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1. TURKCE OZET

KONSTITUTIF AKTiF VAZOPRESSIN 2 RESEPTOR MUTANTLARININ, HUCRE
ICi VE HUCRE MEMBRANINDAKI HAREKETLERININ B-ARRESTIN1 VE -
ARRESTIN2 EKSPRESYONU iLE DEGIiSiMININ INCELENMESI

Vazopressin-2 reseptorinde (V2R) gorilen nokta mutasyonlar: nefrojenik diabetes insipidus
(NDI) ve nefrojenik uygunsuz antiditrezis sendromu (NSIAD) adi verilen iki ayr1 klinik
tabloya sebep olmaktadir. Reseptorde fonksiyon kaybina sebep olan mutasyonlar, klinik olarak
arjinin-vazopressin (AVP)’e duyarsizlik ve hipernatremi ile seyreden NDI’ye sebep olurken,
reseptoriin  spontan aktivite kazanmasina sebep olan mutasyonlar klinik olarak oligri,
hiponatremi ile seyreden NSIAD’ye sebep olmaktadir. NSIAD’ye neden olan V2R
mutasyonlari, yapisal olarak aktif iki farkli fenotip olusturmaktadir. Birinci tip, V2R-137
(R137L, R137C gibi) bolgesindeki mutasyonlardan kaynaklanan, agonistlere zay1f yanit veren
ve invers agonistlere direncli mutasyonlardir. Ikinci tip ise reseptdr molekiiliiniin cesitli
yerlerinde olusan (F229V, I130N L3128 gibi), agonistlere yanit verebilen ve invers agonistlere
duyarli, konstitiitif aktivite gdsteren mutasyonlardir. Caligmamiz kapsaminda inceledigimiz
R137L R137H ve F229V V2R mutasyonlarindan R137H, NDI’ya sebep olurken F229V ve
RI137L NSIAD’ye sebep olmaktadir. Reseptoriin ayni bolgesinde goriilen mutasyonlarin
birbirine zit klinik tablolar olusturmasi ve konstitiitif aktif mutantlardan sadece bazilarinin
invers agonistlere yanit vermesi, sz konusu mutasyonlarin reseptoriin molekiiler isleyisi
Uzerindeki etkilerinin yeterli dizeyde anlasiimadigini gostermektedir. Bu nedenle, bu
mutantlarin transdiiserler, yani Gs ve -arrestinler ile olan etkilesmelerinin ve hiicresel
trafiklerinin 1yi karakterize edilmesine gereksinim vardir. Bu karakterizasyon, tedavi stratejileri
gelistirmek bakimindan énemlidir.

Calismamizin amaglart su sekilde siralanabilir: 1) V2R mutasyonlariin, p-arrestin
etkilesimlerinde B-arrestinl/2 segiciligi gosterip gostermedigini incelemek, 2) Reseptorde
gorillen mutasyonlarin reseptoriin  hiicresel trafigi {izerindeki etkisini belirlemek, 3)
Mutasyonlarin reseptoriin hiicre zarindaki lateral mobilitesine olan etkisini incelemek ve 4)
NSIAD’ye sebep olan mutant reseptdrlerde gorulen konstitlitif cAMP sinyaline Gs proteini ve
B-arrestinl/2’nin katkisini incelemek.

Bu amaglar dogrultusunda B-arrestinleri kalic olarak silinmis MEF hiicrelerine $-arrestinl veya
B-arrestin2 ayr1 ayr1 eksprese ettirilmis ve ayni1 hiicrelere WT V2R veya R137L, R137H, F229V

mutant V2R’ler eksprese ettirilerek mutant reseptorlerin B-arrestin etkilesimlerinde [-



arrestinl/2 seciciligi gosterip gostermedigi incelenmistir. Konfokal mikroskop goriintiilerinden
reseptor P-arrestinl/2 lokalizasyonlarinin birlikteligi hesaplanmistir. Bu incelemelerde
ozellikle R137 mutant reseptorlerin B-arrestin2  birlikteliklerinin ~ arttigi, spontan
etkilesimlerinde B-arrestin2 seciciligi gosterdikleri ve B-arrestin2 varliginda hiicre i¢inde biiytlik
vezikiiler yapilara sekestre olduklar1 gdézlenmistir. Hiicre i¢i organellerden Golgi, ER ve
lizozom selektif markerlar ile isaretlenmis ve reseptorlerin bu organeller ile olan
lokalizasyonlar1 hesaplanmistir. Biitiin mutant reseptorlerin B-arrestin KO (knock-out) hticre
serilerinde ER lokalizasyonlarinin WT’ye kiyasla arttigi ve B-arrestin ekspresyonunun bu
lokalizasyon artisi lizerine bir etkisi olmadig1 izlenmistir. Reseptorlerin Golgi lokalizasyonlari
incelendiginde, R137 mutantlarinda B-arrestin ekspresyonu ile Golgi lokalizasyonlarinin
WT’ye kiyasla arttigi goézlenmektedir. Lizozom lokalizasyonlar1 incelendiginde ise R137
mutantlarinda daha bariz olmakla birlikte B-arrestin2 ekspresyonunun bitiin mutantlarda,
WT’ye kiyasla biiyiik bir lokalizasyon artisina sebep oldugu gozlenmistir. Bu artisin
reseptorlerin B-arrestin2 aracili internalizasyonu sonrasi, B-arrestin2’nin R137 mutantlarini
lizozoma taginmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Gs ve B-arrestinl/2’nin hiicre i¢i cAMP yanuti iizerine etkisinin arastirildigi deneylerde cAMP
probu Glosensor F22'yi stabil bir sekilde eksprese eden Gs KO 2B2 ve B-arrestinl/2 KO MEF
hiicreleri kullanilmistir. Gs yoklugunda biitiin reseptorlerde bazal cAMP sinyali birbirlerine
benzer olarak gozlenmis ve AVP, mutant ve WT V2R’lerde gbzlenen bazal cAMP sinyalini
degistirmemistir. NSIAD’ye sebep olan mutant V2R’leri eksprese eden hiicrelerde arttigi
bilinen bazal cAMP yanit1 -arrestin1/2 KO MEF hiicre serilerinde gozlenmeye devam etmis
olup, bu yanitin reseptdr trafiginde izlenen farkliliklarin sonucu degil, mutant reseptoriin

molekiiler 6zelliklerinden kaynaklandigini diistindiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Nefrojenik Uygunsuz ADH sendromu (NSIAD), B-arrestinl/2, V2R,
GPCR, Konstitutif aktif reseptér, R137L V2R



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF CELLULAR TRAFFICKING CONSTITUTIVELY ACTIVE
VASOPRESSIN 2 RECEPTOR MUTANTS IN THE PRESENCE OR ABSENCE OF f3-
ARRESTIN 1 OR B-ARRESTIN 2 EXPRESSION

Point mutations in the vasopressin 2 receptor (V2R) may result in two different clinical
conditions called NDI and NSIAD. Loss-of-function V2R mutations cause nephrogenic
diabetes insipidus (NDI), which is characterized by hypernatremia and insensitivity to AVP,
while gain-of-function mutations cause nephrogenic syndrome of inappropriate antidiuresis
(NSIAD), which leads to oliguria and hyponatremia. NSIAD causing V2R mutations can
generate two different constitutively active phenotypes. The first type result from mutations in
the V2R-137 (such as R137L, R137C) region, which respond poorly to agonists and are
resistant to inverse agonists. The second type results from residue substitutions in several V2R
domains (such as F229V, 1130N L312S), which can respond to agonists, sensitive to inverse
agonists and show constitutive activity. Among the R137L, R137H and F229V V2R mutations
that we examined within the scope of our study, R137H causes NDI, while F229V and R137L
cause NSIAD. The fact that mutations in the same region of the receptor produce opposite
clinical pictures and that only some of the constitutively active mutants respond to inverse
agonists indicate that the effect of these mutations on the receptor functions is not fully
understood. Therefore, the interaction of these mutants with transducers, namely Gs and f-
arrestins, and their cellular trafficking need to be well characterized. This characterization is
important for developing treatment strategies.

The aims of the present study can be listed as follows: 1) To examine whether V2R mutations
show B-arrestin1/2 selectivity in B-arrestin interactions, 2) To determine the effect of mutations
in receptor’s cellular trafficking, 3) To examine the effect of mutations on the lateral mobility
of the receptor in the cell membrane, and 4) To examine the contribution of Gs protein and -
arrestin1/2 to the constitutive CAMP signal seen in mutant receptors causing NSIAD.

For this purpose, B-arrestinl or B-arrestin2 was expressed separately in MEF cells whose f3-
arrestins were permanently deleted. Then, each one of the V2R variants, i.e., WT V2R, R137L,
R137H or F229V was expressed either in B-arrestinl or B-arrestin2 expressing cells. These
configurations gave us the opportunity to test f-arrestin1/2 selectivity of these receptor variants.
The correlation between cellular localizations of receptor and -arrestin 1/2 was calculated from
confocal microscopic images, as an indicator of co-localization of these proteins. We observed

that spontaneous co-localization of R137 mutants with -arrestins was selectively high for B-



arrestin2 compared to WT. The latter assemblies were sequestered into large intracellular
vesicles. The intracellular organelles, Golgi, ER and lysosome were labeled with selective
markers and the localization of the receptors in these organelles was calculated. ER
localizations of all mutant receptors were found to be increased in B-arrestin KO cell lines
compared to WT. B-Arrestin expression did not change this localization pattern. However,
Golgi localizations of the R137 mutants were found to be increased with B-arrestin expression
compared to WT. Likewise, lysosome localizations of all the receptor mutants were observed
to be increased (more pronounced for R137 mutants) with B-arrestin2 expression. The latter
effect suggests that B-arrestin2 drives the R137 mutants to lysosome after B-arrestin2-mediated
receptor internalization.

Contribution of Gs and p-arrestinl/2 to the receptor-mediated cAMP production was
investigated in Gs KO 2B2 and B-arrestinl/2 KO MEF cells stably expressing the cAMP probe
Glosensor F22 and a receptor variant. In the absence of Gs, basal cCAMP accumulation was the
same for all receptor variants, and AVP did not produce any response. In the presence of Gs,
expression of those mutants that are known to cause NSIAD increased basal cAMP
accumulation even in the absence of B-arrestinl/2 expression. The latter observation suggests
that basal CAMP response is due to the molecular properties of the mutant receptors, but not to

the differences in their trafficking.

