hiicre fonksiyonlarini



degistirecek tepkimeleri baglatir. Her bir reseptor genelde bir tek sinyal molekiiliine baglanir
veya yapisal olarak sinyal molekiiliine ¢ok benzeyen molekiillere baglanabilir. Bir reseptoriin
baglanma spesifitesinin derecesi onun diger sinyal molekiilleri ile baglanip baglanmamasini
belirler. Ligandin baglanmasi iyonik, vander Waals gibi zayif ve kovalent olmayan baglar ile
hidrofobik etkilesimlerle gerceklesir. Ornegin biiyiime hormonu reseptdrii sadece biiyiime
hormonuna baglanir. Benzer sekilde asetilkolin reseptorii sadece asetilkoline baglanir. Farkli
olarak insiilin reseptorii insiilinle beraber insiilinle iligkili insiilin benzeri biiytime faktorlerine

de baglanir (Bradshaw et al., 2003).

Ligandin reseptore baglanmasi, reseptdrde iic boyutlu konformasyonel degisiklige
neden olur. Bu da hiicre i¢inde spesifik yanit olusturacak bir dizi reaksiyonu tetikler.
Organizma, tek bir ligand ile degisik hiicreleri uyararak farkli yollardan cevap olusturacak
sekilde ozellesmistir. Ornegin farkli hiicre tipleri aym ligand icin farkli reseptdr dizilerine
sahip olabilir ve her biri farkl1 hiicre igi sinyal yolagm baslatabilir. Ote yandan organizmada
ayni reseptdr bir ¢ok farkli hiicre tipinde bulunabilir. Fakat ligandin reseptdre baglanan 6zel
bolgeleri her bir hiicre tipinde farkli cevabi tetikler. Bu sekilde ayni ligand cesitli yollardan
cevap olusturabilmek icin farklh hiicreleri uyarabilir. Bu olay reseptor-ligand kompleksinin
efektor spesifikligi olarak bilinir (Baker et al., 2006). Ornegin iskelet kast hiicreleri, kalp kasi
hiicreleri ve hidrolitik sindirim enzimlerini salgilayan pankreatik asinar hiicrelerinin her
birinin yiizeyinde asetilkolin icin farkli reseptorler bulunur. iskelet kasi hiicresinde motor
norondan salinan asetilkolin, asetilkolin-kapili iyon kanallarini aktive ederek kas kasilmasini
tetikler. Baz1 noronlar tarafindan salinan asetilkolin kalp kasinda G protein-kenetli reseptorleri
aktive eder ve bdylece kalbin kasilma hizin1 yavaslatir, dolayisiyla kalp atim hizin1 azaltir.
Pankreatik asinar hiicrelerde ise yemek sirasinda sindirimi kolaylastirmak igin sindirim

enzimlerini i¢eren salgi graniillerinin ekzositosunu baslatmaktadir (Head et al., 2005).
2.2.1. Hiicre ici Reseptorler

Tiim norotransmitterler ve hormonlarin bir ¢ogu suda ¢oziiniirler fakat steroid yapili
hormonlar, retinoidler, troksin ve tiroid hormonlar1 suda ¢oziinmezler. Suda ¢oziinmeyen bu
hidrofobik sinyal molekiilleri plazma memran1 boyunca kendiliginden diffiize olurlar ve hiicre
ici reseptorlere baglanirlar. Suda ¢éziinmeyen bu sinyal molekiilleri 6zel tasiyict proteinlere
baglanarak dolasim yoluyla hedef hiicreye taginirlar. Hedef hiicrede tasiyici proteinden ayrilir
ve yagda c¢oOziinebildikleri i¢in hedef hiicrenin zarim1 kolayca gecgerler. Boylece hiicre i¢inde

yer alan 6zel bir reseptdre baglanirlar (Cabrera-Vera et al., 2003).



Hidrofilik ve hidrofobik sinyal molekiilleri arasinda bir ¢ok farklilik bulunur.
Hidrofilik uyar1 molekiilleri hiicre yiizey reseptorlerine baglanarak etkisini gosterirken
hidrofobik sinyal molekiilleri ise hiicre ici reseptorlere baglanarak etkisini gosterir. Kan veya
doku sivisinda bulunabilme siirelerinde de farklilik goriiliir. Hidrofilik karakterdeki bir ¢ok
hormon kana karigtiktan hemen sonra birkag dakika i¢inde yikilir ve kandan uzaklastirilir.
Yine tiim reseptorler hiicre dis yiizeyinden hizlica uzaklastirilir. Buna karisilik hidrofobik
karakterdeki sinyal molekiilleri (6zellikle hormonlar) kanda saatlerce, tiroid hormonlart ise
giinlerce kalabilir. Bir baska fark olarak hidrofilik karakterdeki sinyal molekiilleri ¢cok kisa
stireli cevaplar olustururken hidrofobik yapidaki steroid hormonlar etkisi uzun siire devam

eden cevaplar olustururlar (Grecco et al., 2011).

Hiicre ici reseptorlere baglanarak etki gosteren hidrofobik yapida sinyal molekiilleri
olan steroidler, tiroksin ve retinoik asit organizmada cesitli aktivitelere cevap olarak
sentezlenirler. Noroendokrin aktivitelere cevap olarak sentezlenen steroid hormonlar;
biiytime, doku gelisimi ve viicut homeostazisinin korunmasinda gorev alir. Steroid yapidaki
hormonlar hiicre zarmi difiizyonla geger ve hiicre icinde reseptori inaktif durumda olan
inhibitdr protein yerine gegerek transkripsiyon faktorii ile kompleks olusturur. Daha sonra bu
kompleks de nukleus zarin1 gecerek nukleus igcinde DNA’da 6zel regiilator bolgelere baglanir
ve bu bolgeye bitisik genlerin transkripsiyonunu arttirir veya azaltir (Ben-Shlomo et al., 2003)

(Sekil 1) (Tablo 1).
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Celdrdek
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Sekil 1. Hiicre ici reseptorlere baglanarak etki gosteren sinyal molekiilleri. 1-Sinyal molekilii
kanda tasinarak hedef hiicrenin plazma membranina diffiize olur. 2-Sitoplazmada reseptdr proteinine baglanir. 3-
Hormon-reseptdr kompleksi c¢ekirdek membranina da diffiize olur. 4-Cekirdekte, gen transkripsiyonunu
dogrudan etkileyen diizenleyici bir protein olarak tanimlanan transkripsiyon etkeni olarak islev goriir. 5-
DNA’daki 6zgiil bir dizine baglanarak mRNA molekiillerini arttirir. 6-Cekirdek c¢ikan mRNA molekiilleri
ribozomda protein sentezini yonetir ve yeni proteinler sentezlenir (Types of hormones and their interaction with

receptors, Acces revision).



Tablo 1. Hiicre i¢i reseptorlere baglanarak etki olugturan bazi hormonlar

Hormon

Yapisi

Orjin

Etki

Steroidler

Progesteron

CHz

HsC,
CHy

Ovaryum, korpus

luteum, Plasenta

Embriyonun

yerlesmesi icin
uterusu  hazirlamak,
Meme bezlerinin

gelismesini saglamak

Estradiol
(Ostrojen)

Ovaryum, Plasenta

Uterus ve diger seks
organlarinin
farklilagsmasini ve
sekonder seks
karakterlerinin

gelismesini saglamak

Testosteron

Testis

Erkek seks
karakterlerinin
gelisimi, erkek
cinsiyet organlarmin

olgunlagmasi

Kortizol

Adrenal korteks

Karbonhidrat, lipid ve
protein
metabolizmasinin

diizenlenmesi

Aldosteron

Adrenal korteks

Su ve iyon dengesini
saglamak, Bobrekte

iyon reabsorbsiyonu

Amino asit tiirevi

Tiroksin

Tiroid

Is1 tiretiminin artmasi,
Glukoz
metabolizmasi,  gen

ekspresyonu

2.2.2. Hiicre Yiizey Reseptorleri

Hiicre dis1 sinyal molekiillerinin ¢ogu plazma membranindan difiizyonla gecemeyecek

kadar biiyiik ve hidrofilik yapidadir. Bu sinyal molekiilleri, integral protein olarak adlandirilan

plazma membranina gémiilii hiicre-yiizey reseptorlerine baglanir. Hiicre ylizey reseptdrleri

genellikle hiicre dis1 sivi kisminda bulunan hiicre dist bolgesi, membran boyunca plazma
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membranini kateden transmembran kisim ve hiicrenin sitozol kismina bakan hiicre i¢ci bolgesi
olmak {izere li¢ ayr1 bolge veya segmentten olusur. Ligand olarak rol oynayan sinyal
molekiilii hiicre disindaki tamamlayici kismina veya reseptoriin membrani kateden kismina
baglanir. Ligandin reseptordeki ilgili bolgesine baglanmasi reseptdriin membrant kateden
bolgesinde veya sitozolik bolgesinde konformasyonel degisiklige ve bunun sonucunda da
plazma membranina yapisik veya sitozoldeki diger proteinlerin aktivasyonuna veya
inhibisyonuna neden olur (Sekil 2.). Bir ¢ok durumda aktiflenmis bu proteinler baz1 kiiciik
molekiillerin sentezini katalizler veya kalsiyum iyonu (Ca*?) gibi hiicre i¢i iyon
konsantrasyonunu degistirir. Bu hiicre i¢i proteinler veya kii¢iik sekonder mesajcilar sinyalt
bir veya daha fazla efektor proteine tasirlar. Tiim bu hiicre dis1 sinyallerin hiicre i¢i cevaplara
cevrilmesi basamaklari-siireci ve bu siiregteki her bir adim sinyal iletimi olarak adlandirilir

(Ferrell, 2002).

Mayalardan oOkaryotlara ve insanlara kadar bir c¢ok hiicre ylizey reseptorii
tammlanmustir. Okaryotlarda bir diizine hiicre yiizey reseptdr sinifi tanimlanmustir ve bu
reseptorler bir cok hiicre i¢i sinyal iletim yolunu aktiflestirirler. Insanlarda bu reseptor
simiflarinin i¢inde sayica en fazla tanimlanan reseptorler G-protein kenetli reseptorlerdir. G-
protein kenetli reseptorler, sinyalleri hiicre i¢ine aktaran G proteini ile kenetli integral reseptor
proteninden olusur. Insan genomu gorme, koklama ve tat alma duyusu ile bir cok
norotransmitter reseptorii iceren yaklasitk 900 G-protein kenetli reseptorii kodlar. Bu
reseptorler icinde karbonhidrat, amino asit ve yag metobolizmasin1 ve hatta davranisi da
kontrol eden hormonlarin baglandigi G-protein kenetli reseptorler de bulunmaktadir (Tesmer,

2010).

G-protein kenetli reseptorler genellikle hiicrede metabolizma ve hareket gibi kisa
stireli fonskiyonel degisiklikleri baglatir. Bunun tersine diger hiicre yiizey reseptorleri daha
cok hiicre farklilasmasi veya boliinmesi gibi uzun vadeli sonuglara neden olan hiicredeki gen

ekspresyonunda degisiklige sebep olurlar (Sprang, 2011).
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Sekil 2. Hiicre Yiizey Reseptorlerinde Sinyal Iletimi: 1-Sinyal hiicresinde hiicre ici vezikiillerde
sinyal molekiilii iiretilir. 2-Sinyal molekiilii ekzositoz ile hiicre dis1 bosluga salinir. 3-Sinyal molekiilii hedef
hiicreye tasinir. 4-Sinyal molekiilii spesifik hiicre ylizey reseptoriine baglanir boylece reseptoérde konformasyonel
degisiklige ve reseptor aktivasyonuna neden olur. 5-Aktive olan reseptor proteini daha sonra bir veya daha ¢ok
sinyal iletim proteinini veya ikincil habercileri aktifler. 6-Bu aktivasyon da bir veya daha fazla efektor proteinin
aktivasyonuna neden olur. 7-Bu sinyal kaskadinin sonucu olarak ya 7a-Hiicresel fonksiyonlarda,metabolizmada
degisiklik gibi kisa siireli,ya da 7b-Gen ekspresyonunda veya gelisim gibi uzun siireli degisikliklere neden olur.
8-Hiicre i¢i sinyal molekiilleri tarafindan olusturulan negatif geri bildirim ile hiicresel cevapta sonlanma

gergeklesir. 9-Hiicre disi sinyal ile yine hiicresel cevabin ortadan kaldirilmasi (Lodish et al., 2013).
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2.2.2.1.1. G-Protein Kenetli Reseptorler

Biitiin G-protein kenetli reseptdrler araciligiyla olusan sinyal iletimi 4 temel yapisal

form ile gergeklesir:

1- Membrani yedi kere kateden alfa heliks yapisindaki reseptor.

2- Aktif ve inaktif formlara doniisen ve reseptorle kenetli trimerik bir G proteini.
3- Membrana bagli efektor bir protein.

4- Sinyal yolaginda geri bildirimlerin diizenlenmesine katilan proteinler.