Key Words: Nephrogenic Inappropriate ADH syndrome (NSIAD), p-arrestinl/2, V2R, GPCR,
Constitutive active receptor, R137L V2R



3. GIRIS VE AMAC

Reseptorler hucreler-arast ve hiicre i¢i sinyal iletimine aracilik eden proteinlerdir. Hiicre
disindan gelen uyarilar membranda veya sitoplazmada bulunan reseptdrler araciligi ile hiicre
ici sinyal yolaklarin1 aktive ederler. Bu uyarilar boliinme, farklilasma gibi biitiin hiicrelerde
ortak olan yolaklari etkileyebilecegi gibi hiicrelerin yapmak tizere 6zellestikleri kas kasilmasi,
hormon salgis1 gibi daha spesifik sinyal yolaklarinin aktivitelerini de duzenleyebilirler.

Hiicre membraninda bulunan reseptorler, sinyal iletiminde kullandiklart mekanizmalara gore G
proteinlerine kenetli reseptorler (GPKR), iyon kanali yapisindaki reseptorler, tirozin-Kinaz
aktivitesi gosteren reseptorler gibi cesitli gruplara ayrilir. GPKR’ler membran1 7 kez kateden
integral membran proteinleridir. N6rotransmiterler, hormonlar, otakoidler, 151k, koku gibi genis
bir uyar1 yelpazesinin etkisine aracilik ederler (1). GPKR’nin ¢alisma mekanizmasinin
aydinlatildig1 yillarda bir tip reseptoriin bir gesit G proteini ile etkilestigi diistiniilmiis ve bu
reseptorler, etkilestikleri G proteini tipine gore Gs’ye, Gi’ye, Gq’ya ya da G12’ye kenetli
reseptorler olarak siniflandirilmistir. Sonraki yillarda yapilan ¢aligmalar aynt GPKR ’nin birden
fazla G proteini ile etkilesebildigini (2), ayrica bu reseptorlerin G proteinlerinin yani sira f3-
arrestinler gibi bagka araci proteinlere de kenetlenebildigini gostermistir (3).

B-arrestinler hemen hemen tiim GPKR’lerin sinyal iletiminde gorevli adaptor proteinlerdir. Bu
proteinler ilk olarak GPKR’lerin duyarsizlastirilmasindaki rolleriyle ©one ¢ikmislardir.
Reseptore baglanarak reseptor-G proteini etkilesimini ve dolayisiyla bu etkilesimden dogan
sinyali sustururlar. Ayn1 zamanda bagl olduklar: reseptorlerin klatrin kapli vezikiiller i¢inde
hiicre i¢ine alinmalarina aracilik ederler. GPKR’lerde goriilen mutasyonlar G proteini aracili
sinyali degistirebildigi gibi B-arrestin etkilesimini de degistirebilmektedir. Bu nedenle GPKR
sinyal iletiminde B-arrestinlerin roliiniin aydinlatilmasi 6nem tagimaktadir.

Bu ¢alismada, resepttrde goriilen mutasyonlarda farkli B-arrestin alt tiplerinin hiicre igi reseptor
dagilimina etkisini incelemek amaciyla bir GPKR olan vazopressin-2 reseptort (V2R) ve V2R
mutantlar1 kullanilmistir. V2R, Gs kenetli bir reseptordiir ve fizyolojik kosullarda ligandi olan
antididretik hormonun (ADH, arjinin-vazopressin (AVP)) reseptore baglanmasi ile aktive
olarak hiicre ici cAMP artisina sebep olur. Artan cAMP, protein kinaz A’y1 aktive ederek su
kanallarmin (AQP2, aquaporin 2) fosforilasyonuna neden olur. Bu fosforilasyon, ilgili
hiicrelerde AQP2’nin luminal hiicre zarina translokasyonuna yol agarak, hiicre zarinin suya
gecirgenlik kazanmasmi ve bu sayede suyun geri emilimini artirarak idrarin konsantre
edilmesini saglar (4). V2R’de goriilen mutasyonlar birbirine zit iki ayr1 klinik tabloya sebep
olmaktadir: Genetik kokenli nefrojenik diabetes insipitus (NDI) ve nefrojenik uygunsuz

antiditirezis sendromu (NSIAD). NDI’ya sebep olan mutasyonlar reseptorin ADH’ye



duyarsizlasmasina, bu nedenle su geri emiliminin azalmasina ve hipernatremiye sebep
olmaktadir (5). NSIAD’ye sebep olan V2R mutasyonlar ise, ADH uyarisi olmaksizin
reseptoriin hicre igine sinyal goéndermesine yol agarlar. Yani bu mutasyonlar: tasiyan
reseptorler ortamda ADH bulunmadigi durumlarda bile sanki ADH ile uyarilmis gibi
davranirlar. Bagka bir deyisle yapisal olarak aktiftirler. Bunun sonucu olarak bu mutasyonlari
tasiyan bireylerde bobrekten su geri emilimi artarken, oligiiri, hiponatremi ve buna bagli olarak
gelisen klinik belirtiler goriillmektedir (6).

V2R reseptoriinde, soz konusu patolojilere yol agtigr bilinen mutasyonlar ikiye ayrilmistir.
Birinci tip, reseptor molekiiliiniin ¢esitli yerlerinde olusan (F229V, 1130N L312S gibi), hiicre
zarmdaki ekspresyonlar1 normal diizeyde olan, agonistlere yanit verebilen ve invers agonistlere
duyarli, konstitiitif aktivite gdsteren mutasyonlardir. Ikinci tip ise tim G proteinlerine kenetli
reseptorlerin 3. heliksinin sitoplazmik ucunda bulunan (E/)DRY(/H) motifindeki V2R-137-
Arginin yerine Leu (l6sin), Cys (sistein) ya da His (histidin) gelmesiyle olusan, V2R-reseptor
agonistlerine zay1f yanit veren, ama tolvaptan gibi invers agonistlere direncli konstitutif aktivite
gosteren, hiicre zarindaki ekspresyonlart goreli olarak azalmis mutasyonlardir (7). Bu
reseptorlerde gorilen ligand yanitsizligini agiklamak iizere ¢esitli teoriler ortaya atilmustir,
ancak literattirde bu konu heniiz tutarli bir bigimde ¢oziilememistir. Dolayisiyla, burada sunulan
calisgmamizin amaglarindan biri NDI ve NSIAD’ye sebep olan nokta mutasyonlarinin hiicre ici
sinyal iletimi bakimindan fonksiyonel 6zelliklerini aydinlatmaya yoneliktir.

Calismamizda incelemek (izere reseptor fonksiyonunu arttiran ve NSIAD ye sebep olan R137L,
F229V V2R mutantlar1 ve reseptor fonksiyonunu azaltarak NDI’ya sebep olan R137H V2R
mutanti se¢ilmistir. Bu mutantlar R137 bélgesinde goriilen mutasyonlarin iki farkli patolojik
fenotipe yol agmasi ve ayrica segtigimiz NSIAD’ye sebep olan mutantlardan (F229V, R137L)
sadece F229V’nin aktivitesinin invers agonistlerle inhibe edilebilmesi nedeni ile s6z konusu
mutantlarin birbirinden ve yaban tip (WT) V2R’den farkli olan sinyal repertuvarini aydinlatmak
Uzere secilmistir. Caligmamizin ilk asamasinda bu mutantlarin (R137H, R137L, F229V) f-
arrestinl ve B-arrestin2 etkilesimleri agisindan farkliliklar1 incelenmistir. Ardindan reseptorin
ribozomal sentezinden sonra hicre iginde hangi olusumlar igine tasindigi ve konstitutif aktif
reseptor mutantlarinin spontan endositozu sonrasi hangi yapilara tasindigi belirlenmistir.
Sonrasinda NSIAD’ye sebep olan mutant reseptorlerde goriilen konstitiitif cAMP sinyaline Gs
proteini ve B-arrestinl/2’nin katkis1 incelenmis ve mutant reseptorlerin hiicre zarindaki lateral
mobilitesi WT reseptorle karsilastirmali olarak ol¢lilmiistiir. Bu amagla bir fotokonvertibl
floresans protein olan dendra ile genetik olarak isaretlenmis WT ve mutant reseptor
konstraktlarin1 ve yesil floresans proteinle (rGFP) ayni sekilde isaretlenmis B-arrestinl/2

konstraktlarin1 ¢esitli kombinasyonlarda ya da ayr1 ayri eksprese eden hiicre klonlari



kullanilmistir. Bu hicrelerde V2R mutantlarinin lateral mobilitesi FRAP (Flourescent
Recovery After Photobleaching) teknigi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu deneylerin
sonuglar1 iki boyutlu diflizyon modeline gore analiz edilmis, buradan elde edilen diflizyon
katsayilar1 reseptorlerin lateral mobilitelerinin bir 6lclsu olarak kullanilmistir.

Degisik vezikiiler yapilara (endozom, eksozom, lizozom, erken endozom gibi) proteinlerin,
ozellikle de sinyal proteinlerinin sekestre olmalar1 farkli sinyaller ve mekanizmalar araciligiyla
gerceklesmektedir. Bu nedenle V2R reseptoriindeki bir nokta mutasyonunun bu reseptoriin
nerelere tasinmasina yol acgtigini belirlemek, reseptoriin trafigi acisindan 6nemli bilgiler
tasimaktadir. Yaptigimiz ¢alismalarda bu ayrimi yapmak igin lizozom, endoplazmik retikulum
(ER), Golgi gibi hiicresel yapilar, spesifik floresans markerlar kullanilarak isaretlenmis, bu
markerlarin reseptore bagli olan floresans dendra proteini ile kolokalizasyonu konfokal

mikroskop verilerinde degerlendirilmistir.