G-protein kenetli reseptorlerle gerceklesen sinyal iletim yolaklarinda genellikle protein
yapisindaki iyon kanallarini veya enzimler hizlica modifiye edilerek hiicre i¢inde kisa siireli
etkiler olusturulur. Bu da hiicrelerin ¢ok cesitli sinyallere hizlica cevap vermesini saglar. Bu
sinyaller 151k gibi ¢evresel bir uyar1 veya epinefrin gibi hormonal bir uyar1 olabilecegi gibi

farkli koku molekiilii gibi kimyasal bir uyaran da olabilir (Pierce et al., 2002).

Biitlin G-protein kenetli reseptorler membranda 7 tane transmembran alfa-heliks
bolgesine sahiptir (HI-H7) (Sekil 3.). Ayn1 zamanda 4 tane hiicre dis1 ve 4 tane hiicre i¢i
segmente sahiptir. Ayni sekilde N-ucu hiicre dis1 yiizeye bakan tarafta, C-ucu ise hiicre ici
tarafa bakan yiiziindedir. C4 karboksil ucu, C3 ilmegi ve bazi reseptorlerde C2 ilmegi trimerik
G proteini ile kenetli ve etkilesim halindedir (Noel et al., 1993). Hiicre zarin1 kat eden her
birim (TM) yaklagik 20-27 aminoasit igerir. N terminal bolgesi 7-595 aminoasit, C terminal
bolgesi 12-359 aminoasit igerir (Ji, 1998).

G-protein kenetli reseptdrleri membrani yedi defa kateden segmentlerin dis yilizeyinde
bulunan ¢ok sayida hidrofobik amino asit ile birlikte plazma membraninin hidrofobik i¢
yliziine gomiilii bir sekilde yerlesmistir. Molekiiler yapist ¢ok iyi tanimlanmis G-protein
kenetli reseptorlere [-adrenerjik reseptorler ornek verilebilir. B-adrenerjik reseptorlere

epinefrin veya ndrepinefrin baglanir (Milligan et al., 2006).
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Sekil 3. G protein kenetli reseptorlerin genel yapisi (Milligan et al., 2006).

2.2.2.1.2. G Proteinlerinin Yapisi

Heterotrimerik guanin niikleotit baglayici proteinler (G proteinleri) hiicre yiizeyinden
alinan bilgiyi hiicresel efektor proteinlere ileterek cevap olusmasini saglayan sinyal ileti
yolaklarinda ¢ok 6nemli role sahip aract molekiillerdir. G-proteinleri her birinin farkl alt tipi
bulunan a, B ve y isimli {i¢ alt birimden olugsmaktadir ve bu nedenle heterotrimerik G proteini
olarak isimlendirilmektedir. G-proteinleri bu 6zellikleri ile sinyal iletiminde rol oynayan
monomerik GTP-baglayic1 proteinlerden ayrilmaktadir. G-proteinlerinin o alt birimine
GTP’nin baglanmas1 ve hidrolizi ile aktif ve inaktif durumlar olusmaktadir. Uyarilan a alt
birimi hedef efektor sistemlerine ulasarak gesitli hiicresel cevaplarin olusmasina neden olur
(Oldham et al., 2006).

B ve y alt birimleri birbirlerine sikica bagli olup bu birimler deterjan ¢oziiciilerle
ayristirilabilmektedir. a alt birimi 39-52 kDa, 3 ve v alt birimlerinin molekiil agirliklart 35-36
kDa ve 7-10 kDa’dur. (Lambright et al., 1994, Clapham et al., 1997). Simdiye kadar 16 cesit
a alt tipi (Gs, Goir, 3 ¢esit Gi, Ggust, Gz ve Go), 5 cesit B alt tipi (% 82-92’si tanimlanmis G1-4
ve % 50’si tamimlanmis GBS ) ve 12 cesit y alt tipi belirlenmistir (Bourne et al., 1991;
Birnbaumer 2007).

2.2.2.1.2.1. Alfa (o) alt birimi
G protein o alt birimi 39-52 kD agirliginda olup, GTPaz ve helikal isimli 2 ayr1
bolgeden olugmaktadir (Sekil 4.). Helikal bolge GTPaz bdlgesine esnek bir sekilde baglhidir.

GTPaz bolgesi lizerinde guanin niikleotid, efektor ve reseptor baglanma bdlgeleri
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bulunur (Rens-Domiano and Hamm 1995). a alt biriminin aminoasit dizileri arasinda
% 45-80 benzerlik vardir ve a alt birimleri, dizisel benzerliklerine gore 4 sinifa
ayrilmaktadir: Gs, Gio, Gq, G12 (Tablo 2.). Her aileye ait G proteinlerinin dokulardaki dagilimi
ve etkilestigi efektoru farklidir (Milligan et al., 2006).

GTPaz islevsel bolgesi, GTPaz siiper ailesinin tiim proteinlerinde (protein sentez
faktorleri, ras proteinleri gibi) ¢ok iyi korunmus bir iigiinciil yapiya sahiptir (Kaziro et al.,
1991). a alt birimi birgok proteinde korunmus bolge olarak yer alir. Bu bolgeler GTP

baglamanin ve GTP hidrolizinin temel yapisini diizenler (Kaziro et al., 1991).

Tablo 2. a-Alt birimlerinin 4 sinift ve insan viicudunda bulundugu yerler (Milligan et al., 2006).

o-Alt birimleri

Gos ailesi

Gos Her yerde

Guosxi Noroendokrin

Guorr Koku epitelyumu,beyin
Gauipo ailesi

Guin Oldukga yaygin

Guiz Her yerde

Guiz Oldukea yaygin

Guo Noronal,ndroendokrin
Gz Noronal,trombositler
Gogust Tat hiicreleri,sag hiicreleri
Gatr Retinal ¢ubuklar,tat hiicreleri
Gat-c Retinal koniler

Gog ailesi

Gugq Her yerde

Gant Hemen hemen her yerde
Ga14 Bobrek,karaciger
Guaisnie Hematopoeitik hiicreler

G213 ailesi
Gz Her yerde
Gaiz Her yerde
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Sekil 4. Alfa alt birimi heliks ve GTPaz adl1 iki bdlgeden olusur (Kaziro et al.,1991)

2.2.2.1.2.2. By Kompleksinin Yapisi

B-alt birimi 7 kanath bir pervaneye benzeyen bir yapiya sahiptir (Sekil 5). Her bir
pervane 40 adet triptofan-aspartat tekrar1 icermektedir. Ayrica B-altbirimi 20 amino asitlik bir
heliks de igermektedir (Clapham et al., 1997; Milligan et al., 2006). Biy1 dimerinin kristal
yapis1t gama-altbiriminin B-altbirimi ile N-terminal halka ve y-altbiriminin bir¢ok amino asidi
iizerinden etkilestigini gostermistir (Sondek et al.,1996). Bi-B4 biiyiikk oOlglide homolog
olmasina karsin s gorece daha az homologdur. Bu da Bs’in farkli bir islevinin olabilecegini
diisiindiirmektedir (Tablo 3).

Digerlerinin aksine farkli y-altbirimleri ile etkilesebilen Bs ayni zamanda vy- alt
birimine benzeyen domain iceren RGS protein ailesinin lyeleriyle de etkilesime
girebilmektedir. y-altbirimi tek bir heliksten olusan oldukga basit bir yapiya sahiptir (Milligan
et al., 20006).
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Sekil 5. By Kompleksinin Yapisi

Tablo 3. Beta ve Gama alt birimlerinin siniflart ve bulundugu yerler

isim Doku

p-Alt birimleri

B1 Retinal gubuklar
B2 Oldukga yaygin
B3 Retinal koniler
Bs Oldukga yaygin
Bs Esas olarak beyin

y-Alt birimleri

Y1,Yrod Retinal gubuklar

Y145 Yeone Retinal koniler,beyin
Y2, 76 Yaygin

V3 Beyin,kan

Y4 Beyin ve diger dokular
Vs Yaygin

7 Yaygin

8, Y9 Koku/vomeronazal epitelyum
Y10 Yaygin

Tu Yaygin

Y12 Yaygin

Y13 Beyin,tat tomurcuklart
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2.2. G Proteinlerinin Calisma Mekanizmasi

Heterotrimerik G proteinlerinin B ve vy alt birimleri birbirlerine sikica baglanarak bir
kompleks olusturur. Bu kompleks 6zellikle y alt birimine kovalent olarak bagli bulunan bir
lipid zincir (fenil grubu) ile Gs proteininin hiicre zarmin ylizeyine tutunmasini saglar. Hiicre
sinyal iletimi siiresince 3 ve y alt birimleri birlikte bagl kalir ve genellikle GBy alt birimi

olarak bilinirler (Luttrell, 2006).

Dinlenme halinde-reseptore ligand baglanmadiginda Go alt birimine bir tane GDP
baglidir ve bu Ggy ile kompleks halindedir. Epinefrin gibi normal bir hormonal ligand veya
agonist G protein kenetli reseptore baglandiginda reseptoriin sitozol yliziindeki ilmegin
yapisinda degisiklik meydana gelir ve reseptoriin Ge alt birimine baglanmasina neden olur. Bu
etkilesim G alt birimine bagli GDP’yi serbest birakir ve bdylece aktive olmus ligand bagl
reseptor G alt birimi i¢in bir guanin degistirici faktorii (GEF) olarak islev goriir. Siradaki
GTP, Gealt birimindeki bos guanin niikleotid yiizeyine hizlica baglanir ve Gq alt biriminin ag-
kapa islevi goren sartel kisminin konformasyonunda bir degisime neden olur. Bu degisim
Go’nin, reseptdr ve Gpy alt birimlerinin her ikisi ile baglanmasini zayiflatir (Oldham et al.,

2006).

Cogu durumda Go-GTP zara zincirlenmis halde kalir ve efektor protein ile etkilesir ve
onu aktive eder. Bazi durumlarda ise Go-GTP efektorii inhibe eder. Ayrica bazi durumlarda
hiicre ve G tipine bagli olarak a alt biriminden ayrilmis Ggy alt birimi bir efektor proteini ile

etkileserek bir sinyal iiretir.

Go-GTP’nin aktif durumu kisa stirelidir. Clinkii baglhi GTP dakikalar icinde Ga alt
biriminin sahip oldugu GTPaz katalitik aktivitesi ile GDP’ye hidrolize olur. Geo’nin
konformasyonu daha sonra aktif olmayan Goa-GDP haline geri doniiserek efektor proteinlerin
daha fazla aktivasyonunu bloke eder. GTP’nin hidroliz hiz1i Go-GTP kompleksinin efektore
baglanmasiyla daha fazla arttilir. Efektor boylece GTPaz-aktive eden protein (GAP) olarak
islev goriir. Bu mekanizma efektor aktivasyonunun siiresini belirgin olarak azaltir ve asir1 bir

hiicresel tepkinin ortaya ¢ikmasina engel olur (Sekil 6.).

Cogu durumda efektor olmayan sinyal diizenleyici RGS proteinleri de Gq alt birimine
baglanarak GTP hidrolizini hizlandirir ve efektoriin aktif kaldig: siireyi daha fazla kisaltir.

Olusan Go-GDP, Ggy alt birimi ile tekrar birlesir ve kompleks aktive olmus bir reseptor ile
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etkilesmeye hazir olur ve bu dongii her seferinde yeniden baglatilir (Sprang, 1997; Lambright
et al., 1994).

Dinlenim durumu(GDP bagl)

Dus taraf

Ligandin ayrilmasive G
protein trimer yapisinin
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Sekil 6. G Protein Kenetli Reseptdr (GPRK) ile iliskili efektor proteinlerin ¢alisma mekanizmasi

2.3. G Protein Kenetli Reseptorlerin Sinyal Yolaklari

2.3.1. Adenil Siklazi Aktive veya Inhibe Eden G-Protein Kenetli Reseptorler
1960’11 yillarin sonunda Rodbell ve arkadaslari, plazma membraninda bulunan protein
yapisindaki adenil siklazin cAMP olusturmasi i¢in hormonal olarak uyarilmasi gerektigini
kesfettiler. Efektor protein olarak adenil siklazi ve ikincil haberci olarak cAMP’yi kullanan bu

yolak daha sonra bircok memeli hiicresinde kesfedildi (Rodbell, 1971).

X-151m1 kristlografisi ile hiicre hormonal olarak uyarildiginda G proteininin aktiflenen
Gus.GTP kompleksinde adenil siklaz ile etkilesen bolgenin varligi kesfedildi. Adenil siklaz,
cok sayida zar1 gegen segmente ve iki biiylik sitozolik segmenti lizerinde katalitik domainler
icerir. Rodbell bu iki katalitik bolgenin de icinde yer aldigi iki protein fragmanini bir
heterodimerde sikica bir araya getirdi (Rodbell, 1971).
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Bu katalitik kisimlarin Ges-GTP ve forskolin varliginda birlesmelerine olanak
verildiginde aktif konformasyonlarinda kararli hale geldigi goriilmiistiir. Bu yapida Gos-
GTP’nin iki bolgesi adenil siklaza temas eder ve bu temasin, enzimin aktivasyonundan

sorumlu oldugu diistiniilmiistiir (Rodbell, 1997).

Adenil siklazin hormonal olarak uyarilmasi cAMP diizeyinde belirgin bir artisa neden
olur. Cok hiicreli hayvanlarda cAMP, farkli etkilerini cAMP-bagimli protein kinaz denilen
protein kinaz A (PKA) ile yiiriitiir. PKA inaktif durumda iken iki diizenleyici R alt birimine
ve iki katalitik C bolgesine sahiptir. R alt liniteleri sahip olduklar1 yalanci substrat dizisi ile C
bolgesindeki katalitik alt birimlere baglanirlar ve bdylece kendi disinda substrat baglanmasini
bloke ederler. cAMP baglanmasiyla yalanci-substrat bolgesinde konformasyonal bir degisim

ile C alt linitesinin salinir ve kendi kinaz aktivitesi olugur (Hatley et al., 2000).

Cok hiicrelilerde reseptoriin tipine bagli olarak bazi sinyal molekiilleri inhibe edici bir
Gi veya stimiile edici bir Gs proteinini aktive eder. Buna gore hiicre i¢i cAMP konsantrasyonu
artar veya azalir. Inhibitdr ve uyaric proteinlerin her ikisinde de Ggy alt {initeleri aymi, Gq alt
Uniteleri onlarin ilgili reseptdrleri farklidir. o2-adrenerjik reseptorlerde aktiflenme
gerceklestigi zaman ai ve Py birbirinden ayrilir. By ya dogrudan adenil siklaza baglanir ya da
os alt birimine baglanarak adenil siklaz molekiiliiniin aktiflenmesini engeller (Gilman, 1984)

(Sekil 7.).
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Sekil 7. Karaciger ve yag dokusu hiicrelerinde adenil siklazin hormon uyarimi sonucu aktivasyon ve

inaktivasyonu (Gilman, 1984).
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2.3.2. Fosfolipaz C’yi Aktive Eden G Protein Kenetli Reseptorler

Carlton ve arkadaslari, hormonlarin reseptorleriyle etkilesime girdikten sonra, daha
once hiicre dis1 sividaki Ca™? uzaklastirildiginda bile sitozolik kalsiyum konsantrasyonunun
arttigin1 gérmiislerdir. Daha sonra yapilan ¢alismalar bu kalsiyum kaynaginin hiicre ylizeyinin
sitoplazmasinda bulunan fosfatidilinozitil 4,5-bifosfat (PIP2)’in hidrolizinden olustugu

bulunmustur (Carlton et al., 2005).

Hormonun reseptore baglanmasi Gao veya Goq alt birimimlerinden herhangi birini
aktive eder. GTP bagli Gao veya Gogq yolagi ile aktive edilen efektor protein fosfolipaz C’dir.
Fosfolipaz C bazi fosfolipitlerdeki bir fosfoester bagini hidrolize eder ve sitozolik kalsiyum
konsantrosununun artmasina ve protein kinaz C’nin aktivasyonuna neden olan ikincil haberci

uretir.

Zardaki efektor protein olan fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat (PIP2) etkinlestirildiginde
zar ile iligkili lipofilik yapida bir molekiil olan 1,2-diagilgliresol (DAG) ve sitozole serbestce
yayilabilen inozitol 1,4,5-trifosfat (IP3) olusur.

Suda ¢o6ziinebilen IP3, ER zarindaki IP3-gegisli kanallara baglanarak onlar1 agar ve

bdylece ER liimeninde depolanan Ca™ sitozele gecer (Carlton et al., 2005).

Diger bir ikinci haberci olan DAG’1n esas islevi ise protein kinaz C (PKC) ad1 verilen
protein kinaz ailesini aktive etmektir. Hormon uyarimi olmadiginda protein kinaz C katalitik
olarak inaktif ¢Oziiniir bir sitozolik protein olarak bulunur. Sitozolik kalsiyum diizeyindeki
artis, protein kinaz C’nin membrana bagli DAG ile etkilesime girmesine ve plazma

membraninin sitozolik katmanina yerlesmesine neden olur (Parekh, 2011).
2.4. Golgi Organeli

George Palade ve arkadaslari 1975 yilinda protein sekresyonu iizerine yaptiklari
caligmalar sirasinda yeni sentezlenen salgi proteinlerinin, salgi graniilleri halinde ER, Golgi
kompleksi gibi organeller arasinda fiziksel olarak hareket ettigini kesfetmistir (Palade, 1975).
Hiicre igerisinde vezikiiler trafikten sorumlu olan Golgi organeli, lipid ve proteinlerin
sentezlendikten sonra modifikasyona ugrayip paketlendigi ve hiicre igerisinde gidecegi yere

gore isaretlendigi organeldir (Palade, 1975).

Proteinlerin ¢ogu sentezlendikten birka¢ dakika sonra zarla gevrili keseler iginde

ER’den ayrilirlar ve tomurcuklanarak Golgi kompleksine giderler. Hem hiicre i¢ine hem de
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hiicre disina sekrete edilen proteinlerin fonksiyonlarinin devam edebilmesi Golgi’nin

islevlerini devam ettirebilmesine baghdir. (Millarte et al., 2012; Ungar, 2009).

Golgi organeli cis-Golgi, medial-Golgi ve trans-Golgi olmak iizere ii¢ ana boliimden
olusur (Sekil 8.). Yeni sentez edilen proteinleri igeren zarsi1 vezikiiller graniillii endoplazmik
retikulumdan kopar ve organelin cis tarafindaki sisternayla birlesir. Proteinler daha sonra
diger vezikiiller yoluyla medial sisternalara ve son olarak da vezikiillerin sitoplazmaya
ayrilacagi trans taraftaki sisternaya gegcirilir. Hiicre ylizeyinde veya hiicrede ilgili organelde
gorev alacak ¢Oziliniir proteinler ve zar proteinleri son varacaklar1 yerlere salgi yolagi
vasitastyla tasiirlar. Bu yolaktaki prensibe gore, bir zarla sinirlandirilmis kompartmandan
digerine zara ait ve ¢Oziiniir proteinlerin taginmasi tasiyict vezikiiller ile gerceklesir. Bu
vezikiiller bir bolmenin zarindan ortaya ¢ikan tomurcuklar halinde kargo proteinlerini toplar
ve daha sonra bu kargo proteinlerini tasinacagi bolmenin zari ile kaynastirarak bir sonraki

bolmeye teslim ederler (Farquhar et al., 1998).

Sitoplazmada sentezlenen proteinler, uygun konformasyonlarda katlandiklar1 ve
tizerlerinde kovalant modifikasyonlar gegirildikten sonra ER’den ayrilarak salgi yolaginin
ikinci asamasi olan Golgi aygitina gecerler. Golgiye ER’den bu sekilde gegen bazi proteinler
ise vezikiiller ile cis-Golgi’den ER’ye geri alinirlar (geriye dogru-retrograde tagima). Liiminal
olgunlasma denilen ve kargo proteinlerine sahip yeni bir cis-Golgi liimeni, fiziksel olarak
ER’ye en yakin pozisyon olan cis pozisyonundan, dnce mediyal Golgi liimenine sonra da

trans-Golgi limenine doniisiir (Palade, 1975; Farquhar et al., 1998).

Liiminal olgunlagma, tomurcuklanarak kopan ve ileriye dogru hareket eden tasiyict
vezikiillerin kaynagmalar1 ile ilgili bir kavram degildir. Bu islemde, enzimler ve diger
Golgi’de yerlesik proteinler geriye hareket eden tasiyici vezikiiller tarafindan araliksiz olarak
daha sonraki Golgi liimenlerinden oncekilere aktarilirlar. Salgi proteinleri Golgi boyunca
hareket ederken, salgi proteinlerine bagli karbonhidratlar farkli Golgi bolmelerinde yerlesmis
ozgiil glikozil transferazlar tarafindan ileri diizeyde modifikasyonlara ugrayabilirler (Losev,

2006).

Golgi organelinde zar ve vezikiil yapilarindan olusan trans-Golgi ag1 salgi yolaginin
onemli bir boliimiidiir. Plazma zarina veya ilgili organele gidecek proteinler en son olarak
tasnif edildigi yer trans-Golgi agidir. Trans aginda tasnif edilen protein en az ii¢ farkli vezikiil

cesidinin icine gegirilir. Ilk vezikiil ¢esidi trans aginda tomurcuklandiktan sonra ekzositoz ile
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plazma zarina hareket eder ve onunla kaynasir. Vezikiil icerigini hiicre disina salarken zar

proteinlerini ise plazma zarina aktarirlar (Kaiser, 1990).

Salg1 vezikiilleri, igerigini plazma zarina bosaltmak igin sinyal gelene kadar hiicre
icerisinde depolanirlar. Endokrin hiicrelerine ait peptid hormonlar, pankreas asinar
hiicrelerinin sindirim enzim Onciileri, meme bezine ait siit proteinleri ve ndronlara ait sinir
ileticileri bu sekilde davranirlar. Lizozoma gidecek vezikiiller ise 6nce ge¢ endozoma
aktarilir, endozomun da lizozom zariyla dogrudan kaynasmasi ile lizozoma aktarmis olurlar

(Palade, 1975; Farquhar et al., 1998).
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= Qeklrdek

tamamlanir; daha sonra ya ER zari igerisine gecirilir ya da zar1 gegerek liimene aktarilirlar. COPII vezikiilleri,
proteinleri graniillii ER’den Golgi’ye tasirlar. Tekrar kullanilmasina ihtiya¢ duyulan yanlig olarak tasnif edilmis
vezikiil zar proteinlerini cis-Golgiden COPI vezikiilleri ile ER’ye geri taginirlar. Protein igerigine sahip her cis-
Golgi liimeni, liiminal olgunlasma ile Golgi kompleksinin cis bolgesinden trans bdlgesine hareket eder. Belirli
¢Oziliniir proteinler tasiyict vezikiiller igerisinde hiicre yiizeyine gegerler ve siirekli olarak salgilanirlar. Trans
golgi’den tomurcuklanan vezikiillerce taginan, lizozoma gidecek zar ve ¢oziiniir proteinleri 6nce ge¢ endozoma

sonra da lizozoma gegerler (Bamfacino et al., 2004).

Hiicre i¢i vezikiiler trafikte gorev alan zarla gevrili vezikiiller, endositik yolaklarin en
yaygin elemanlaridir. Bu vezikiiller “’kaynak —verici organel’in zarindan tomurcuklanarak

belirli bir “’hedef organeli’nin zar1 ile kaynasirlar.

Her biri farkli bir protein kilifa sahip ve belli bir takim protein alt birimlerinin geri
dontistimli polimerizasyonu sonucu kilifla kaph ii¢ vezikiil ¢esidi mevcuttur ve primer kilif
proteinlerinden adim1 alan her bir vezikiil cesidi, kargo proteinlerini belirli ebeveyn

organellerden alarak belirli varis organellerine tasir. COPII vezikiilleri, proteinleri graniillii
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ER’den Golgi’ye tasir. COPI vezikiilleri, proteinleri Golgi limenleri arasinda ve cis-
Golgi’den graniillii ER’ye tasir (Sekil 8). Klatrin vezikiilleri, proteinleri plazma zarindan ve

trans-Golgi agindan ge¢ endozomlara tagir (Lin et al., 1999).

Son on yilda salgi yolagindaki vezikiiler trafigin nasil gergeklestigini anlamak ig¢in
teknik yaklagimlar gelistirilmistir. 1960’11 yillarin sonuna dogru Palade ve arkadaslar
organelden organele proteinlerin hangi diizende hareket ettiklerini saptadi. Kisa radyoaktif
muamele ve takip denilen “’pulse —chase’’ metodu ile otoradyografi’nin birlestirildigi deney
sistemleri kurulmustur. Palade ve arkadaslar1 radyoaktif olarak isaretlenmis aminoasitleri bir
hamsterlerin pankreasina enjekte ettiler. Enjeksiyondan sonra farkli zaman araliklarinda bu
hayvanlar1 Oldiiriip pankreas hiicrelerini kimyasal olarak fikse ettiler. Daha sonra bu
hiicrelerin diseksiyonunu yapip radyoaktif proteinlerin yerlesimini goriiniir kilmak igin
otoradyografiye tabi tuttular. Bu deney sisteminde, radyoaktif aminoasitler kisa siireli bir
kullanim i¢in hayvana verildigi i¢in sadece enjeksiyondan hemen sonra sentezlenen ve
tasinmalar1 izlenebilen farkli bir protein grubu isaretlenmis olur. Ayrica pankreatik salgi
hiicreleri bu yolakta calisan hiicreler olduklarindan bu hiicrelerde isaretli aminoasitlerin
hemen hemen tiimii salgi proteinlerinin yapisina girer. Bu da tasman proteinlerin

gbzlemlenmesini hizlandirir (Palade, 1975).