4. GENEL BILGILER

Hormonlar ve diger hiicre dis1 sinyal molekiilleri, hedef hiicreleri {izerindeki etkilerini bu
hiicrelerin plazma zarlarinda bulunan reseptorlerle etkileserek gosterirler. Hiicre dis1 sinyalin
reseptoOr araciligi ile plazma zarindan hiicre i¢ine iletilmesi, en temel hiicresel fonksiyonlardan
biridir. Bu siirece aracilik eden membran reseptorleri, sinyal iletiminde kullandiklar
mekanizmalara gore G proteinlerine kenetli reseptorler (GPKR), iyon kanali yapisindaki
reseptorler, tirozin-kinaz aktivitesi goOsteren reseptorler gibi ¢esitli gruplara ayrilir.
Organizmada en yaygin olarak kullanilan GPKR aracili sinyal iletim sistemidir. GPKR’ler
hiicre membranin1 7 kez gegen ve 7 heliks yapidan olusan integral membran proteinleridir.
Insan genomunda yaklasik 800 farkli gen tarafindan kodlanan GPKR’ler bilinen en genis sinyal
proteini ailelerinden birini olusturmaktadir (8). Insan viicudundaki hemen hemen biitiin
fizyolojik siireglere aracilik eden GPKR’lerin sinyal yolaklarindaki aksakliklar pek ¢ok
hastalifin etyopatogenezinde rol oynamaktadir. Bu ozellikleri ve farmakolojik olarak
hedeflenebilir olmalar1 nedeniyle GPKR’ler ilag arastirmalarinda iizerinde en ¢ok calisilan
biyolojik hedefler olmustur ve bugiin icin FDA tarafindan onaylanmis ilaglarin %35°1

GPKR’ler tlizerinden etki gostermektedir (9).
G PROTEINI ARACILI SINYAL ILETIMi

Reseptoriin nasil aktive oldugu molekiiler diizeyde kesin olarak bilinmemekle birlikte reseptor
aracili sinyal iletimini agiklamak i¢in ortaya konmus bircok model bulunmaktadir. Bunlardan
GPKR aracili ile sinyal iletiminde yaygin olarak kabul géren “Ucli-kompleks™ modeline gore,
sinyal iletiminde gorev alan; ligand, reseptor ve G-proteini olmak iizere 3 temel bilesen vardir.
Bu modele gore, ligand baglanma bdlgesi ve G proteini baglanma bolgesi olmak {izere
reseptoriin iki baglanma bolgesi bulunmaktadir. Model, reseptoriin dort farkli durumda
bulunabilecegini varsayar; inaktif form (R), G proteinine kenetli form (RG), agoniste bagli form
(AR) ve hem agonist hem G proteiniyle kenetli form (ARG). Bu modelde reseptériin G
proteiniyle kenetli formu aktif kabul edilir. Yani spontan olarak olusan reseptor-G proteini
kompleksi (RG) ve agonist baglanmasi ile olusan ARG kompleksi reseptoriin aktif formlaridir.
Reseptoriin G proteiniyle bagli olmayan formlari ise inaktif formlaridir (10). Bazal kosullar
altinda reseptdriin bu iki formu birbirleri ile denge i¢inde bulunmaktadir (Sekil 2.1). Bu denge
nedeni ile ligand uyarisi olmadigi durumlarda bile hiicre igine belirli bir oranda sinyal iletimi
olmaktadir. Bazal aktivite olarak tanmimlanan bu sinyalin biiyiikliigii reseptor tiiriine,
miktarlarma ve bulunduklari dokuya gore degisiklik gosterebilir. Ucli kompleks modeli

yayinlandig1 giinden bugiine kadar GPKR aracili sinyal iletimi ile ilgili yapilan ¢aligmalarin



aciklanmasinda temel model olarak kullanilmistir. Model, zaman i¢inde ¢alismalardan elde
edilen gesitli verileri agiklamak i¢in modifiye edilmis ve genisletilmis ve kiibik tU¢li kompleks

modeli gibi ¢esitli tiirevleri olusturulmustur (11).

Ks
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Sekil 2.1 Basit tiglii kompleks modeli

GPKR’lar hiicre i¢i sinyal iletimini G proteini gibi reseptore kenetlenebilen proteinler araciligi
ile gerceklestirirler. G-proteini, alfa (Ga), beta (GB) ve gama (Gy) alt birimlerini igeren bir
heterotrimerdir. Icerdikleri a-alt birimlerine gére Gs, Gi, Gq ve G12 olmak (izere dért ana siifa
ayrilirlar. Gs proteini adenilat siklaz enzimini aktive ederek hiicre i¢ci CAMP sentezinin
artmasina, Gi adenilat siklaz inhibisyonu yaparak hiicre i¢ci cAMP miktarinin azalmasina, Gq
fosfolipaz C enzimini aktive ederek inositol-3-fosfat ve diagilgliserol olusumuna neden olur.
G12 ise, Rho ailesinin monomerik GTPaz’larin1 aktive ederek etki gosterir (12).

GPKR aktif formunu aldiginda, reseptoriin hiicre i¢cine bakan yilizeyinde G proteini baglanma
bolgeleri agiga ¢ikar. Bu baglanma, GDP baglhi G proteininde GDP-GTP degisimi ile
sonuglanir. Bu niikleotid degisimi neticesinde G proteini a alt birimi ile By alt birimi birbirinden
ayrilir ve hiicre i¢inde farkli sinyal yolaklarinin aktive edilmesine neden olur. Boylece G-
proteinleri reseptorden aldiklart sinyali kenetli olduklar1 efektor proteinlere aktarirlar. o alt
birimi efektdr proteini adenilat siklaz ve fosfolipaz C enzimini kullanirken By dimerleri GPKR
kinazlarin (GRK) membrana getirilmesinde, G proteinine-bagimli igeri dogrultucu potasyum
kanallarmin (GIRK), voltaja-bagimli kalsiyum kanallarmin regiilasyonunda rol oynarlar.
Sinyal, Ga alt birimine bagli GTP’nin, proteinin kendine ait GTPaz aktivitesi ile GDP’ye

hidroliz olmasi ve -By alt birimleri ile yeniden birlesmesiyle sonlandirilir (13).
GPKR SENTEZI VE MEMBRANA TASINMASI

GPKR’ler diger butun proteinler gibi ribozomda sentezlenirler. Reseptérin fonksiyon

gosterebilmesi igin sentezden sonra proteinin fonksiyonel t¢ boyutlu formunu kazanmasi ve



plazma zarma taginmasi gerekir. Reseptorler gibi plazma zarina taginacak proteinler ribozom-
protein kompleksindeki sentez asamasi bitmeden sinyal tanima partikili (SRP) adi verilen
isaretleyiciler ile endoplazmik retikulum (ER) yiizeyine taginirlar. SRP’nin yeni sentezlenmis
protein-ribozom kompleksine baglanmasi i¢in protein tizerinde 6-12 hidrofobik kalint1 uzantisi
iceren 16-30 amino asitten olusan bir sinyal paterninin olmasi1 gerekir (14). SRP-ribozom
kompleksinin ER zari ile birlesmesi, reseptor sentezini yeniden baslatir. Bu birlesme SRP’nin
ER zar1 lizerinde bir SRP reseptoriine baglanmasi ile gerceklesir. Bu baglanma sonrasi
sentezlenen reseptoriin hidrofilik kisimlar1 ER liimenine girerken hidrofobik kisimlar1 ER
zarinda yerlesir. Sentezlenen proteinlerin N- glikozilasyonu ER icinde baglatilir. Yalnizca Asn
(asparajin)-X-Ser (serin) veya Asn-X-Thr (treonin) tanima dizisinin pargasi olan ve ER liimeni
icinde bulunan asparajinler ER’de glikozile edilebilir. Disiilfid baglarinin olusumu dahil olmak
tizere diger islemler de ER iginde gerceklesir (14). ER’de sentezlerini takiben, reseptorlerin
biyolojik olarak aktif formlarina doniisebilmeleri i¢in {i¢ boyutlu yapilarini1 kazanmalari gerekir.
Yeni sentezlenen reseptorlerin dogru katlanmalari, ER icerisinde bulunan saperonlar,
saperoninler araciligi ile saglanir. Dogru ii¢ boyutlu yapisina kavusan reseptor, ER
membranindan tomurcuklanan Coat Protein Complex Il (COPII) kapli vezikiiller aracilig ile
Golgi’ye tasinir (15). Vezikiilin Golgi zarina fiizyonu, igeriklerinin Golgi’nin ltimenine
iletilmesi ve yeni sentezlenmis integral zar proteinlerinin Golgi zarlarina translokasyonu ile
sonuglanir. ER’nin aksine Golgi, en az dort ayr1 bolmeden olusur. Her bolme, kendi yerlesik
protein tamamlayicisini igerir. Reseptorler, Golgi sarniglart boyunca vezikiil tomurcuklanmasi
ve flizyon dongiileri ile taginirlar. Bu tasinma boyunca her durakta, spesifik oligosakkarit isleme
adimlar1 gerceklesir. Ornegin, N-bagl oligosakkaritlere N-asetilglukozamin eklenmesi medial
Golgi’de meydana gelirken, trans Golgi’de galaktoz eklenir. Golgi’de meydana gelen,
proteinlerin hiicre i¢indeki hedeflerine tasinmasini saglayan vezikiillere ayrilmasi stireci TGN
(Trans-Golgi-Network) olarak anilmaktadir. TGN, hiicre i¢i kargolarin Golgi araciligi ile
hedeflerine taginmasinda 6nemli rol oynamakla birlikte, ayn1 zamanda endositoz ile hiicre i¢ine
alman molekiillerin de hedeflerine tasinmasina aracilik eder. TGN’den plazma zarina gegis,
yine vezikiil tomurcuklanmasi ve ardindan plazma zarmin i¢ yiizeyine vezikiil fiizyonu yoluyla
gerceklestirilir. Bu durumda vezikiil olusumuna yardimci olan kaplama proteini klatrindir.
Vezikuller igindeki ¢oziiniir proteinler daha sonra hiicrelerden salinirken, reseptorler integral
zar proteinleri gibi plazma zart ile birlesir (16).

Protein katlanmasi fonksiyonel bir molekiil olusturulmasi i¢in gegirilen siireglerin biitiinlinii
kapsar. Bu siireg, dizilimine bagli olarak hem biyolojik hem de fizikokimyasal olaylar1 igerir.
Stire¢ olduk¢a karmasiktir ve bazi durumlarda protein sekansindaki mutasyonlardan

kaynaklanan yanlis katlanmanin 6niine gegilemez ve bir¢ok hastaliga ve 6limcil bozukluklara
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yol acar. Proteinler ER’yi terk etmeden once ER igerisinde bulunan kalite kontrol sistemi
(quality control system) tarafindan kontrol edilir. Proteinlerin diizgiin katlanmadig1 tespit
edilirse ‘katlanmamis protein yaniti (unfolded protein response)’ aktiflestirilerek, diizgiin
katlanmamis proteinler ubikitin ile isaretlenip sitoplazmada bulunan proteozomlarda yikima
gonderilir. Proteinlerin ubikitin ile isaretlenerek degradasyona gonderildigi siirec ERAD (ER-
associated degradation) olarak adlandirilmaktadir (17). Proteinlerin ERAD tarafindan degrade
edilemedigi durumlarda ERLAD (ER-to-lysosomes-associated degradation) adi verilen siireg

aktive olmakta ve proteinler lizozom aracili degradasyona gonderilmektedir (Sekil 2.2) (18).