Daha sonraki c¢alismalar Pulse-chase ve otoradyografi metodununun sadece
proteinlerin yerini tayinde kullanilabilir bir yontem oldugunu, bdlmeler arasi tagimanin
tayininde iki temel gereksinimi de On plana ¢ikarmistir. Birincisi, erken bolmede protein
grubunun gec¢ bolmelere ardisik transferlerinin zamanla izlenebilmesi i¢in isaretlenmesi
gerekiyordu. Ikinci olarak, bir isaretli proteinin yer aldi1 bolgeyi tespit etmek igin bir

yontemin bulunmasi gerekiyordu (Lippincott-Schwartz et al., 2001).

Lippincott ve arkadaslar1 bunun i¢in; agiz iltihabina yol agan vezikiiler stomatitis
viriisiin (VSV) bolca bulunan bir zar glikoproteinini yani G proteinini kodlayan bir geni hem
transfeksiyonla hem de hiicreleri viriisle enfekte ederek kiiltiire alinmis memeli hiicrelerine
aktardilar. Islem gdrmiis bu hiicreler normal hiicresel salg: proteinleri gibi ER iizerinde hizli
bir sekilde VSV- G proteinini sentezlerler. Sicakliga duyarli bir VSV- G proteinini kodlayan
bir mutantin kullanilmasi, arastirmacilara bu proteininin ardigik taginmasiin baslatilip daha
sonra durdurulmasi imkani saglamigtir. Burada, 40 °C’lik siirlayict sicaklikta, yeni
sentezlenen VSV- G proteini yanhs katlanir ve bundan dolay1r ER ig¢inde tutulur. 32 °C’lik

uygun sicaklikta protein dogru katlanir ve hiicre salgi yolagi ile tasinir. Bu sicakliga duyarl
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mutasyonun kullanimi ile bir protein grubunun ardisik taginmasinin izlenmesi miimkiin

olmustur (Lippincott-Schwartz et al., 2001) (Sekil 9.).

G proteinin taginmasini izleyebilmek i¢in farkli bir yaklasim daha gelistirmislerdir.
Bunun i¢in viral genin dogal bir floresan protein olan yesil floresan proteini (GFP) kodlayan
gen ile birlestirerek hibrit gen olusturmuslardir. Hibrit gen, kiiltiire alinmis hiicrelere
transfekte edilir. Hibrit proteinin (VSV-G-GFP) sicakliga duyarli formunu tireten hiicreler
siirlayicr sicaklikta biiytidiiklerinde VSV-G-GFP ER’de birikir ve hiicreler bir floresan
mikroskobunda goézlendikleri zaman dantelli bir zar ag1 goriiniimiinii alir. Hiicreler ardisik
olarak uygun sicaklik olan 32 °C’ye getirildiginde VSV-G-GFP’nin ilk 6nce nukleusun
kenarinda yogun bir sekilde konsantre olmus Golgi organelinin zarlarina ve daha sonra da
hiicre ylizeyine hareket ettigi goriilmiis. Bdylece arastirmacilar, hiicreleri uygun sicakliga
getirdikten sonraki farkli zamanlarda VSV-G-GFP dagiliminin analiz edilmesiyle VSV-G-
GFP’nin salg1 yolaginda her bir organelde ne kadar siireyle kaldigini tespit etmislerdir. Bu
sekilde bir protein molekiiliiniin graniillii ER tizerinde sentez edildigi yerden plazma zarindaki
varig yerine vezikiiller araciligiyla taginmasi 30-60 dakika siirer (Lippincott-Schwartz et al.,

2001) (Sekil 9).

Sekil 9. VSV-G-DsRED deney sistemi: Losev ve arkadaglart canli bir maya hiicresinde floresan ekli
proteinleri kullanarak Golgi liimeninin olgunlagmasini goriiniir hale getirecek bir deney sistemi ¢alistilar. GFP
(yesil renkli floresan) ile ekli erken Golgi proteini Vrg4 ve DsRed (kirmizi renkli floresan) ile ekli ge¢ Golgi
proteini Sec7’yi eksprese eden maya hiicrelerini hizli-gekim mikroskobi ile goriintiilerler. Bir dakika arayla
cekilen goriintii serileri, herhangi bir zamanda Vrg4 veya sec7 ile isaretli Golgi liimenlerinin serilerini ortaya
koyarlar. Alttaki goriintii serileri, goriintiiniin islenmesi ile izole edilen sadece tek bir Golgi liimenini

gostermektedir. Izole edilen liimende ilk 6nce sadece Vrg4-GFP’nin gériildiigii ve daha sonra da Sec7-DsRed’in
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tek bagina izole edilmis liimene yerlestigi goriilmiistiir. Daha sonra her iki proteinin birlikte yer aldigi kisa bir

zaman periyodunun oldugu da goriiliir (Losev et al., 2006).
2.5. Yardimci Proteinler

Yardimci proteinler, heterotrimerik G-proteinlerin sinyal iletiminin giiciinii, etkinligini
ve spesifikligini diizenleyerek veya etkilestigi olusumlar1t dogru mikroortamda sabitleyerek

sinyal iletimini diizenlerler (Sato et al., 2000).

Baslica AGS (Activator of G-protein Signaling) ve RGS (Regulatory of G-protein

Signaling) olmak tizere iki grup altinda incelenir.

2.5.1. AGS Grup Proteinler;

AGS grup proteinler 2000°li yillarin basinda Dr. Lanier ve ekibi tarafindan

tanimlanmistir (Takesono et al., 1999; Sato et al., 2006; Blumer et al., 2014). Gosterdikleri
etkilesimlere dayanilarak kendi igerisinde {i¢ gruba ayrilmstir;
- Grup 1: Hiicre membraninda bulunan GPKR’ler, G-proteininden GDP ayrilmasinm
hizlandirip GTP baglanmasini arttirdiklar i¢in guanin niikleotit degistirici faktér (Guanine
Nucleotide Exchange Factor — GEF) olarak bilinirler. Bununla beraber, yeni kesfedilen bazi
sitoplazmik yardimci proteinlerin de heterotrimerik G-proteinleri tlizerinde GEF etkisi
gosterdikleri anlagilmis ve bunlar reseptér olmayan (non-receptor) GEF olarak
adlandirilmiglardir.

AGSI1, GIV (Ge-Interacting Vesicle-associated protein) ve Ric-8A/Ric-8B (Resistance
to Inhibitors of Cholinesterase) iyi tanimlanmis, reseptdrden bagimsiz guanin niikleotit
degistirici faktorlerdir. Bu proteinler inhibitér Ga ve Go-GDP’yi baglayarak, G-proteininden
GDP ayrilmasina ve GTP baglanmasina yol agar ve Gi proteinini aktif hale getirirler. Farkli
olarak Ric-8B, Gus’1 etkilemektedir. (Tall et al., 2005; Garcia-Marcos et al., 2009; Blumer et
al., 2011; Oner et al., 2013b) (Sekil 10.).

Ric-8 proteinin iki izoformu (Ric-8A, Ric-8B) tanimlanmistir ve birbirlerinden farkli
ozgullik sergilerler. Ric-8A, Guio/q lizerinde guanin degistirici faktdr (GEF) olarak gorev
alirken Gs lizerinde GEF etkisi gostermez. Ric-8B ise Gas/q lizerinde GEF etkisi gdsterirken
Gai/o tlizerinde bu etkiyi gostermez (Chan et al., 2011a).

- Grup 2: GPR (G-protein Regulatory) motif i¢eren proteinler (AGS3, AGS4, AGS5 (LGN),
AGS6 (RGS12), RGS14 ve Rap1GAP) bu grupta incelenir. GPR motif inhibitér G-proteinini
(ai ve ao) GDP bagli halde iken stabilize eder ve GDP’nin G-proteininden ayrilmasin1 bloke

ederler. Bu nedenle “Guanine Nucleotide Dissociation Inhibitor (GDI)” olarak da
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adlandirilirlar. Calisma mekanizmalar1 ve hiicre i¢i gorevleri tam olarak anlasilamasa da, GDP
ayrilmasini onledikleri, Ggy’nin tekrar Ga ya baglanmasin1 dnleyerek serbest Gpy diizeylerini
arttirdiklar1 icin G aracili sinyal iletimini bloke ettikleri ve Ggy’li sinyal iletimini ise
arttirdiklar ileri stiriilmistiir (Takesono et al., 1999; Blumer et al., 2014).

Grup 3: Bu grup, Ga ile etkilesim igerisindedir ve ¢ok ¢esitli etkileri vardir (Blumer et al.,
2014; Blumer et al., 2011). AGS2, AGS7,AGS8, AGS9 ve AGS10 proteinlerini igerir (Sekil
10.).

2.5.2. RGS Grup Proteinler;

Ik RGS proteini olan faktdr Sst2p’nin Saccharomyces cerevisiae da GPKR sinyal
iletimini negatif yonde degistirdigi gosterilmistir (Dohlman et al., 1996; Dohlman et al.,
1997). Diger yandan RGS protein genlerinin bir¢ok farkli bitki ve memelide 6karyotik GPRK
sinyal iletimini diizenledikleri tahmin edilmektedir (Ross et al., 2008). RGS proteinleri,
GTPaz aktive edici proteinler olarak davranarak GPRK sinyal iletimini azaltip inaktif Gawpy

heterotrimerinin tekrar olusmasini saglarlar (Hepler, 1999) (Sekil 10.).

RGS proteinleri plazma veya ¢ekirdek membraninda bulunabilir veya sitozolde plazma
membranina bagli GPRK-ligand kompleksinde de bulunabilir (Druey et al., 1998). Ik defa
Tesmer ve arkadaslari, molekiiler kristalizasyon metodlarini kulanarak RGS proteinlerinin
yiiksek afinite ile Goa-GTP kompleksine baglandiklarini  gosterdiler. Bu bilgiler Ga alt
biriminin Ga-GTP kompleksinden ayrilisini stabilize ettigini ve GTPaz enzim aktivitesini

arttirdigini gostermistir (Tesmer et al., 1997).

RGS proteinleri sahip olduklar1 alt domain bolgeleri ile multi protein kompleksleri de
olusturabilirler, ki bunlar da hiicre sinyalinde ¢ok biiylik cesitlilik olusturur (Abramow-
Newerly et al., 2006; Neitzel et al., 2006). In vitro hiicre c¢alismalarinda G-protein alt
tinitelerinde yapilan mutasyonlardan sonra bile bircok RGS proteininin sinyal yolaklarim
inhibe edebildigi gosterilmistir. Bu da bize bazi RGS proteinlerinin direk Gq alt birimine

baglanmadan G-protein sinyalini inhibe edebilecegini gosterebilir (Hepler et al., 1997).

RGS motif igerdikleri i¢in bu isimle siniflandirilmis ve otuzdan fazla {iyesi olan biiyiik
bir protein ailesidir (Tablo 4.). RGS motif G«’ya baglanir, Go’nin GTPaz enzim aktivitesini
arttirtr, bdylece GTP’nin Ga’ya bagl kalma siiresini kisaltir ve G-protein aracili sinyali
sonlandirir (Sekil 10.) (Hollinger et al., 2002). Ga aracili sinyal iletiminde kisitlayict bir
basamak olarak c¢alisir. Ayni zamanda GAP (GTPase-activating Protein) olarak da

adlandirilir. Bu grupta ilk kesfedilen ve en iyi tanimlanan RGS4 proteinidir. RGS4 bir tane
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RGS motif igeren 250 amino asitlik bir proteindir. RGS4 6zelikle kalsiyum osilasyonlarinin

diizenlenmesinde, sizofreni hastalig1 ve opioid bagimliliginda rol oynamaktadir (Hollinger et

al., 2002; Campell et al., 2008). RGS14 ise, RGS motifin yanm sira GPR motif ve Ras/Rap

baglanma bolgelerini de iceren multi-fonksiyonel bir proteindir; farkli G-protein sinyallerini

birlestirme goérevi oldugu da iddia edilmektedir (Brown et al., 2015). Ozellikle beyinde

hipokampal CA2 néronlarinda eksprese edilir, 6grenme ve hafiza da etkisinin oldugu, sinaptik

plastisiteyi inhibe ettigi bilinmektedir (Vellano et al., 2011a; Evans et al., 2014) (Tablo 4.).

Tablo 4. insanda RGS proteinlerinin amino asit sekans benzerligine gére siniflandirilmasi

Alt aile mRNA dagilimi RGS proteinleri iigili oldugu Ga alt
birimi
A/ RZ Beyin,Kalp,Akciger,Karaciger,R RGS17 (RGSZ2), RGS19 Goz, Gai/o, Goq
etina (GAIP), RGS20 (RGSZ1)
B/ R4 Beyin,Kalp,Akciger,Karaciger,R RGS1, RGS2, RGS3, RGS4, Gagq, Gai/o
etina, Kas, Hipofiz bezi RGSS5, RGSS, RGS13,
RGS16, RGS18, RGS21
C/R7 Beyin, Retina, Pankreas RGS6, RGS7, RGS9, RGS11  Gai
D/ R12 Beyin, Kalp, Akciger, RGS10, RGS12, RGS14 Gai/o
Karaciger, Dalak
&
GPR
GPR- Ogpp| *|[By *'-'-“‘-'-'* Olgpp PY

(RRG%?AE_) )

By | + |%cpp|* P A gTp

_|_

By

Efektorler

GPKR &
GEF proteinler )
(GIV,AGS1)

Sekil 10. Klasik G-protein Aktivasyon Dongiisii ve Yardimci Proteinlerin Etkileri. Heterotrimerik

G-proteini alfa ve betagama alt iinitelerinin birlesmesi ile olusur (Gofy) ve inaktif halde iken GDP baghdir. G-
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protein kenetli reseptor (GPKR) veya reseptor olmayan GEF proteinlerin (GIV, AGS1 gibi) etkisiyle Ga’ya
bagli GDP ayrilir ve yerine GTP baglanir (1). GTP baglhh Ga Gfy’dan ayrilir ve her ikisi de kendi efektdrlerini
aktive ederler. Ga,igerdigi GTPaz enzimi ile GTP yi hidrolize eder ve GDP ye gevirir (2). Bu basamak RGS
proteinler (RGS14 gibi) tarafindan hizlandirilir. GDP bagli hale gelen Ga serbest GBy’y1 baglayarak tekrar Gafy
heterotrimeri olusturur (3). Ancak ortamda GPR motif i¢eren yardimci protein varsa (AGS4 gibi), bunlar
GaGDP yi baglamak icin Gy ile yarisirlar. GPR-GaGDP kompleksi olusur, GBy serbest kalmaya ve kendi
efektorlerini uyarmaya devam eder (4). Ortamda GPR-GaGDP varsa, serbest haldeki GBy GPR’dan GaGDP yi
koparir ve tekrar heterotrimeri olusturabilir (5). Ya da GPR igeren yardimci protein heterotrimerden GaGDP yi
ayristirarak GPR-GaGDP kompleksini olusturabilir ve Gy tekrar serbest hale gecebilir (6) (Blumer et al., 2014).
1, 2 ve 3 nolu yolaklar bilinen klasik G-protein aktivasyon dongiisiidiir. 4, 5 ve 6 nolu yolaklar ise GPR motif

iceren yardimc1 proteinlerin, deneylerden elde edilen bilgilerle ileri siiriilen olasi ¢galisma mekanizmalaridir.
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3. MATERYAL-METOD

Ric-8B yardime1 proteininin Golgi organelinin yapist ve fonsiyonlari iizerine etkisini
arastirmak ic¢in insan embriyonik bobrek kiiltiir hiicrelerinin (Human Embriyonic Kidney,
HEK-293) hiicre kiiltiirii  ortaminda ¢ogaltildi.  Golgi’nin yapisal fonksiyonlarini
degerlendirmek i¢in ST-GFP deney sistemi i¢in 4 grup olusturuldu: Kontrol grubu, ST-GFP +
BFA grubu, ST-GFP + Ric-8B ve ST-GFP+BFA +Ric-8B grubu. Deneyler 10 defa
tekrarlandi.

3.1. Hiicre Kiiltiirii

ATCC’ den (American Type Culture Collection - Manassas, VA) siparis edilen -80
°C’de dondurulmus HEK-293 hiicre hatlar1 1lik suda hizlica ¢oziildiikten sonra %10 fetal
bovine serum (FBS) (FBS EU Standard, Gibco), penisilin (100U/ml), streptomisin (100pg/ml)
(Lonza) igeren DMEM medium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco) icerisine alind1
(Oner et al., 2010a; Oner et al., 2013c). 9 ml DMEM medium ve HEK-293 hiicre hatlar
iceren 15 ml’lik steril falkon tiipii 24 °C, 250 rpm’de 7 dakika boyunca santrifiij edildi
(Allegra X-15R Centrifuge, BECKMAN COULTER) (Sekil 11.). Santrifiijden sonra tiipiin
icerisindeki iistte kalan siipernatant atildi. Dip kisimdaki pelet tek kuyulu 100 mm’lik hiicre
kiiltiir tabagina ekildi, son hacmi 10 ml olacak sekilde DMEM mediumu eklendi.

Sekil 11. HEK-293 hiicre hatlarinin santrifiij edildigi cihaz (Allegra X-15R Centrifuge, BECKMAN
COULTER).

HEK-293 hiicre hatlarinin ekimleri yapildiktan sonra 37 °C’de %5 CO2’li etiiv
icerisinde inkiibe edildi (Sekil 12.). 48 saat sonra hiicrelerin eski mediumu alindi ve yeni

medium (DMEM) eklenerek giivenlik kabininde (Air flow) pasajlandi (Sekil 12.). Farkli
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jenerasyonlarda kiiltiir hiicreleri ¢ogaltmak icin % 80-90 yogunluga ulagsan hiicrelerin
seyreltilmesi i¢in tabaktaki medium bosaltildi. Tabak yiizeyine integrin proteinleri ile yapisan
hiicreleri kaldirmak i¢in damlama usulii ile 3 ml tripsin enzimi (Trypsin 0.05%, Gibco) ile
muamele edildi. Tripsin enzimi 37 °C de aktiflendigi i¢in tabaktaki hiicreler 5 dakika boyunca
37 °C’lik etiive alind1.

Sekil 12. HEK-293 hiicrelerin 37 °C’de inkiibe edildigi %5 CO2’li HERACELL 150i marka etiiv
(Solda). Pasajlama ve medim degisme gibi hiicre kiiltiir islemlerinin yapildigi HERASAFE KS marka
biyogiivenlik kabini.

Hiicreler tripsinle muameleden 5 dakika sonra etiivden ¢ikarildi ve iizerlerine 6 ml
DMEM medimu eklendi ve bdylece tabak yiizeyinde tripsinle kalkmayan hiicreler 10 ml’lik
steril pipetle al-ver yapilarak yikandi. Diliie edilen hiicreler 15 ml’lik steril falkon tiipiine
alindi. Farkli petri kaplarina ekim yapabilmek i¢in bu hiicreler Thoma lam1 (Sekil 13.) ile
Inverted mikroskopta (Primovert, Zeiss) (Sekil 14.) sayildi. Bunun igin lamelin alt ve iist
kismina 10 pl’lik pipetle 8 pl’ser diliie edilmis hiicreler konuldu. Ortadaki 25 kiigiik karede
250 hiicre sayild1 ve 1 ml’deki toplam hiicre sayisi icin bu deger 10 ile carpildi. Boylece 1
ml’de 2.500.000 hiicre sayildi.
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Sekil 13. Hiicre sayimu i¢in kullandigimiz thoma lami ve sayimin yapildigi ortadaki 25 kiigiik kare

Sekil 14. Normal HEK-293 hiicrelerinin sayimimnin ve goriintiilenmesinin yapildigi Primovert, Zeiss

marka inverted mikroskobu

Diliie edilen hiicrelerin sayimmi yapildiktan sonra her kiiltlir tabagina 250.000 hiicre
ekildi ve son hacim 10 ml olacak sekilde DMEM medium eklendi. Hiicreler tekrar etiive

alindi.
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Sekil 15. A-HEK-293 Hiicre hatlarmin ekiminden 6 saat sonra ¢ekilmig fotograf. B-12 saat sonra
yogunlugu artmis. C- 24 saat sonra bu yogunluk % 45-50 seviyesine ulasti. D- 48 saat sonra %75-80 yogunluga
eristi.

3.2. ST-GFP genini stabil olarak ifade eden HEK-293 hiicre klonlarinin

olusturulmasi

%80 yogunluga ulasan HEK-293 hiicreleri (Sekil 15. D) 6-kuyulu kiiltiir tabaklarina
ekildi. 5 pg ST-GFP geni lipofektamin 3000 yardimi (Lipofectamin 3000 Transfection
Reagent, Invitrogen) ile transfekte edildi. Lipofektamin 3000 bir transfeksiyon ajamidir;
plazmitlerin hiicre igerisine girmesini saglar. Lipofektamin 3000°nin uygulama protokoliine
gore iki ayn steril ependorf tlipliniin her birine 125 pl diisiik serumlu optimem mediumu

(Opti-MEM, Gibco), 1.tiipe 3.75 ul lipofektamin 3000, 2.tiipe 7.5 ul lipofektamin 3000
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konuldu ve 2-3 sn boyunca iyi karismasi i¢in vortekslendi. Boylece lipofektamin 3000 diliie
edildi. 3. ependorf tiipiine de 5 pg ST-GFP geni igeren plazmiti, 250 pg serumsuz optimem ve
10 pl lipofektamin P3000 (Gibco) eklenerek vortekslendi. Daha sonra 3. tiipte diliie edilmis
DNA’lar 1. ve 2. tiiplin her birine 125 pl aktarildi. Aktarma yapildiktan mikropipetle al-ver
yapilarak karigmalari saglandi ve 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra 6 kuyuluk petri kaplarma 1. ve 2. tiiplerdeki karisimlar esit miktarlarda

damlama usulii ile aktarildi (Sekil 16.).

| 125 yl diliie / \
L) DNA L) L)

i 125 pl diliie DNA ™

| | |
\/ \/

||

\

1. tiip 2. tlip 3. tiip:
125 pl optimem 125 pl optimem 5 ng ST-GFP plazmiti (DNA) + 250
mediumu + 3.75 ul mediumu + 7.5 pl ng optimem +10 pl lipofektamin
lipofektamin 3000 lipofektamin 3000 P3000

Sekil 16. % 80 yogunluga ulasmis HEK-293 hiicrelerine Lipofecatamin 3000 ile ST-GFP geninin

transfeksiyonunun sematize edilisi.

Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler tripsinle kaldirilarak G418 (ENZO)
(Img/1ml) ‘li medium iceren yeni kiiltiir tabaklarina % 20 yogunlukta olacak sekilde ekimi
yapildi. G418 antibiyotigi (Genetisin) transfeksiyonu yapilan hiicrelerde protein sentezini
engeller (Vural et al., 2010). Transfekte edilen ST-GFP plazmiti igerisinde neomisine karsi
diren¢ geni de tagimaktadir ve G418 ilacinin varligi ile bu geni tasimayan hiicreler 6ldii. 2
hafta boyunca 24 saatte bir hiicreler pasajlandi. Bu arada G418 antibiyotigi de 500 pg/1ml
olacak sekilde verilmeye devam edildi. G418’e direngli hiicre klonlar biiyiidii ve bunlarin

secilerek ayr1 kiiltiir tabaklarinda biiylimeleri saglandi.

Klon se¢imi i¢in hiicrelerin mediumu dokiiltiikkten sonra 15 ml PBSx1 (Phosphate-

buffered saline, Gibco) ile yikandi. Yikama yapmamizin amaci artiklar1 ve olii hiicreleri
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temizlemektir.Yikama 2 kere 1 ml PBS ¢ozeltisi ile yapildi. Yikama sonucu 1s18a karst
tutulan hiicre klonlar1 gozle goriilebilecek duruma geldi. Klon se¢imi i¢in hiicre tabaginin
altina kiimelenmis gruplarin iizerine kirmizi1 kalemle nokta isareti konularak isaretlendi.
Yaklasik 40 tane klon bu sekilde secildi. Daha sonra sterilize edilmis ve greyze batirilmis
silindirleri birbirlerine degmeyecek sekilde petrinin igine (isaretli noktalarin iizerine)

konularak yapismalar1 saglandi (Sekil 17.).

Sekil 17. Renkli hiicrelerin sayimimin yapildig: floresan mikroskop.

Daha sonra silindirlerin her birine 50 pl tripsin konularak plaklar 37 °C ‘de 5 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra her bir silindire %10 fetal bovine serum (FBS), penisilin
(100U/ml), streptomisin (100pg/ml) igeren 100 ul DMEM medium (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) eklendi. Mikropipetle bu karisim 24 kuyulu tabaklara son hacim 500 pl
olacak sekilde aktarildi. Tabaklar 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Daha sonraki 2 hafta
boyunca bu klonlarin ST-GFP proteinini eksprese etme dereceleri floresan mikroskop yardimi
ile belirlendi, en uygun diizeyde ST-GFP eksprese eden hiicrelerle deneyler yapildi. Bizim
deney sistemimizde 50 ng ST-GFP ile (6 kuyulu tabaklar i¢in) gegici olarak transfekte edilen
hiicrelerin eksprese ettikleri ST-GFP diizeyleri idealdir o nedenle bu diizeye yakin olan stabil

hiicre klonlar1 ile ¢alisildi (Oner et al., 2013b) (Sekil 17.).
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Sekil 17. HEK-293 hiicrelerine lipofectamine 3000 (invitrogen) ile ST-GFP geni transfekte edildi. G418

antibiyotigi (1mg/ml) ile ST-GFP genini stabil olarak ifade eden 12 ayr1 hiicre klonu i¢inde sadece 2 tanesi (2. ve
9. klon) dagilim 6zellikleri agisindan beklenen 6zelliklere sahiptiler. Bu fotograflar yasayan hiicrelerden, Zeiss

Axio Vert marka floresan mikrososkop ile ¢ekilmistir.