Dogru katlanmis protein
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Sekil 2.2 Protein sentezi, tasinmasi ve yanls katlanmis protein yaniti

RESEPTOR DESENTIZASYONU

Hiicreler, reseptor sinyalini sonlandirmak ve G proteini aracili sinyal yolaklarmin asirt
aktivasyonundan kaginmak i¢in, reseptorlerin GRK’ler tarafindan fosforilasyonunu ve ardindan
fosforile reseptore B-arrestinlerin baglanarak iceri alinmasini tetikleyen 6zel bir mekanizma
kullanirlar. Burada kullanilan [-arrestinler sitozolik adaptor proteinlerdir. GPKR’lerin
desensitizasyonu ve internalizasyonundan sorumludurlar. Aktif durumdaki reseptorii tantyan
GRKler reseptorii gesitli bolgelerinden, 6zellikle serin/treonin bolgelerinden fosforile ederler.
Bu fosforilasyon paterni B-arrestinler igin sinyal gorevi goriir ve B-arrestinler, reseptériin hem
fosforile C-kuyruguna hem de reseptoriin transmembran boélgesinin merkezine (transmembran
core) baglanir (19). B-arrestin’in reseptore baglandigi transmembran core, G proteini baglama
bolgesi ile Ortiisiir. Reseptore B-arrestin baglanmasi, G proteininin reseptore baglanmasini ve

dolayisiyla reseptor aracili G protein aktivasyonunu engeller (desensitizasyon). Buna ek olarak
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B-arrestinlerin fosforile reseptére baglanmasi onlarin klatrin kapli vezikiiller araciligi ile
internalizasyonuna sebep olur (20). Son on yilda yapilan c¢alismalar, reseptdrlerin
internalizasyonuna aracilik eden P-arrestinlere yardimci partnerlerin  varligin1 ortaya
koymustur. Bunlar; Adaptor protein-2 (AP2), N-etilmaleimide duyarl fiizyon proteini (NSF),
kiicuk G proteini ARF6 (ADP-ribosylation factor 6) ve PI4P kinazlardir (21).

B-arrestin ile kompleks olusturmus GPKR’lerin hiicre i¢indeki giizergahi bu etkilesiminin ne
kadar istikrarli oluguna baghdir. GPKR’lerin sitozolik C-kuyrugundaki serin/treonin
bolgelerinin  fosforilasyon ve ubikitinasyon paternleri GPKR-B-arrestin - kompleksinin
stabilitesinin belirlenmesinde dnemli bir etkendir. GPKR’ler B-arrestin ile olan etkilesimlerinin
giiciine gore iki sinifa ayrilmiglardir. Anjiyotensin II 1a (AT1a) ve vazopressin-2 reseptorleri
(V2R) gibi kiimelenmis fosforilasyon bdlgelerini igeren reseptorler B sinifi GPKR olarak
adlandirilirlar, B-arrestinler ile giicll etkileserek siki kompleksler olustururlar ve endozomlar
icerisinde siirekli (sustained) internalizasyona ugrarlar. B-arrestinler ile uzun siireli etkilesimleri
nedeniyle, B Siifi reseptorlerin hiicre ylizeyine geri doniisii yavastir. A sinifit GPKR’ler ise -
arrestinler ile zay1f etkilesirler, gegici internalizasyona ugrar ve ardindan hizlica plazma zarina
geri donerler (22). Rhodopsin ve B-adrenerjik respetorler A grubu GPKR’nin prototipik
ornekleridir.

Butin GPKR’ler, reseptdrlerin membran ekspresyonunu diizenleyen, adaptif duyarsizlasma
mekanizmasinin ana bilesenleri olan [-arrestin proteinleriyle etkilesebilmektedir. Son
zamanlarda yapilan c¢alismalar [-arrestinlerin, duyarsizlasma mekanizmasindaki temel
gorevlerinin yani sira hiicre igine sinyal ileten “transdlserler” gibi calisabildigini de
gostermistir. Reseptore baglanan B-arrestinlerin sadece sinyalin durdurulmasinda degil, basta
MAPK yolag1 olmak iizere, bazi sinyal yolaklarinda gorev alan proteinler i¢in adaptor gorevi
gorerek G proteinlerinden bagimsiz GPKR yanitlarinda rol oynadiklarini gostermistir (23).
B-arrestinlerin 4 farkli alt tipi bulunmaktadir ancak reseptdr internalizasyonunda rol oynayan
B-arrestinler temel olarak B-arrestinl ve B-arrestin2’dir. B-arrestinl ve 2 proteinlerinin amino
asit sekanslar1 %78 oraninda benzerdir. Ancak B-arrestinl niikleus igerisine girip, spesifik gen
promotorlerinde histon asetilasyonunu kolaylastirarak gen ekspresyonunu diizenleyebilirken,
B-arrestin2’nin GPKR stimiilasyonuna yanit olarak c¢ekirdege hareket etti§ine dair kanit
bulunmamaktadir (24). Ayrica GPKR tipine gore etkilestikleri B-arrestin formunun farkli
olabildigi bilinmektedir. Ornegin, B2AR da oldugu gibi bazi GPKR'lerin internalizasyonuna,
primer olarak B-arrestin2 izoformu aracilik ederken, anjiyotensin II tip 1A reseptdriiniin

(AT1AR) internalizasyona iki B-arrestin formu da esit katki saglamaktadir (25).
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B-arrestin aracili endositoz ile hiicre i¢ine alinan GPKR’lerin hiicresel trafigi ile ilgili
bilgilerimiz sinirlidir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar neticesinde bildiklerimiz su sekildedir:
Reseptoriin hiicre igine alindigi endozom kompleksleri (erken endozom) ya hizlica plazma
membranina geri donmekte, ya da ge¢ endozom kompleksi adi verilen bir komplekse
donismektedir. Bu ge¢ endozom kompleksi ise ya TGN araciligi ile tekrar plazma membranina

geri donmekte ya da lizozom ile birlesip igerigini degrade etmektedir (26) (Sekil 2.3).

Plazma membrani
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Sekil 2.3 B-arrestin aracili reseptor internalizasyonu ve hiicre igi reseptdr trafigi

V2R VE MUTASYONLARININ GPKR SINYALI UZERINE ETKISI

Bu caligmanin konusu olan V2R, bir GPKR’dir ve fizyolojik kosullarda agonisti olan ADH
(AVP) ile uyarildiginda Gs-adenilat siklaz-cCAMP-Protein kinaz A zincirini harekete gegirerek
hiicre i¢ine sinyal iletir. Bu sinyal, bobrek mediiller toplayici kanallarindaki epitel hiicrelerinde
bulunan AQP2’nin fosforilasyonuna neden olur. Bu fosforilasyon, ilgili hiicrelerde AQP2’nin
luminal hiicre zarina translokasyonuna yol agarak, hiicre zarinin suya gecirgenlik kazanmasini
saglar. Boylece, mediiller hiperosmolorite nedeniyle su geri emilimi saglanir ve idrar konsantre
edilir (27). V2R’de goriilen mutasyonlar gesitli klinik tablolara sebep olmaktadir. Bunlardan en
sik goriilenleri reseptorde fonksiyon kaybi ile sonuglanan ve nefrojenik diyabetes insiputus
(NDI)’a sebep olan mutasyonlardir. Bu mutasyonlar reseptoriin ADH’ye duyarsizlagmasina, bu
nedenle su geri emiliminin azalmasina ve hipernatremiye sebep olmaktadir. Konjenital NDI
vakalarinin  9%90°1 V2R’deki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Bugiine kadar NDI
hastalarinda 250'den fazla V2R mutasyonu rapor edilmistir. Fonksiyonel 6zelliklerine ve V2R

biyosentezi Uzerindeki etkilerine gore bu mutasyonlar kabaca 3 gruba ayrilmistir; Tip 1; protein
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ekspresyon bozuklugu, Tip 2; lokalizasyon bozuklugu, Tip 3; fonksiyonel bozukluk. En yaygin
goriilen tip V2R proteininin hiicre i¢i trafiginin bozulmasi nedeniyle goriilen tip 2’dir ve NDI
vakalarinin %70 kadarinda goriiliir (7). Bu tip mutasyona sahip reseptorler dogru katlanamaz
ve proteinin sentezlenmesinden sonra membrana tasinmasina aracilik eden organellerden
birinde (¢ogunlukla ER’de) birikim gdsterirler. Bu nedenle, V2R mutasyonuna bagli gelisen
NDI, genellikle bir katlanma hastaligi olarak adlandirilir. Geri kalan tiplerden tip 1’de
mRNA’dan protein sentezi asamasinda, transkripsiyon veya translasyon defektleri nedeniyle
azalmis veya budanmis (truncated) protein ekspresyonu gozlenirken, tip 3’te ligand baglanma
defektleri, G protein baglanma defektleri ve konstitiitif endositoza bagli fonksiyonel
bozukluklar gozlenir (28)(29). Bununla birlikte, bu siniflandirma basite indirgenmistir ve ¢ogu
V2R mutasyonu kombine bozukluklar icermektedir.

V2R’de goriilen diger bir tip mutasyon ise daha nadir olarak goriilen ve reseptoriin spontan
aktivite kazanmasiyla, yani agonistle uyarilmadigi halde reseptoriin sinyal (retmesiyle,
sonuglanan nokta mutasyonlaridir. Bu mutasyonlar nefrojenik uygunsuz antiditirez sendromu
(NSIAD, Nephrogenic Syndrome of Inappropriate Antidiuresis) olarak adlandirilan bir klinik
tabloya yol agmaktadir. Hastalarda, kan ADH diizeyi ¢ok diisiik olmasina ragmen reseptor sanki
ADH ile uyarilmis gibi hiicre i¢i sinyal yolaklarini aktiflestirmektedir. Sonug olarak bobrekten
su geri emilimi artarken, hastalarda oligiiri, hiponatremi ve buna bagl klinik semptomlar
gorilmektedir. NSIAD ilk olarak 2005 yilinda 2.5 ve 3 aylik akraba olmayan 2 ayri bebekte
tespit edilmistir. Klinik prezantasyonlar1 kandaki ADH diizeyinin fazlaligini diisiindiiren ancak
kan ADH diizeyleri normal olan bu hastalarin DNA’lar1 izole edilmis ve V2R geni AVPR2’de
mutasyonlar tespit edilmistir. ki hastada da AVPR2'nin kodon 137'sinde mutasyon gdzlenmis,
bir hastada kodon 137'de (R137C) arginin-sistein degisimi gozlenirken diger hastada, kodon
137'de (R137L) arginin-16sin degisimi gézlenmistir (6). Daha sonrasinda yapilan arastirmalar
sayesinde, reseptor bazal aktivitesinde artisa sebep olan NSIAD mutasyonlarina V2R ’nin farkli
bolgelerinde de rastlanmistir. Ornegin reseptdriin besinci heliksinin sitoplazmik ucundaki
F229V (30), uciinct heliksdeki 1130N (31) ve yedinci heliksdeki L312S (32) mutasyonlari da
NSIAD fenotipiyle sonuglanmaktadir. NSIAD mutasyonlari, biyolojik ve farmakolojik
ozelliklerine gore iki farkli fonksiyonel gruba ayrilabilir. ilk grubu kodon 137 bolgesinde
gorulen mutasyonlar olusturmaktadir. Bu mutant reseptorler, azalmis membran ekspresyonu,
azalmig AVP yaniti, konstitiitif B-arrestin2 etkilesimi ve orta derecede artmis bazal CAMP
sinyal Uretimiyle karakterizedir. Bu mutantlarda gozlenen artmis bazal CAMP sinyalinin,
tolvaptan gibi invers agonistlere duyarli olmamasi bu grubun en dikkat ¢ekici 6zelligidir (33).
Ikinci grubu ise F229V, I130N ve L312S gibi reseptdriin cesitli bolgelerinde goriilen