3.3. Polilizin-D ile kaplanms lamel hazirlama

HEK-293 Kkiiltiir hiicreleri ile floresan goriintiillenme yapilabilmesi i¢in polilizin-D ile
kapli lameller hazirlandi. Polilizin-D, immiinohistokimyasal ¢alismalarda hiicrelerin lamele
yapismasint saglayan bir kimyasaldir. Bunun i¢in 6ncelikle 50 ml’lik steril falkon tiipte
siparis edilen toz halindeki 100 mg polizin-D (Poly-D-lysine hydrobromide, Sigma-Aldrich)
ve 10 ml distile su (accugen water, Lonza) vortekslendi. Daha sonra bu stok ¢ozelti distile su

ile 50 ml’ye tamamlandi. Daha sonra 10 tane 50 ml’lik steril falkon tiipiine bu stok ¢ozeltiden
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5’er ml konuldu bu tiipler de distile su ile 50 ml’ye tamamlandi. Polilizin-D ¢dzeltileri -20

°C’de saklandi.

Polizin-D’li ¢bzelti kullanilmadan 6nce biyogiivenlik kabininde, 6-kuyulu bos hiicre
tabaklarina 24 mm capinda lameller konuldu. Bu lamellerin iizerine yanlara tasmayacak
sekilde 500 ul’ser polizin-D ¢ozeltisi eklendi. 30 dakika biyogiivenlik kabininde birakildiktan
sonra lamellerdeki polizin-D ¢ozeltisi falkon tiiptine geri alindi. Tiipler -20 °C’ye kaldirildu.
Cozeltileri geri alindiktan sonra 6 kuyuluk tabaklar kapaklari agik bir sekilde 30 dakika
boyunca sterilizasyon i¢in ultraviyole isinlarina maruz birakildi (Sekil 18.). Daha sonra

lamellerin diismemesi i¢in kapaklar1 kapatilarak bantlandi.

Sekil 18. Polizin-D’li lameller sterilizasyon i¢in ultraviyole 1sinlaria (UV) maruz birakilirken.

3.4. Kullanmilan kimyasal ajanin optimizasyonu

Deneylerimizde elde etmis oldugumuz sonuglari daha belirgin hale getirmek i¢in
HEK-293 Kkiiltiir hiicrelerinde Golgi organelini pargalayarak protein sekresyonunu ciddi
oranda sekteye ugratan fungal bir metabolit olan BFA (Brefeldin-A, Pro-Lab) kullanild.
HEK-293 hiicrelerine BFA muamelesinde Golgi’nin kompleks yapist birbirinden ayrildi ve
ist liste kiimelenmis Golgi yiginlar1 olusturuldu. Kullanmis oldugumuz Brefeldin-A ile
konsantrasyon zaman deneyleri yaparak Golgi organelini parcaladiklari en diisiik
konsantrasyon ve en kisa silireyi bulmaya calistik. Bu amagla ST-GFP genini stabil olarak

ifade eden HEK-293 hiicrelerinde;
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- Brefeldin-A (BFA) icin 37 ° C, %5 CO2’li etiivde;

2.5 ul, 5 uM, 10 uM, 25 uM ve 50 uM konsantrasyon ve 5, 10, 15, 20, 30, 45 ve 60 dakika

uygulama siirelerini kullandik. Uygulamanin bitimi ile hiicreler hizli bir sekilde formaldehit
ile fikse edilerek ST-GFP proteinlerinin hiicre icindeki dagilimlarindaki farkliliklar tespit
edildi. Deneyin sonunda HEK-293-ST-GFP (ST-GFP genini stabil olarak ifade eden HEK-
293 hiicreleri) hiicrelerindeki ST-GFP’nin hiicre i¢i dagilimini karsilagtirarak en uygun

konsantrasyon ve zaman ¢iftini belirlemeye calistik.

Bu sartlar altinda Brefeldin-A icin 5 uM ve 15 dakika’nin en uygun konsantrasyon ve
stire oldugunu saptadik. Ciinkii BFA’nin bu siire ve konsantrasyonda Golgi’de maksimum

dagilmaya-tomurcuklanmaya sebep oldugunu saptadik (Sekil 19.).

Sekil 19. BFA’nin 15 dakika ve 5 uM konsantrasyonda maksimal etkiyle Golgi’nin yapisini bozarak

tomurcuklanmaya sebep oldugu tespit edildi. Bu fotograf, Zeiss Imager.M2 mikroskobu ile ¢ekilmistir.
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3.5. Ric-8B varhginda Golgi yapisindaki degisimlerin takip edilmesi
A) ST-GFP deney sistemi;

Sialil transferaz (sialyltransferase, ST) enzimi Golgi organelinin trans- kismina
lokalize olmustur ve organelin tomurcuklanmasinin degerlendirilmesinde sik¢a kullanilir
(Jamora et al., 1997; Patterson et al., 2008). Sialil transferaz genine GFP eklenmesi (ST-GFP)
ST’nin hiicre i¢i hareketlerinin daha kolay izlenmesini saglar. Bu amagla daha Once
hazirlamis oldugumuz ST-GFP genini stabil olarak ifade eden hiicre klonlarindan (9. klon
hiicrelerini) kullandik. Bu hiicreler 6nceden polilizin-D ile kaplanmig lamellerin bulundugu 6-
kuyulu kiiltiir tabaklarinda belirli bir sayida ekimi yapilmisti. Daha sonra bir grup kontrol
amagcli bos plazmit ile diger grup ise PEI (polietilimin, PRO-LAB) yardimiyla pcDNA3:: Ric-
8B ile transfekte edildi. BFA’nin Golgi’nin yapisal fonsiyonlarin1 degerlendirmek igin bu
deney sistemimizde 4 grup (Tablo 5.) olusturuldu. Deneyler 10 defa tekrarlandi.

Tablo 5. ST-GFP deney sistemi i¢in olusturdugumuz gruplar

ST-GFP (Kontrol grubu) ST- GFP+ BFA

ST-GFP+ Ric-8B ST-GFP+ BFA+ Ric-8B

ST-GFP deney sistemimizde kullandigimiz ¢ozeltiler i¢in;

- 10 mg BFA, 1.75 ml DMSO (Dimetil siilfoksit, MOLGEN) i¢inde ¢6ziildi, iyice karismasi
icin vortekslendi. Boylece 10 mM stok BFA ¢ozeltisi elde edildi. Bu ¢ozelti -20 °C’de

saklandi.

- PBS (x10) distile su ile diliie edilerek tizerine 1 mM CaCl> ve 500 uM MgCl. eklenerek
PBS (x1) ¢ozeltisi,

- PBS (x1) i¢inde % 4’lik formaldehit - % 4 ‘liik siikroz ¢ozeltisi

- PBS (x1) iginde % 0.2 ‘lik triton (x100) ¢ozeltisi hazirlandi.
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Deneyin ilk asamasi olarak oncelikle BFA stok ¢ozeltisi her kuyuya toplamda 100 pl
dokiilmek tizere serumsuz optimem mediumu ile son konsantrasyon 5 uM BFA olacak sekilde
diliie edildi. Daha sonra kontrol amagli bos plazmit ve pcDNA3:: Ric-8B ile transfekte edilen
gruplar etiivden alindi. Mediumlar1 bosaltildi. Her kuyu 1 ml PBS (x1) ¢ozeltisi ile yikandi,
PBS alindi. Her kuyu 1 ml serumsuz DMEM ile yikandi, DMEM bosaltildi. Her kuyuya
tekrar 1 ml serumsuz DMEM dokiildii ve bunun da {izerine 100 pl - 5 uM BFA ¢o6zeltisi
eklendi. Daha sonra 6 — kuyulu kiiltiir tabaklar1 37 © C, %5 CO2’li etiivde 15 dakika birakildu.
Bu siireden sonra tabaklar etiivden ¢ikarildi ve i¢lerindeki ¢ozelti alinarak her kuyuya hemen
I ml % 4’lik formaldehit - % 4 ‘lik siikroz dokiilerek fikse edildi. 5 dakika beklendi.
Ardindan 1 ml % 0.2 ‘lik triton (x100) ile muamele edildi. 5 dakika beklendi. Triton ¢ozeltisi
bosaltildi, 1 ml PBS (x1) cozeltisi ile yikandiktan sonra deney sonuglandirildi. Bundan
sonraki asamada lamlar hazirlanarak grup isimleri, kullanilan kimyasalin konsantrasyon ve
stiresi ve tarih yazilarak etiketlendi (Sekil 20.). Etiketlemeden sonra lameller ucu biikiimlii
enjektdr ucuyla kaldirilarak dis yiizii kurutma kagidiyla kurutuldu ve hiicrelerin yapistigi
diger ylizey lamin {izerine yapistirildi. Lamelin lam ile yapigsmasi i¢in lamin yiizeyine 1 damla
Antifade reagent (Gold Antifade Mountant, Prolong) damlatildi ve bunun iizerine de lamel
birakildi. Boylece immiinositokimya uygulamalar1 gerceklestirildi. Hiicreler 24 saat karanlik
ve oda sicakliginda bekletildi. 24 saat sonra lamellerin lamlar tizerinde yapigmasini lamellerin
kurumasini 6nlemek ve floresan proteinlerin daha uzun 6miirlii olmas1 i¢in lamellerin etrafi
tirnak cilasi ile cilalandi. Antifade reagent ayn1 zamanda hiicrelerin ¢ekirdeklerini de boyar.

Daha sonra floresan mikroskop ile hiicresel goriintiileme yapilarak fotograflar ¢ekildi.
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Sekil 20. Lam yiizeylerindeki ST-GFP’li HEK-293 hiicrelerinin lamellere yapistirilarak etiketlenmesi.
B) VSV-G-GFP deney sistemi ;

Golgi organel fonksiyonlarinin degerlendirildigi bir deney sistemidir. Vesikiiler
stomatitis G viriis plazmitinde yapilan bir mutasyon ile (ts045 VSV-QG) viriisiin hiicre ici
hareketi sicakliga duyarli hale gelmistir. Bu oOzelligi ile ts045 VSV-G endoplazmik
retikulumdan (ER) Golgiye, Golgiden plazma membranina kadar protein akisinin
degerlendirildigi bir ara¢ olmustur (Lafay, 1974; Hirschberg et al., 1998; Bechler et al., 2013).
Normal HEK-293 hiicreleri yesil floresan protein ile isaretlenmis ts045 VSV-G (VSV-G-
GFP) plazmiti (American Type Culture Collection - Manassas, VA) ile transfekte edildi ve ilk
6 saat CO2 hiicre inkiibatoriinde 37°C’de tutuldu. Bu sekilde transfekte edilen plazmit ER’de
sentez agsamasina geldi. Daha sonra hiicreler 40°C’lik CO2 hiicre inkiibatoriine alind1 ve 24
saat beklendi. 40°C’lik sicaklik ts045 VSV-G-GFP proteini i¢in kisitlayict bir ortamdir, bu
sartlarda ER’den ayrilamaz. Daha sonra gruplar 20°C’lik sicaklIga getirildi ve ts045 VSV-G-
GFP ER’den Golgi’ye dogru ilerledi ve Golgi’de takildi. Daha sonra hiicreler 32°C lik
sicakliga getirildi; burada ts045 VSV-G-GFP Golgiden plazma membranina dogru ilerlemeye
basladi. Bu sicakliga getirildigi andan itibaren her bir gruptan belirli zaman araliklarinda
ornekler alind1 ve hemen paraformaldehit fikse edildi. Ric-8B’nin varliginda ts045 VSV-G-
GFP’nin ER’dan plazma membranina dogru hareketine olas1 etkileri (hareketini hizlandirr,

yavaglatirlar veya degistirmez) floresan mikroskobu ile goriintiilendi.
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VSV-G-GFP deney sistemi i¢in;

- PBS (x10) distile su ile diliie edilerek tizerine 1 mM CaCl> ve 500 uM MgCl. eklenerek
PBS (x1) ¢ozeltisi,

- PBS (x1) i¢inde % 4’lik formaldehit - % 4 ‘liik siikroz ¢ozeltisi
- PBS (x1) iginde % 0.2 ‘lik triton (x100) ¢ozeltisi hazirlandi.

Bu deneyde normal HEK-293 hiicreleri kullandik. Hiicreler dnceden polylizin-D ile
kaplanmig lamellerin bulundugu 6-kuyulu kiiltiir tabaklarinda belirli bir sayida ekimi yapildi.
Hiicreler % 80 yogunluga geldiginde bir grup sadece GFP isaretli ts045 VSV-G (VSV-G-
GFP) (yesil) plazmiti ile kontrol amacli, diger grup ise pEGFP:: Ric-8B (yesil) plazmiti ile
transfekte edildi. Kontrol gruplarinda her kuyu i¢in 250 ng VSV-G-GFP, 1ul DsRed-
Monomer-Mem (membran boyasi, Clonrech) kullanildi. Diger grupta ise her kuyu igin 1pug
pEGFP:: Ric-8B ve 500 ng DsRed membran boyasi kullanildi. Transfeksiyon i¢in PEI ajani
kullanildi (Oner et al., 2013c; Vural et al., 2010). Transfeksiyondan 6 saat sonra 37 derecelik
% 5 CO2’lik etiiviin sicakligit 40 °C dereceye yiikseltildi ve bu sayede VSV-G deneyi
baslamis oldu. Sicakligin yiikseltilmesinden 16 saat sonra ST-GFP deney sisteminden farkli
olarak kullanilan DMEM mediumunda her kuyu i¢in 10 pg/1ml siklozhekzemit kullanildi. 2
saat 20 ° C’de inkiibe edildi. 2 saat sonra mediumlar degistirildi. Bu islemden hemen sonra
hiicre tabaklar1 32 °C’lik etiive alind1 ve 0., 15., 30., 45., 60. ve 120. dakikalarda (Sekil 21.)
hiicreler 1 ml % 4’lik formaldehit - % 4 ‘liik siikroz ile fikse edildi ve 5 dakika beklendi.
Ardindan 1 ml % 0.2 ‘lik triton (x100) ile muamele edildi. 5 dakika beklendi. Triton ¢ozeltisi
bosaltildi, 1 ml PBS (x1) ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra deney sonuglandirildi (Groves et al.,
2007; Saini et al., 2010; Oner et al., 2013c). Bundan sonraki asamada lamlar hazirlanarak
grup isimleri, kullanilan kimyasalin konsantrasyon ve siiresi ve tarih yazilarak etiketlendi.
Ric-8B’nin varliginda ve yoklugunda VSV-G-GFP proteinin hiicre i¢i dagilimindaki
farkliliklar Zeiss Imager.M2 mikroskobu ile fotograflandi.
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Sekil 21. 6-kuyulu kiiltiir tabaklarina ekilen HEK-293 kiiltiir hiicrelerinin 0., 15., 30., 45., 60. ve
120.dakilarda formaldehit ¢ozeltisi ile fikse edildi. A- VSV-G-GFP plazmiti ve B- Ric-8B plazmiti ile transfekte

edildi.
3.6. istatiksel Yontem

Istatiksel analiz i¢in kontrol ve islem gdrmiis gruplarin verilerini karsilastirmasina
olanak saglayan Graphpad Prism 7.0 istatiksel analiz programi kullanildi. Yine iki veya daha
fazla bagimsiz grubun ortalamalarini tek bir faktoére bagimli olarak karsilagtirabilen tek yonlii
varyans analizi yontemi olan One Way Anova programi kullanildi. Anova yontemi ile birlikte

ham veri tizerinden istatistiksel farklar1 bulabilmek i¢in Tukey’s post hoc analizi kullanildi.
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HEK-293 hiicre hatlarinin ekimi ve inkiibasyonu

|

sayilmast

Belli bir yogunluga ulasan HEK-293 hiicrelerinin Thoma lamu ile inverted mikroskopta

A

%80 yogunluga ulasan HEK-293 hiicrelerine lipofectamin 3000
Reagent yardimiyla ST-GFP geninin transfeksiyonu

% 80 yogunluga ulasan kontrol grubu normal
HEK-293 hiicrelerine PEI yardimiyla VSV-G-
GFP plazmitinin, diger gruba da Ric-8B

plazmitinin transfeksiyonu

Stabil hiicre klonlar1 olusturmak i¢in ST-GFP’li HEK-293 hiicrelerine

G418 antibiyotiginin verilmesi

|

Polilizin-D kapl: lamel hazirlama

|

Golgi’nin par¢alanmasi i¢in kullanilan BFA’ nin

optimizasyonu (5 uM ve 15 dakika’nin en uygun

konsantrasyon ve siire oldugunun saptanmasi)

|

VSV-G-GFP deneyleri i¢in transfekte edilen
hiicrelerin 0., 15., 30., 45., 60. ve 120. dakikalarda

formaldehit ¢ozeltisi ile fikse edilmesi

ST-GFP deneyleri i¢in ST-GFP genini stabil olarak ifade eden hiicre
klonlarina Ric-8B geninin PEI yardimiyla transfeksiyonu ve deney

gruplarinin olusturulmasi

VSV-G-GFP deney gruplarindaki hiicreler
icin lamlar hazirlanarak grup isimleri,
kullanilan kimyasalin konsantrasyonu, siiresi,
tarihi yazilarak etiketlenmesi ve mikroskop

altinda incelenmesi

!

ST-GFP deney gruplarindaki hiicreler lamlara alinarak isimleri, kullanilan
kimyasalin konsantrasyonu, siiresi, tarihi yazilarak etiketlenmesi ve

mikroskop altinda incelenmesi

Sekil 22. Ric-8B proteininin HEK-293 hiicrelerinde A) Golgi’nin yapisi ve B) Golgi’nin fonksiyonlar1

iizerine olan etkilerini arastirmak i¢in yaptumiz deneylerin akis semast.
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BULGULAR

GFP ile isaretli sialiltransferaz enzimini (ST-GFP) stabil olarak eksprese eden
HEK-293 hiicre klonlarinin olusturulmasi:

Golgi yapisim1 degerlendirmek amaci ile literatiirde sik¢a kullanilan ST-GFP (yesil
floresan protein eklenmis sialyltransferase enzimi) genini stabil olarak ifade eden HEK-293
hiicre klonlar1 olusturduk. Elde ettigimiz 12 farkli klondan deneylerimizde kullanabilecegimiz
ozelliklere sahip olan 3 farkli klonu belirledik (Sekil 23.). Ozellikle 9.klon ST-GFP
proteininin hiicre i¢i ifade diizeyi literatiirdeki ¢alismalarda verilen yeterlilik agisindan en
uygun diizeydeydi (Oner et al., 2013). Yaptigimiz ¢aligmalarda bu hiicre hattin1 kullandik ve

ileride yapmay1 planladigimiz deneylerimizde bu hiicreler olduk¢a faydali olacaklardir.

Klon 1 Klon 2 Klon 9

Sekil 23. HEK-293 hiicrelerine lipofectamine 3000 (invitrogen) transfeksiyon ajani yardimi ile ST-GFP
geni transfekte edildi. G418 antibiyotigi (Img/ml) ile ST-GFP genini stabil olarak ifade eden 12 ayr1 hiicre klonu
elde edildi. Bunlardan sadece 3 tanesi (1., 2. ve 9. klon) ST-GFP proteinin dagilim &zellikleri agisindan
beklenen ozelliklere sahiptiler. Bu fotograflar yasayan hiicrelerden, Zeiss Axio Vert mikroskobu kullanilarak

elde edilmistir ve 10 ayr1 deneyi temsil etmektedir.

4.1. Ric-8B proteinin Golgi organel yapisina etkisi:

Hipotezimizde Ric-8B proteinin Golgi’de bulunan G-proteinlerini aktive ederek Golgi
yapisini koruyabilecegini ileri slirmiistiik. Hipotezimizi test etmek icin ST-GFP proteinin
hiicre i¢i dagilimini gesitli kimyasal ajanlar ve Ric-8B proteini varliginda gozlemledik.
HEK-293 hiicrelerinde ST-GFP proteini, literatiirle uyumlu bir sekilde, 6zellikle perintikleer
alanda yogunlastigim gozlemledik (Sekil 23. ve Sekil-24. A). Bu bolge Golgi organelinin

hiicre i¢i lokasyonu ile ortiismektedir (Oner et al., 2013).
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Sekil 24. HEK-293 hiicrelerinde Ric-8B ekspresyonunun ST-GFP protein dagilimina etkisi.
Panellerde gosterilen li¢ farkli fotograf ayni gruptan farkli biiyiikliiklerde gekilen farkli hiicreleri temsil
etmektedir. A) ST-GFP ile transfekte edilen hiicreler, kontrol hiicreleridir ve baska bir uygulamaya maruz
birakilmamigtir. B) ST-GFP geni ile birlikte Ric-8B geni ile transfekte edildi. C) A panelindeki hiicreler
Brefeldin A (BFA) (5uM) ile 15 dakika inkiibe edildi. D) B panelindeki hiicreler Brefeldin A (BFA, 5uM, 15
dk) ile 15 dakika inkiibe edildi. Yesil renkli bolgeler ST-GFP proteinini, mavi renkli alanlar ise hiicre
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cekirdegini (DAPI boyamasi) gostermektedir. Kirmizi oklar saglam (intact) Golgi yapisini, sart oklar ise
dagilmis (disperse) Golgi yapilarint gostermektedir. Bu fotograflar Zeiss Axioimager M2 mikroskobu ve

Argenit AKAS programi kullanilarak elde edilmistir. Bar, 10 um.

Brefeldin A, hayvan hiicrelerinde Golgi-aracili sekresyonu spesifik olarak inhibe eder.
Protein sentezini etkilemeden, protein sekresyonunu %80 oraninda inhibe eder ve Golgi
organelinin reversible bir sekilde dagilmasina neden olur (Driouich et al.,, 1993). Bu

nedenlerle BFA, Golgi dagilmasi (vezikiilasyonu) deneylerinde siklikla kullanilmaktadir.

BFA’nin bizim ¢alistigimiz HEK-293 hiicrelerinde hangi kosullarda Golgi dagilimina
neden oldugunu anlamak i¢in bir dizi 6n deney tasarladik. ST-GFP genini stabil olarak ifade
eden HEK-293 hiicreleri BFA nin farkli konsantrasyonlari ile (2.5 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM
ve 50 uM) farkl siirelerde inkiibe edildi (5, 10, 15, 20, 30, 45 ve 60 dakika). Yapmis
oldugumuz bu deney ile HEK-293 ST-GFP hiicrelerinin %95 den fazla bir kisminda, Golgi
yapist BFA ile 5 uM konsantrasyon ve 15 dakika igerisinde parcalanma gosterdi. Bu
asamadan sonra yapmis oldugumuz deneylerde BFA’y1 5 uM ve 15 dakika kosullarinda
kullandik.

Sadece ST-GFP geni transfekte edilen hiicrelerde, ST-GFP proteini periniikleer alana
yogunlasmistir (Sekil 24. A). Bu hiicrelerin BFA ile inkiibe edilmesi neticesinde ST-GFP
proteini hiicre igerisinde diffiiz bir dagilim gdstermis ve periniikleer alandaki yogunlagsma
kaybolmustur (Sekil 24. C). ST-GFP’ye ek olarak hiicrelere Ric-8B geni transfekte edilmesi,
ST-GFP protein dagiliminda herhangi bir degisiklige sebebiyet vermemistir (Sekil 24. B).
Ancak Ric-8B geninin transfeksiyonu, BFA’nin neden oldugu ST-GFP proteinin hiicre igi
diffiiz dagilimini azaltmistir (Sekil 24. D).

Normal sartlarda BFA uygulanan grupta hiicrelerin ancak %5’in de ST-GFP proteini
periniikleer lokalizasyon gosterirken, Ric-8B geni transfekte edilen grupta ise bu oran %43’e
cikmistir (Sekil 25.). Bu data, Ric-8B varliginda Golginin yapisal biitiinliigiiniin daha iyi

korundugunu gostermektedir.
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[] Saglam Golgi yapis:
Ml Dagitmis Golgi yapisa (*)

100 — |

(#)

Golgi’nin yapisal
degisiminin yiizdesi
O
i

0 e ] .

I I
Kontrol Ric-8B Kontrol Ric-8B

Brefeldin A (BFA)

Sekil 25. Ric-8B ekspresyonunun Golgi parcalanmasima olan etkisi. HEK-293 hiicreleri; ST-GFP
(pEGFP-ST, 50 ng) geni tek bagina yada Ric-8B (pcDAN3::Ric-8B, 1 ng) geni le birlikte transfekte edildi. Her
grupta ayrica Brefeldin A’nin (BAF) etkisi incelendi. Her bir imiinositokimya deneyinde, her gruptan 100’er
hiicre sayildi ve her hiicrenin Golgi yapisi saglam (intact) yada dagilmis (disperse) olarak degerlendirildi.
Toplanan sonuglar yiizde olarak, sonuglar ise ortalama = S.E.M olarak ifade edildi. *, p<0.0001, #, p<0.0001.