mutasyonlar olusturmaktadir. Bu mutantlarin membran ekspresyonlar1 yaban tip (WT)
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V2R’den farkli bulunmamaktadir. Ayrica bu mutantlar B-arrestin2 etkilesimi bakimindan
konstitiitif aktivite gostermemektedir. Buna karsilik bazal cAMP sinyaline bakildiginda ytksek
diizeyli ve tolvaptana duyarl bir konstitiitif aktiviteye sahiptirler.

V2R’deki 137. pozisyondaki arginin, biitiin G proteinlerine kenetli reseptorlerde korunmus olan
ve reseptor aktivasyon mekanizmasinda 6nemli rolii oldugu bilinen DRY (aspartat-arginin-
tirozin) motifinin bir pargasidir (34). 137. pozisyonda saptanan baska bir dogal mutasyon olan
R137H, NSIAD’den farkli olarak reseptorde fonksiyon kaybiyla sonuglanmakta ve NDI’ya
sebep olmaktadir. R137H mutant reseptorin AVP’ye baglanma afinitesi WT’ye benzer
olmasina ragmen Gs/adenilat siklaz sistemini uyaramamaktadir (35). Bu mutant ayn1 bolgede
goriilen R137L/C mutasyonlar1 gibi agonistten bagimsiz, f-arrestin aracili desensitizasyon ve
internalizasyona ugramaktadir (36). Yine R137L/C mutantlar1 gibi membran ekspresyonunun
az oldugu bilinmektedir. R137H mutasyonunda goriilen azalmis membran ekspresyonu hem [3-
arrestin aracili endositozdan hem de yanlis katlanmis proteinlerin ER'de birikmesinden
(Trapped) kaynaklandig: diisiiniilmektedir (7). Ayn1 pozisyondaki bir nokta mutasyonu, orijinal
aminoasidin yerine gelen aminoaside bagli olarak, fonksiyon artist ya da kaybiyla
sonuglanabilmektedir ve bu durum V2R’de goriilen bu mutasyonlari, sinyal iletimi
caligmalarinda arastirmak i¢in ilging kilmaktadir.

Calismamiz kapsaminda inceledigimiz R137H, R137L ve F229V V2R mutantlarinin iki farklh
patolojik fenotipe yol agtigi bilinmektedir: Reseptor fonksiyonunu artiranlar (R137L, F229V)
ve azaltanlar (R137H). Birinci grup mutasyon, fenotipik olarak NSIAD’ye, ikinci grup ise
NDTI’ya yol agmaktadir. Ancak bu mutantlar molekiler diizeyde incelendiklerinde, R137H,
R137L mutantlarinin hiicre i¢i B-arrestin tiirleriyle etkilesmek bakimindan konstitiitif aktiviteye
sahip olduklar1 goriilmekte, F229V mutantinda ise bu konstitiitif aktivite goriilmemektedir.
Bagka bir deyisle, molekiiler fenotip ile klinik fenotip tutarsiz olabilmektedir. Reseptoriin ayni
bolgesinde goriilen mutasyonlarin birbirine zit klinik tablolar olusturmasi ve konstitiitif aktif
mutantlardan sadece bazilarinin invers agonistlere yanit vermesi, s6z konusu mutasyonlarin
reseptoriin molekiiler isleyisi tizerindeki etkilerini 1y1 ya da yeterli diizeyde anlayamadigimiza
isaret etmektedir. Bu nedenle, bu mutantlarin transdiiserler, yani Gs ve B-arrestinler ile olan
etkilesmelerinin, hiicre i¢i ve membran trafiklerinin iyi karakterize edilmesine gereksinim
vardir. Bu karakterizasyon, tedavi stratejilerini gelistirmek ve belirlemek bakimindan hayatidir.
B-arrestinler, reseptor-G protein etkilesimlerini bloke ederek ve resept6r internalizasyonunu
hizlandirarak GPKR'leri duyarsizlastirir (22). Bu nedenle, -arrestin2 ile etkilesimin, reseptor
aracili cAMP sinyalini azaltmasi beklenmektedir. Bununla birlikte, B-arrestinler GPKR
sinyallerini hiicre i¢i MAPK yapi iskelesine baglayan bagimsiz sinyal transdiiksiyon proteinleri

olarak da islev gostermektedir. Bu nedenle, B-arrestin aracili sinyalin aktivasyonu, bu tiir
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mutasyonlarin patolojik etkisine de katkida bulunabilir. Eger Gyleyse, B-arrestinlerin hiicre
cekirdegine girme kabiliyeti farklilik gosterdiginden ve farkli sinyal yollarini
uyarabileceginden, reseptdr aktivasyonunun her iki PB-arrestin izoformu ile etkilesmek
bakimindan farklilik gosterip gostermedigini netlestirmek onemlidir.

Bu tezde sunulan ¢alismalarda yukarida s6z edilen V2R mutantlarinin: 1) iki B-arrestin tipiyle
ve Gs proteiniyle olan etkilesmelerinin, 2) B-arrestin aracili internalizasyonlarinin, 3) ribozomal
sentezinden sonra hiicre i¢inde hangi olusumlar igine tasindiginin ve 4) hiicre zarindaki lateral

mobilitelerinin karsilastirmali olarak degerlendirilmesi amaglanmistir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1 Gereg
5.1.1 Hicre kaltara

Bu proje kapsaminda yapilan deneylerin tiimii kiiltiir hiicrelerinde gergeklestirilmistir. Bu
amagla, laboratuvarimizda halihazirda bulunan B-arrestin1/2 genleri kalici olarak silinmis (KO)
MEF (Mouse Embironal Fibroblast) hiicre klonlar1 kullanilmistir. Kullandigimiz hiicre klonlari
sOyledir: 1) B-arrestin KO MEF, 2) Bu hiicreye rGFP ile fiizyon yapilmis B-arrestinl ve -
arrestin2 ayr1 ayri transfekte edilerek elde edilmis iki B-arrestin klonu, 3) rGFP-B-arrestinleri
eksprese eden hiicrelere, dendra fiizyonu yapilmis WT ya da mutant V2R’yi kalict olarak
transfekte edilmis B-arrestintreseptor klonlarr.

Etiketli reseptorleri ve B-arrestini kalici bir sekilde birlikte eksprese eden hiicreler Puromisin (1
ug/ml) ve higromisin B (100 ug/ml) igeren ortamda Uretilerek secilmistir. Hiicre hatlar1 %10
fotal sigir serumu (FSS), 100 U/ml Penisilin, 100 pg/ml Streptomisin iceren DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) iginde, 37 °C sicaklikta ve %5 CO2’li ortamda
cogaltilmistir.

5.1.2 Kullamlan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve kitler, temin edildikleri firma adlar1 ve katalog

numaralari ile EK 1’°de verilmistir.

5.2 YOntem

5.2.1 Konfokal mikroskopi

Mikroskopik floresans 6l¢iimii igin Leica TSC SPS5 konfokal mikroskopi sistemi kullanilmigtir.
rGFP floresans proteini ile isaretli B-arrestinl/2, ve dendra floresans proteini ile isaretli V2R
konstraktlarini igeren hiicreler deneyden 6nce steril lameller iizerine ekilmis ve hiicre kiiltiirti
kosullarinda inkiibe edilmistir. Hiicreler mikroskop tablasina yerlesen bir banyoya aktarilmis
ve besi yeri 1 ml KRH (NaCl (120 mM), KCI (4.7 mM), CaCl2 (2.2 mM), Hepes (10 mM),
KH2P04 (1.2 mM), MgSO4 (2 mM)) tamponu ile degistirilmistir. Biitiin deneyler canli
hiicrelerde gergeklestirilmistir. Hiicrelerde yesil floresans veren rGFP ve fotokonversiyon
oncesi dendra proteinini gorintilemek igin, hiicreler mikroskopta bulunan argon-ion lazerinin
488 nm ¢izgisi ile uyarilmigtir. Sistemin emisyon 15181 yolu {lizerinde bulunan monokromator

kullanilarak 500-550 nm dalga boyu araliginda 1024x1024 veya 2048x2048 spasyal
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cOziintirliikte 8 bit’lik floresans yogunlugu iceren goriintiiler alinmistir. Dendra proteininin
yesilden kirmizi forma fotokonversiyonu, mikroskobun standart floresans uyarma yoluna
monte edilmis 100 W civa ark lambasinin (Osram, HBO 103w/2 modeli) tam spektrumu
kullanilarak hiicrelerin 10 saniye 1sinlanmasiyla saglanmistir. Kirmizi floresans gorintasi icin
mikroskopta bulunan He-Ne lazerin 543 nm cizgisi ile floroforlar eksite edilmis, 560 nm ve
Uzerindeki dalga boylarindaki emisyon siddeti, yukarida belirtilen ¢O6ziiniirlikklerle

kaydedilmistir.
5.2.2 FRAP deneyleri

FRAP deneyleri, reseptorlerin zardaki lateral difiizyon katsayilarin1 tahmin etmek igin
tasarlanmistir. Bu deneylerde, hiicre zarinin mikroskopun optik aksina dik oldugu konfokal
kesitler sec¢ilmistir. Bu kesitlerdeki yesil floresans, mikroskopa bagli argon iyon lazerinin 488
nm ¢izgisi belirli bir zar bolgesine 100 ms boyunca odaklanarak soldurulmustur. Bu protokolle
saglanan bolgesel (sirkiler) soldurmanin gap1 ortalama 3 pwm olarak 6lgiilmiistiir. Soldurmanin
hemen ardindan, zar goriintiileri yaklasik birer saniye arayla kaydedilmis ve soldurulan bolgeye
floresans dolumu degerlendirilmistir. Bu veriler, deney boyunca olusan spontan floresans
kaybina gore diizeltilmistir. Diizeltilmis veriler iki boyutlu difiizyon modeli temel alinarak

degerlendirilmistir. Iki boyutlu difiizyon denklemi soyledir:

2 2
—v.(DVc)= _D[a_<2:+a_<2:j
ox< oy

o _
ot

Diflizyon katsayist D’yi tek parametre olarak iceren bu tlirevsel denklemin, burada kullanilan

deneysel konfigiirasyon i¢in ¢6ziimii asagidaki gibi verilmektedir (37).

ot 27 27 _(0_2
f(t):e |:IO(TJ+I1(T):| , T—4D

Burada f(t), soldurulmus bolgeden gelen normalize integral floresans, o soldurulmus bdlgenin
yarigapi, D difiizyon katsayisi, In(X) ise
& (<DF (ix\"H

I.(x) =i Hﬁ(ij , i=y-1
seklinde tanimlanan, n’ninci derece modifiye Bessel fonksiyonlar: anlamina gelmektedir. f(t)
icin yukarida verilen ifadeye deneysel skala parametreleri eklendiginde asagidaki fonksiyon
elde edilmektedir:

Fit)=f@®)[F, -F]+F
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Floresans soldurma isleminden hemen sonra ve dolum tamamlandiktan sonra gdzlenen
floresans degerlerini (yani Fo ve Fx) parametre olarak iceren bu fonksiyon,
degerlendirmelerimizde regresyon modeli olarak kullanilmistir.

Yapilan bu analize bir 6rnek Sekil 5.1’de sematize edilmistir. Dogrusal olmayan regresyon

hesaplart MS Excel programi kullanilarak yapilmistir.
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Sekil 5.1 FRAP deneyleri

Sekil A da kirmizi ile belirtilmis veri, arka alandaki floresans yogunlugunun (resimde sar1 daire ile belirtilen
b6lge) zamana bagl degisimini gostermektedir. Sekil A da yesille belirtilen ¢izgi ise soldurulmus alandaki
floresans degisimini gostermektedir. Sekil B ise soldurulmus alandaki floresans degisimi arka alana gore
dizeltildikten sonra elde edilen floresans siddetini gostermektedir. Sekil B’deki diizgiin yesil egri, bu veriden
tahmin edilen regresyon egrisidir. A ve B panellerindeki noktali ¢izgiler soldurma &ncesindeki bolgesel
floresans siddetini gostermektedir. Sagdaki resim, deney boyunca alinan (normalize) goriintii 6rnekleridir.
Goriintiilerin aras1 6 saniyedir ve goriintiiler dnce satir, sonra siitun sirastyla dizilmistir.

5.2.3 Kolokalizasyon hesabi

V2R-dendra, rGFP-B-arrestin kolokalizasyon hesaplari i¢cin 1024x1024 spasyal ¢ozunurlikte 8
bit’lik floresans yogunlugu iceren konfokal goruntiler kullanilmigtir. Dendra proteinin civa ark
lambasi altinda fotokonversiyonu gerceklestirildikten sonra elde edilen goriintiilerde, kirmizi
kanal ile yesil kanal arasindaki uzaysal korelasyon, Pearson korelasyon katsayis1 hesaplanarak
belirlenmistir. Ilgili kanallardaki hiicreler elle secilmis ve korelasyon hesaplar1 her bir hiicre
icin ayr1 ayr1 yapilmistir. Korelasyon katsayilart MATLAB programinda hesaplanmistir.

AVP uyarist sonrasi floresans dagiliminin zamana bagli degisimini incelemek icin yapilan
analizlerde, once WT V2R-B-arrestin lokalizasyonlarini gosteren kirmizi kanal ve yesil kanal
floresans siddetleri birbirlerine kars1 ¢izdirilmis, sonra bu grafiklerde floresans yogunlugu az
olan bolgeler LASX programinda elle segilerek bu verilerden g¢ikarilmigtir. Perintikleer,

periferik ve total korelasyon hesaplar1 i¢in yine ilgili bolgeler LASX programi kullanilarak elle
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secilmistir. Kirmizi ve yesil kanal arasindaki korelasyonu gdsteren Pearson korelasyon
katsayilar1 yukarida belirtilen sekilde segilen verilerden MATLAB programi kullanilarak

hesaplanmustir.
5.2.4 ER-Golgi-lizozom lokalizasyon hesaplari

Hiicreler ilgili markerlar ile isaretlendikten sonra 2048x2048 spasyal ¢oziintirliikte 8 bit’lik
floresans yogunlugu iceren konfokal goriintiiler alinmistir. Sectigimiz markerlar kirmizi
floresans verdiginden V2R-dendra konstraklart UV ile doniistiiriilmemis, yesil kanaldan gelen
B-arrestin ve reseptor sinyalleri ile kirmizi kanaldan gelen ER/Golgi/lizozom sinyalleri
arasindaki uzaysal korelasyon, Pearson korelasyon katsayilar1 hesaplanarak saptanmustir. ilgili
kanallardaki hiicreler elle secilmis ve korelasyon hesaplart her bir hiicre i¢in ayri ayri

yapilmigtir. Korelasyon katsayilart MATLAB programinda hesaplanmastir.
5.2.5 ER-Golgi-lizozom markerlar:

Butlin konfokal goriintiiler canli hiicrede, fiksasyon islemi yapilmadan, oda sicakliginda ve
KRH soliisyonu i¢inde alinmigtir. ER gorintileri, ER boyama kiti (ab139482) kullanilarak ve
bu kitin standart protokolii takip edilerek elde edilmistir. Gorilintiiler boyama sonrasi 20.
dakikada alinmistir. Kirmizi kanaldan alinan ER gériintiileri icin He-Ne lazerin 543 nm ¢izgisi
ile floroforlar eksite edilmis, 560 nm ve iizerindeki dalga boyundaki emisyon siddeti
kaydedilmistir.

Golgi goriintiileri, Golgi boyama kiti (ab269449) kullanilarak ve bu kitin standart protokolii
takip edilerek elde edilmistir. Goriintiiler boyama sonrasi 24. saatte alinmistir. Kirmizi kanaldan
alinan Golgi goriintdleri igin He-Ne lazerin 543 nm cizgisi ile floroforlar eksite edilmis, 560
nm ve (zerindeki dalga boyundaki emisyon siddeti kaydedilmistir.

Lizozom goriintiileri, lizozom boyama kiti (ab112137) kullanilarak ve bu kitin standart
protokolii uygulandiginda elde edilen goriintiilerde kirmizi kanal floresans yogunlugu cok
oldugundan, boyama isleminde protokolde belirtilen konsantrasyonun 1/10’u kullanilarak elde
edilmistir. Goriintiiler boyama sonrasi 30. dakikada alinmigtir. Kirmizi kanaldan alinan lizozom
goruntdleri icin He-Ne lazerin 543 nm ¢izgisi ile floroforlar eksite edilmis, 560 nm ve

Uzerindeki dalga boyundaki emisyon siddeti kaydedilmistir.
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6. BULGULAR

Bu ¢aligmada R137L/R137H/F229V V2R-dendra ve WT V2R-dendra konstraktlarini eksprese
eden MEF hiicre hatlar1 kullanilmistir. Mutant reseptorlerin hiicresel dagilimina B-arrestinlerin
bireysel katkilarini incelemek i¢in B-arrestinleri kalict olarak silinmis (KO) MEF hiicreleri
temel alinmistir. Bu hiicrelerden yola ¢ikilarak elde edilen B-arrestinl-rGFP veya B-arrestin2-
rGFP konstraklarini ayr1 ayri eksprese eden diziler, hem mutant reseptorlerin bu proteinlerle
birlikteligini incelemek, hem de B-arrestinlerin reseptor dagilimi iizerindeki bireysel etkilerini
incelemek icin kullanilmistir. Sonuglar WT reseptOrin hiicresel dagilim paternleri ile
karsilastirilmistir. B-arrestinl/2-V2R birliktelikleri ve lokalizasyonlar1 konfokal mikroskop ile
alinan goriintiller tizerinden korelasyon katsayilar1 hesaplanarak degerlendirilmistir.
Korelasyon katsayilar1  hesaplamalarinda MATLAB  kullanilmistir  ve  korelasyon
katsayilarindaki  artig, incelenen proteinlerin  kolokalizasyonundaki artis  olarak

degerlendirilmistir.

6.1 WT V2R’nin agonist uyarist sonrasi V2R’nin p-arrestinl ve g-arrestin2 ile

birlikteliginin incelenmesi

Calisma kapsaminda kullanilan WT V2R’nin agonist uyarisi sonrasi f-arrestinl veya -
arrestin2 varliginda hiicresel dagilimi Sekil 6.1’de gorilmektedir. WT V2R-dendra ve B-
arrestinl/2-rGFP eksprese eden MEF hucrelerinde, 1 uM AVP uyarisi sonrast V2R-dendra ve
B-arrestinl/2-rGFP’nin hiicre i¢i dagilimi konfokal mikroskopta goriintiilenmistir. AVP
uyarisinin 55 dakika boyunca sebep oldugu degisimler 5 dakikada bir goriintii alinarak
incelenmistir. Reseptoriin hiicresel dagilimindaki degisimi 6zetlemek tizere yalnizca 0. dakika,
15. dakika, 30. dakika ve 45. dakikadaki goriintiiler sekilde gosterilmistir. Sifirinc1 dakikada
sitoplazmada goriinen B-arrestin1/2’nin, AVP uyarisi sonrasi sitoplazmadan hiicre membranina
dogru hareketi goriilmektedir. AVP uyarist sonrast WT reseptorlerin zamanla vezikiler
olusumlar i¢inde hiicre ig¢ine alindig1 (Sekil 6.1 kirmiz1 kanal) ve hiicre i¢indeki reseptorlerin
B-arrestinl ve B-arrestin2 ile birlikteliginin arttig1 alinan kesitlerde gézlenmektedir. Reseptor-
B-arrestinl/2 kolokalizasyonunu gostermek amaciyla WT V2R ve B-arrestinl/2 eksprese eden
hiicrelerde yesil ve kirmizi kanal arasinda Pearson korelasyon katsayis1 hesaplanmis ve kirmizi
kanal ile yesil kanal arasindaki korelasyonun zamana bagli degisimi ve WT V2R ile B-
arrestinl/2’nin hiicresel dagiliminin zamana bagli degisimi Sekil 6.2°de gosterilmistir. Agonist
uyarisi sonrasinda hem reseptoriin  hem de P-arrestinlerin perintkleer bdolgedeki

konsantrasyonlarinin arttig1, buna karsilik membran konsantrasyonlarinin azaldig: ve reseptor-
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Sekil 6.1 1 pM vazopressin uyarist sonrast WT V2R ve B-arrestin dagilimmin zamana baglh degisimi
WT V2R-dendra + B-arrestinl/2-GFP eksprese eden MEF BarrKO hiicrelerinde 1 pM Vazopressin uyarisi

sonrast V2R-dendra ve B-arrestinl/2-rGFP’nin hiicre i¢i dagilimi goriilmektedir. Kirmizi kanal UV ile
doniistiirilmiis V2R-dendray, yesil kanal B-arrestin1/2-rGFP’yi gostermektedir.
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Sekil 6.2 1 pM AVP uyarisi sonrasi floresans dagiliminin zamana bagli degisimi