Burada ifade edilen veriler, 4 ayr1 deneyin ortalamasidir.
4.2. Ric-8B ekspresyonunun Golgi organel fonksiyonlarina etkisi:

VSV-G (Vesicular stomatitis virlis-G) bir kargo transport proteini olup, Golgi organel
fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Bu protein iizerinde yapilan bir takim
mutasyonlarla olusturulan t045-VSV-G proteini, sicaklik artisina hassas hale gelmekte ve
proteinin 3 boyutlu yapisinda dogru katlanmalar ger¢eklesmemektedir. Normal besi yerinin
sicakligmi 40 °C’ye cikardigimiz zaman, t045-VSV-G endoplazmik retikulum’a (ER)
hapsolmakta ancak sicakligin 20 °C’ye getirilmesi ile ER’dan Golgi organelinde dogru
hareket etmekte, sicakligin 32 °C’ye getirilmesi ile de Golgi organelinden plazma

membranina dogru ilerlemektedir. Sekil 26- sol panelde GFP ile isaretlenmis VSV-G plazmiti
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ve DsRed-Monomer-Mem plazmitini kullandik. DsRed-Monomer-Mem plazmiti, her ne
kadar hiicre i¢i bazi membran yapilarini boyasa da Ozellikle plazma membranini
boyamaktadir. Biz de hiicre membranina ulasan VSV-G-GFP proteinlerini daha iyi
degerlendirebilmek i¢in plazma membranint DsRed-Monomer-Mem proteinleri isaretledik.
Hiicreler 16 saat kisitlayici sicaklik olan 40 °C’de inkiibe edildikten, sirasi ile 20 °C ve 32
°C’ye alindi ve farkli zaman noktalarinda reaksiyonlar durduruldu. Sol panel 0 zaman
noktasinda goriildiigii gibi VSV-G-GFP hiicre c¢ekirdegine yakin bir noktaya lokalize
olmustur. Bu alan ER ve Golgi organel yerlesimi ile ortiismektedir. 15. dakikadan itibaren
VSV-G-GFP vezikiiller halinde hiicre i¢ine dagilmaya baslamis ve 60. dakikadan itibaren ise
hiicre membraninda goriilmeye baslanmistir. Hiicre membraninda gittigi noktalarda DsRed-
Monomer-Mem proteini ile benzer lokasyonlar gostermis ve bu noktalar sar1 renkli hale
gelmisgtir (Sekil 26, sol panel 60. ve 120. dakikalar). Bu sonug, VSV-G-GFP deney sisteminin
bizim deney kosullarimizda uygun bir sekilde ¢alistigin1 gostermektedir. Bu deneylere paralel
olarak Ric-8B plazmiti ile beraber VSV-G-GFP ve DsRed-Monomer-Mem transfekte edilen
grupta da benzer uygulama gerceklestirilmistir (Sekil 26. sag panel). Benzer sekilde, Ric-8B
eksprese edilen grupta, deney baslangicinda VSV-G-GFP periniikleer alana lokalize
olmugken, 60. ve 120. dakikalarda ise hiicre membraninda translokasyona ugramistir. Ancak
Ric-8B eksprese edilmesi, VSV-G-GFP hareketlerinde belirgin bir degisiklige yol agmamuistir
(Sekil 26. sag panel). Bu da VSV-G aracili kargo transport sisteminde Ric-8B proteinin rolii

olmadigini diisiindiirmektedir.
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Sekil 26. Ric-8B ekspresyonunun VSV-G-GFP kargo transport sistemine olan etkisi. HEK-293
hiicreleri Ric-8B plazmiti (1 pg) varhiginda ve yoklugunda VSV-G-GFP (250 ng) ve DsRed-Monomer-Mem
(500 ng) plazmitleri ile transfekte edildi. Hiicreler 32°C’lik sicakliga alinarak farkli inkiibasyon zamanlarinda
floresan mikroskobi ile goriintiilendi. Ric-8B’nin VSV-G-GFP kargo transportunda bir degisiklik yapmadigt

goriildii. Burada gosterilen resimler 3 defa tekrarlanmis olan deneyleri temsil etmektedir. Bar, 10 um.
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5. TARTISMA

G-proteinleri ve bunlarla iligkili reseptorler hiicre disindan gelen bilgilerin hiicre
igerisine aktarilmasinda rol oynayan sinyal molekiilleridir. Ozellikle gdrme, koklama ve tatma
gibi duyu sistemlerimizin temel yapi tag1 olmasinin yani sira, ndronal iletim sisteminin de ¢cok
onemli bir pargasidir. Bu sayede viicudumuzda anlik olarak degisen bir c¢ok sistemin
diizenlenmesi ve tepki vermesinden de primer sorumludur. Bu kadar karmagsik ve farkl
islevlerin, farkli sistemlerde benzer sinyal molekiilleri tarafindan nasil organize edilebildigi
hala bilim insanlarin1 pesinden siiriikkleyen bir sorudur. Bu konuda ki en basit agiklama; G-
protein aracili sinyal iletim sisteminin baslangi¢c ve bitis noktalarinin hiicrelerde farkli ve
spesifik bir sekilde kontrol edildigi, farkli ikincil mesaj sistemlerinin uyarildigi ve bu sayede
farkli ve 6zgiin cevaplarin olustugu yoniindedir. Bu farklilasmay1 ve spesifikligi saglayan bir
cok sinyal molekiilii tanimlanmistir ve bunlar genel olarak yardimci protein (accessory
proteins) olarak isimlendirilirler. Yardimci proteinler; G-protein alt iinitelerine baglanarak,
guanine niikletid degisimi, alt tinitelerin lokasyonlar1 ve birbirleri ile etkilesimlerini diizenler.
Bu sayede iletilen sinyalin spesifikligi, etki siiresi ve gliciinii kontrol edeler (Blumer et al.,

2011).

G-proteinlerinin en Onemli uyarani G-proteinine kenetli reseptorlerdir (GPKR).
GPRK’lar G-proteini tizerinde GDP ayrilmasini hizlandirip, GTP baglanmasin arttirilar. Bu
islevinden Otiirli guanin niikleotid degistirici faktor (Guanine Nucleotide Exchange Factor,
GEF) olarak ta kabul edilir. Hiicre icerisinde ki Ric-8 gibi bazi yardimci proteinler de,
reseptor gibi GEF olarak c¢aligmaktadir. Bu nedenle reseptdrden bagimsiz GEF olarak

adlandirilirlar.

G-proteinleri ¢ok Onemli sinyal molekiilleri olmalarmin yaninda hiicre igi
gorevlerinden bir tanesi de Golgi organel fonksiyonlarmi diizenlemektir. Golgi organeli
aslinda hiicresel islevleri iyi arastirilmis ancak hastaliklarla olan iliskisi hemen hemen hig
belirlenmemistir. Hiicrede eksprese ve sekrete edilen biitiin proteinlerin, hatta lipitlerin
modifikasyona ugradigi, gidecegi yere gore isaretlendigi yerdir. Diger bir ifadeyle hiicrenin
postanesi gibi calismaktadir. Hiicredeki fonksiyonel islerin yap1 tasi proteinlerdir ve aslinda
hastaliklarin bir c¢ogu proteinlerindeki mutasyonlar, yapim yada yikim asamasindaki
dengesizlikler, hiicre i¢i lokasyon problemleri ve bunlara bagli protein-protein etkilesiminde
ki bozulmadan kaynaklanmaktadir. Buna ragmen suana kadar sadece Alzheimer ile Golgi

organel fonksiyonlarindaki bozulma arasinda direkt bir iliski olabilecegi gdsterilmistir
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(Baloyannis, 2014). Ayrica 2016 yilinda farelerle yapilan ¢alismalarda COPI ‘in ¢ alt birimi
tahrip ediliginde Alzheimer’e neden olan amiloid plaklarin sayisinda biiyiik bir artis oldugu
saptandi. Bu alt birimin saglam oldugu farelerin korteks ve hipokampal bolgelerindeki
amiloid plak sayisinda ise ciddi bir diislis oldugu goriilmiistiir. (Bettayep at al., 2016). Her ne
kadar G-proteinlerinin Golgi organeli iizerinde ki etkileri gosterilmis olsa da bunun
mekanizmas1 tam olarak anlagilamamistir. Bizim bu projedeki hipotezimiz, yardimci
proteinler, 6zellikle GEF fonksiyonu olanlar, G-proteinlerini etkileyerek Golgi organeli yap1
ve fonksiyonlarmi diizenleyebilirler. Bu c¢alismanin ana amaci Ric-8B yardimci proteinin,

Golgi organeli yap1 ve fonksiyonlarina olan etkilerin incelemektir.

Hipotezimizi test etmek i¢in Oncelikle Golgi yapisini inceleyebilecegimiz deney
sistemlerini olusturduk. ST-GFP genini stabil olarak ifade eden hiicrelerin hazirlanmasi ile
Golgi yapisin1 degerlendirebilecegimiz standart bir sistem olusturduk (Sekil 24.). Bu
sistemde, Golgi vezikiilasyonunu arttiran Brefeldin A (BFA) isimli kimyasalin, HEK-293
hiicrelerinde en uygun ¢alisma zamani ve konsantrasyonunu saptadik. ST-GFP proteini HEK-
293 hiicrelerinde periniikleer bir yerlesim gostermektedir. BFA uygulamasi ile hiicrelerin
yaklasik %95°in de ST-GFP proteini periniikleer alandan sitoplazma igerisine homogen olarak
dagilim gostermistir. Bu sartlar altinda Ric-8B geninin ekspresyonu Golgi organel yapisinin
dagilmasini % 40 civarlarinda onlemistir (Sekil 25. D). Bu olduk¢a 6nemli bir orandir. Her ne
kadar Ric-8B’nin Golgi yapisini nasil korudugunu tam olarak gdstermemis olsak bile, bunu
G-proteinleri aracil ile gerceklestirmis olmasi kuvvetle ihtimaldir. Dr. Malhotra ve ekibi ST-
GFP’nin hiicre i¢i dagilimlarmi takip ettikleri calismalarinda GTPyS (GTP nin hidrolize
olmayan yani GTPaz enzimine diren¢li formu, Ga aktivatorii) kullanmis ancak GTPgS tek
basina etki gdsteremezken, hiicre sitoplazmasi ile birlikte verildiginde ise Golgi dagilmasin
azaltmistir (Jamora et al. 1997). Dr. Lippincott-Schwartz, Brefeldin A (BFA) nin etkisinin
adenilat siklaz enzimini aktive eden forskolin tarafindan inhibe edildigini gostermistir
(Lippincott-Schwartz, 1991). Bu sistemler direkt olarak G-proteini ile iligkili sistemlerdir ve
Ric-8B’de en nihayetinde bu sistemleri etkileyerek Golgi organelini koruyor olabilir.

Golgi organel yapisini koruyan deney sistemlerinde BAF nin haricinde nocadozole,
ilimaquinon ve nordihydroguaiaretic asit’te kullanilmaktadir. Her ne kadar farkli
mekanizmalarla Golgi organelini dagitiyor olsalar da, bu kimyasallar1 da deney sistemimizde
denemek ve sonuglar1 birlestirmek, Ric-8B’nin etkisini tanimlamada daha saglikli bir sonug
verecektir.

Golgi organel yapisi ile organel fonksiyonlari birbirlerini olduk¢a siki bigimde
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etkilenmektedir. Golgi yapisint degistiren bir ¢ok faktor ayni zamanda Golgi fonksiyonlarini
da etkileyebilmektedir. Dolayist ile Golgi yapisini etkileyen Ric-8B proteinin Golgi
fonksiyonlarimi etkileyip etkilemedigini test etmek amaci ile VSV-G deneyleri tasarladik.
VSV-G-GFP kargo transport sistemi, VSV-G proteinin ER’den hiicre membranina kadar olan
hareketlerini takip etmemizi saglar. Bu proteinde yapilan bir mutasyonla VSV-G proteini
1stya duyarli hale gelmekte, bu sayede proteinin gerek ER-Golgi gerekse Golgi-hiicre mebrani
translokasyonlar1 rahat bir sekilde takip edilmektedir. Deneyimizde ayrica VSV-G-GFP
proteinin membran translokasyonlarini daha iyi degerlendirebilmek amaci ile hiicreler plazma
membran isaretleyicisi olarak kullanilan DsRed-Monomer-Mem ile transfekte edilmistir.
Yapmis oldugumuz deneyin kontrol grubunda VSV-G-GFP; deneyin baslangicinda ER’a
lokalize olmus daha sonra zamanla vezikiillere ayrilarak hiicre membranina dogru hareket
etmistir (Sekil 26, sol panel). Bu VSV-G deney sisteminin bizim arastirma sartlarimizda etkin
bir sekilde calistigin1 gostermektedir. Ric-8B geninin eksprese edilmesi VSV-G-GFP’nin
dagiliminda belirgin bir degisiklik yapmamustir. Buda Ric-8B’nin Golgi yapisin1 korusa bile
Golgi fonksiyonlarimi etkilemedigi sonucunu gostermektedir. Ancak Golgi orgenelinin
kullandig1 bir ¢ok kargo transport sistemi vardir ve tek basmma VSV-G sistemininin
etkilenmemis olmas1 Golgi organel fonksiyonlarinin tamamu ile Ric-8B’den etkilenmedigini
gostermez (Malhotra, 2013). Bu nedenle Ric-8B’nin farkli kargo transport sistemlerle olan
etkilesimininde incelenmesi gerekmektedir.

Sonug olarak, G-protein sistemini regiile eden yardimci proteinlerden biri olan Ric-8B
proteini, BAF aracili Golgi vezikiilasyonunu onlemekte ancak VSV-G-GFP aracili Golgi
kargo transport sistemini etkilememektedir. Golgi organelinin Ric-8B ekspresyonundan
etkileniyor olmasi iki agidan O6nemli olabilir; Alzheimer ve Parkinson gibi Golgi organel
vezikiilasyonu ile iligkilendirilen nérodejeneratif hastaliklarin patogenezlerinin anlagilmasi ve
uygun tedavi metodlarinin belirlenmesinde etkisi olabilir ve G-proteinlerin Golgi organeli

iizerindeki etkilerinin anlasilmasinda fayda saglayabilir.
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