1uM AVP uyarisi (t=0) sonrast MEF hiicrelerinde dendra isaretli WT V2R (kirmizi kanal) ve rGFP isaretli B-
arrestinl veya B-arrestin2’nin (yesil kanal) hiicresel dagilimimnin zamana bagli degisimi goriilmektedir. Seklin
ilk satirindaki veriler B-arrestin 1, ikinci satirindakiler ise B-arrestin2 eksprese eden hiicrelerden elde edilmistir.
Tum veriler 12-17 bagimsiz deneyin ortalamasidir. Hata ¢izgileri ortalamalarin standart hatasidir.

B-arrestin birlikteliginin 6l¢iisii olan korelasyonlarin zamana bagli olarak arttigi Sekil 6.2°de

g6zlenmektedir.

6.2 WT ve Mutant V2R’lerin B-arrestinl ve B-arrestin2 ile birlikteliginin incelenmesi

Mutant ve WT V2R ’lerin konstitiitif B-arrestin birlikteligi ve bu reseptorlerin hiicresel dagilimi
incelenmis, B-arrestin KO, B-arrestinl veya B-arrestin2 eksprese eden hiicrelerde reseptorlerin
ve B-arrestinlerin hucresel dagilimi Sekil 6.3 ve Sekil 6.4’te gosterilmistir. B-arrestin KO
hiicrelerde mutant reseptorler ile WT reseptor arasinda hiicresel dagilim paterni agisindan bir
fark gozlenmezken, bu hiicrelerde reseptorlerin ¢ogunlukla hiicre yilizeyinde eksprese oldugu
gozlenmistir (Sekil 6.3A). B-arrestinl varliginda R137 mutant V2R igeren hiicrelerde belirgin
olmakla beraber, periniikleer bolgede vezikiiler reseptor birikimleri goézlenmistir (Sekil 6.4).
Ancak bu birikimler reseptorlerin hiicresel dagilimmi WT’ye kiyasla biiyiik o6lglde
degistirmemistir. Buna karsilik B-arrestin2 varliginda R137L ve R137H mutant V2R’lerin
hiicre i¢inde oldugu gozlenmis, bu hiicrelerde neredeyse biitiin reseptorler hiicre igine
alindigindan membran hatlar1 segilememistir (Sekil 6.4). F229V-V2R’de ise B-arrestinl veya
B-arrestin2 varligi hiicresel dagilim paternini degistirmemis, F229V mutant1 ile WT V2R

23



arasinda dagilim paterni agisindan bir fark gézlenmemistir. Mutant reseptorlerin -arrestinl/2
ile olan bazal kolokalizasyonu incelendiginde (Sekil 6.5), R137L ve R137H mutantlarinin f3-
arrestin2 i¢in daha belirgin olmakla birlikte her iki p-arrestin ile olan bazal

kolokalizasyonlarinin WT’ye kiyasla artti§1 gézlenmistir.

Yesil
Kanal

Yesil
Kanal

Sekil 6.3 MEF hiicrelerinde V2R ve B-arrestinlerin hiicresel dagilimi

Sekil A’da B-arrestin KO MEF hiicrelerinde WT ve mutant V2R-dendra’nin hiicresel dagilimi gosterilmistir.
Goriintiiler, temsili hiicre gruplarinin konfokal kesitleridir. Bu hiicrelerden elde edilen floresans sinyalleri
reseptdre eklenmis dendra proteininden gelmektedir. Sekil B’de B-arrestin KO MEF hiicrelerine transfekte
edilmis rGFP isaretli B-arrestin1 veya B-arrestin2'nin hiicresel dagilimi gésterilmistir. Gortintiiler, temsili hiicre
gruplarmin konfokal kesitleridir. Bu hiicrelerden elde edilen floresans sinyalleri B-arrestin’e eklenmis rGFP
proteininden gelmektedir.

6.3 Mutant V2R’lerin B-arrestinl ve B-arrestin2 ile birlikteliginin inverse agonist

varhginda incelenmesi

Genel bilgiler boliimiinde belirtildigi gibi, R137L-V2R mutantinin adenilat siklaz uyarisi ya da
B-arrestin etkilesmesi bakimindan sahip oldugu bazal aktivite invers agonistlere direncli
goriinmektedir. Goreli olarak kisa bir zaman skalasini kapsayan deneylerde saptanan bu
direncin, R137 mutantlarinda g6zlenen bazal -arrestinl/2-reseptor kolokalizasyonundaki artis
geri ¢evirebilmek bakimindan da gecerli olup olmadigi burada sunulan deneylerde
incelenmistir. Bu amagla mutant V2R+p-arrestin1/2 eksprese eden hicreler 24 saat boyunca
V2R inverse agonisti olan tolvaptan (50 nM) ile bekletilmis ve reseptor-p-arrestinl/2 birlikteligi
bu hiicrelerden elde edilen konfokal mikroskop goriintiilerinde degerlendirilmistir. Alinan
gorlntilerin bir 6rnegi Sekil 6.6’da gosterilmistir. Sekil 6.7°de tolvaptan varliginin bazal f3-

arrestinl/2 — V2R kolokalizasyonu iizerine ortalama etkisi sayisal olarak gosterilmistir. Alinan
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Sekil 6.4 B-arrestin1/2 eksprese eden MEF hiicrelerinde WT ve mutant V2R-dendra’nin hiicresel dagilimi

Hiicrelerden almman konfokal kesitlerinin temsili gosterimidir. Goriintiilerden gelen floresans sinyallerinde
kirmizi kanal UV ile donistiiriilmiis V2R-dendra’y1, yesil kanal B-arrestinl/2-rGFP’yi gostermektedir. 1. Sira
B-arrestinl eksprese eden, 2. Sira B-arrestin2 eksprese eden MEF hiicrelerinde WT ve mutant V2R-dendra’nin
hiicresel dagilimini gostermektedir.
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Sekil 6.5 WT/mutant V2R’lerin B-arrestin1/B-arrestin2 kolokalizasyonu

WT VZ2R-dendra ve mutant V2R’lerin B-arrestinl ve fB-arrestin2 ile olan kolokalizasyonlar: (hesaplanan
Pearson korelasyon katsayilar1 cinsinden) bar grafik olarak gosterilmistir. Reseptor varyantlari ayri renk
barlarla kodlanmistir. Her bir hiicre hattinda analiz i¢in kullanilan 6rneklem sayilar grafik iizerinde
belirtilmistir.

konfokal gorintllerinde tolvaptan, reseptérin hiicresel dagilimii degistirmezken, yapilan
kolokalizasyon analizinde tolvaptan varliginin biitin V2R mutantlarinda B-arrestin2- reseptor
kolokalizasyonunu degistirdigi, ozellikle R137H mutantinda bu kolokalizasyonu anlamli
Olgiide azalttigi saptanmistir. B-arrestinl-reseptor kolokalizasyonu degerlendirildiginde ise,
R137L mutantinda biiylik olgiide azalma izlenmis olup, diger reseptdrlerde bir degisim
izlenmemistir. Bu ¢alismanin temelini olusturan ortak ¢aligmamiz kapsaminda Tommaso Costa
ve ekibi tarafindan yapilan deneylerde WT V2R, R137L ve F229V mutant V2R’lerde
konstitiitif p-arrestin2-reseptor etkilesimine tolvaptanin etkisi incelenmistir (40). Bu
calismalardan elde edilen Bioluminescence Resonance Energy Transfer (BRET) sonuglari Sekil
6.8’e eklenmistir. BRET deneylerinden elde edilen sonuglarda tolvaptanin konstitiitif f-
arrestin2-R137L etkilesimi tizerine bir etkisi gozlenmezken, AVP konsantrasyon yanit
egrilerini saga kaydirdig1 gozlenmistir. Bu bulgu, tolvaptan-(AVP)-reseptor etkilesmesinin bu
mutantlarda saglam oldugunu gostermektedir. Ote yandan, BRET deneylerinde tolvaptanin
konstitiitif B-arrestinl V2R etkilesimi {izerine etkisi arastirilmamistir ve bu nedenle
kolokalizasyon analizlerinde gorilen R137L V2R-B-arrestinl lokalizasyonundaki azalmanin
burada da devam edip etmedigi degerlendirilememistir. Aynmi sekilde tolvaptan varhiginda
R137H mutasyonunda gozlenen [-arrestin2-reseptor kolokalizasyondaki azalma, BRET

deneylerinde boyle bir veri olmadigindan Karsilagtirilamamastir.
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Sekil 6.6 \V2R-dendra ve B-arrestin1/2’nin 24 saat 50 nM tolvaptan sonrasi hiicresel dagilimi

R137L-R137H ve F229V mutant V2R-dendra’nin 24 saat 50 nM tolvaptan sonrasi hiicresel dagilimi
goOsterilmistir. 1. Sira B-arrestinl eksprese eden hiicrelerden, 2. Sira B-arrestin2 eksprese eden hiicrelerden
alinan konfokal kesitlerinin temsili gosterimidir. Gelen floresans sinyallerinde kirmizi kanal V2R-dendra’yi,
yesil kanal B-arrestinl/2-rGFP’yi gostermektedir.
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Sekil 6.7 Tolvaptan uygulamasi sonrasi mutant V2R-B-arrestin1/2 kolokalizasyonu

Mutant V2R’lerin 50 nM Tolvaptan uygulamasi sonrasi 24. saatte B-arrestinl ve [-arrestin2 ile olan
kolokalizasyonlar1 sematize edilmistir. Kolokalizasyonu ifade etmek icin konfokal goruntilerinden Pearson
korelasyon katsayisi hesaplanmistir. Her bir hiicre hattinda analiz i¢in kullanilan &rneklem sayisi grafik
iizerinde belirtilmistir.

6.4 Mutant V2R’lerin hiicre i¢i lokalizasyonlarinin belirlenmesi

Reseptorlerin sentezinden itibaren hiicre membranina ¢ikisi, bazal olarak ya da agonist
uyaristyla hiicre icine alinmasi ve ardindan izledigi yol reseptor trafigi olarak
adlandirilmaktadir. Caligmalarimizda R137-V2R mutantlarn 6zellikle B-arrestin2 varliginda
hiicre i¢inde izlenmistir. Ancak R137L ve R137H mutasyonlar1 karsilastirildiginda hiicre i¢i
birikim paternleri arasinda fark gézlenmistir (Sekil 6.4). R137L mutantlarinda hiicre i¢indeki
reseptorler biiyiik vezikiiler birikimler halinde izlenirken R137H mutantlari kiiglik vezikiillerde
gbzlenmistir. Ayni zamanda bu mutantlarin B-arrestinl/2 birliktelikleri arasinda fark
gozlenmistir. Bu reseptor mutasyonlarinin birbirine zit klinik tablolar olusturdugu da dikkate
alinacak olursa reseptorlerin hiicre i¢i sinyal isleme mekanizmalarinda etkilestikleri proteinlerin
birbirinden farkli olmasi beklenebilir. Ancak B-arrestinl/2 birliktelikleri arasindaki fark,
goriilen bu degisimi agiklamada yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle reseptdrlerin hiicre iginde
nereye lokalize olduklarini aydinlatmak, reseptor sinyalleri arasindaki fark: agiklamada 6nemli
bir basamak olarak diistiniilmiistiir. Bu amagla, reseptor trafiginde 6nemli rol oynayan hiicre i¢i
organellerden ER, Golgi ve lizozomdaki reseptor lokalizasyonlar1 incelenmistir. Mutant ve WT
V2R igeren hiicreler ER, Golgi ve lizozom markerlar1 ile isaretlenmis, sonrasinda B-arrestin
KO, B-arrestinl ve B-arrestin2 eksprese eden hucrelerde bu markerlar ile reseptorler arasinda

Pearson korelasyonlar1 hesaplanmigtir.
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Sekil 6.8 Tolvaptanin reseptor-f3-arrestinl/2 etkilesimi tizerindeki etkisi

Ustteki grafik, agonist yoklugunda, rLuc isaretli WT, R137L veya F229V mutant reseptérler ile rGFP-p-
arrestin2 arasindaki bazal etkilesimi (BRET sinyali) artan tolvaptan konsantrasyonuna karsi géstermektedir.
Alttaki paneller reseptdr-p-arrestinl/2 etkilesimleri, 1pM tolvaptan varliginda ve yoklugunda gozlenen AVP
konsantrasyon cevap egrilerini gostermektedir.

6.4.1 Mutant V2R’lerde ER lokalizasyonunun WT ile karsilastirilmasi

MEF htcrelerinde, ER marker: ile hiicre i¢inde bulunan ER goriiniir hale getirilmistir.
Sectigimiz ER marker1 kirmizi floresans verdiginden V2R-dendra konstraklar1 UV ile

doniistiriilmemis, yesil kanaldan gelen B-arrestinl/2 ve reseptor sinyalleri ile kirmizi kanaldan
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Sekil 6.9 MEF hiicrelerinde WT ve mutant V2R’lerin ER lokalizasyon goruntuleri

Goriintiiler, temsili hiicre gruplarinin konfokal kesitleridir. Kesit boyutlari birbirinden farklidir. Gorunttlerden
gelen floresans sinyallerinde kirmizi kanal ER’yi gostermektedir. 1. Satirdaki goriintiiler B-arrestinl/2 KO
hiicrelerden elde edilmis olup, bu hiicrelerde yesil kanal V2R’yi gostermektedir. rGFP ekli B-arrestinl (2. Sira)
gorintilerinden gelen floresans sinyallerinde ise yesil kanal V2R-dendra ve p-arrestinl-rGFP’yi
gOstermektedir.
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Sekil 6.10 B-arrestin2 eksprese eden MEF hiicrelerinde WT ve mutant V2R ’lerin, ER lokalizasyon goriintiileri

Goriintiiler, temsili hiicre gruplarinin konfokal kesitleridir. Kesit boyutlar1 birbirinden farklidir. Goériinttlerden
gelen floresans sinyallerinde kirmizi kanal ER’yi gostermektedir. Yesil kanaldan elde edilen floresans
sinyalleri ise V2R-dendra ve B-arrestin2-rGFP’yi gostermektedir.
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Sekil 6.11 WT ve mutant V2R’lerin ER lokalizasyonu
Konfokal goruntilerinde kirmiz1 ve yesil kanal arasindaki Pearson korelasyon katsayisi, lokalizasyon 6l¢isu

olarak kullanilmistir. Her bir hiicre hattinda analiz igin kullanilan 6rneklem sayilari grafik iizerinde
belirtilmistir.
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gelen ER sinyallerinin birlikteligi bu proteinlerin ER lokalizasyonu olarak degerlendirilmistir.
Alman goriintiilerden 6rnek kesitler Sekil 6.9 ve Sekil 6.10°da gortlmektedir. Goruntiler
iizerinden yapilan Pearson korelasyon analizleri Sekil 6.11°de gosterilmistir. WT ya da mutant
reseptorler B-arrestin KO hiicrelerde eksprese edildiklerinde tiim mutantlarin ER
lokalizasyonunun WT’ye gore daha fazla oldugu gozlenmistir. Aymi deneyler B-arrestinl/2
eksprese eden hiicrelerde tekrarlandiginda ise R137 mutantlarinin ER lokalizasyonu WT’ye
gore artmig bulunmustur. F229V mutantinda bu bakimdan bir fark gézlenmemistir. Mutant
reseptorler kendi igerisinde degerlendirildiginde B-arrestinl/2 ekspresyonu, ayni reseptorii
eksprese eden B-arrestin KO hiicrede izlenen ER lokalizasyon artisina bir katkida

bulunmamustir.
6.4.2 Mutant V2R’lerde Golgi lokalizasyonunun WT ile karsilastirilmasi

MEF hiicrelerinde Golgi marker: ile hiicre i¢inde bulunan Golgi goriiniir hale getirilmistir.
Sectigimiz Golgi marker1 kirmizi floresans verdiginden V2R-dendra konstraklar1 UV ile
dontistiiriilmemis, yesil kanaldan gelen B-arrestinl/2 ve reseptor sinyalleri ile kirmizi kanaldan
gelen Golgi sinyallerinin  birlikteligi bu proteinlerin  Golgi lokalizasyonu olarak
degerlendirilmigtir. Alman goriintiilerden 6rnek kesitler Sekil 6.12 ve Sekil 6.13°te
goriilmektedir. Goriintiiler tizerinden yapilan Pearson korelasyon analizlerinin sonuglart Sekil
6.14’te verilmisti. WT ya da mutant reseptorler B-arrestin KO hicrelerde eksprese
edildiklerinde Golgi lokalizasyonu bakimindan R137L’de minimal bir artis izlenirken diger
reseptorler ile WT reseptor arasinda herhangi bir fark gézlenmemektedir. Buna karsilik, bu
hiicrelere B-arrestin2 eksprese ettirilmesi R137 mutantlarinin (6zellikle de R137L’nin) Golgi
lokalizasyonunu WT’ye gore artirirken, F229V mutantininkini azaltmistir. Ayn1 deneyler -
arrestinl eksprese eden hiicrelerde tekrarlandiginda, R137 mutantlarinin Golgi lokalizasyonlari

birbirlerine benzer olarak izlenmis ve WT V2R’ye goére artmis bulunmustur.
6.4.3 Mutant V2R’lerde lizozom lokalizasyonunun WT ile karsilastirilmasi

MEF hcrelerinde lizozom markert ile hiicre i¢inde bulunan lizozom goriiniir hale getirilmistir.
Sectigimiz lizozom marker1 kirmiz1 floresans verdiginden V2R-dendra konstraklar1 UV ile
doniistiriilmemis, yesil kanaldan gelen B-arrestinl/2 ve reseptor sinyalleri ile kirmizi kanaldan
gelen lizozom sinyallerinin birlikteligi bu proteinlerin lizozom lokalizasyonu olarak
degerlendirilmigtir. Alinan goriintiilerden 6rnek kesitler Sekil 6.15 ve Sekil 6.16’da
sunulmustur. Goriintiiler {izerinden yapilan Pearson korelasyon analizlerinin sonuglart Sekil

6.17°de verilmistir. Reseptorlerin ER ya da Golgi lokalizasyonlarinin degerlendirildigi,
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Sekil 6.12 MEF hiicrelerinde WT ve mutant V2R’lerin Golgi lokalizasyon goriintiileri

Goriintiiler, temsili hiicre gruplarinin konfokal kesitleridir. Kesit boyutlar1 birbirinden farklidir. Gortintiilerden
gelen floresans sinyallerinde kirmizi kanal Golgi’yi gostermektedir. 1. Satirdaki goriintiiler B-arrestinl/2 KO
hiicrelerden elde edilmis olup, bu hiicrelerde yesil kanal V2R ’yi gostermektedir. rGFP ekli B-arrestinl (2. Sira)
gorintilerinden gelen floresans sinyallerinde ise yesil kanal V2R-dendra ve f-arrestinl-rGFP’yi
gOstermektedir.
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Sekil 6.13 B-arrestin2 eksprese eden MEF hiicrelerinde WT ve mutant V2R’lerin, Golgi lokalizasyon
goruntaleri

Goriintiiler, temsili hiicre gruplarinin konfokal kesitleridir. Kesit boyutlari birbirinden farklidir. Goriintiilerden
gelen floresans sinyallerinde kirmizi kanal Golgi’yi gostermektedir. Yesil kanaldan elde edilen floresans
sinyalleri ise V2R-dendra ve B-arrestin2-rGFP’yi gostermektedir.
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Sekil 6.14 WT ve mutant V2R’lerin Golgi lokalizasyonu
Konfokal goriintiilerinde kirmiz1 ve yesil kanal arasindaki Pearson korelasyon katsayisi, lokalizasyon 6l¢iisii

olarak kullanilmigtir. Her bir hiicre hattinda analiz i¢in kullanilan orneklem sayilar1 grafik {izerinde
belirtilmistir.
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yukarida belirtilen ¢alismalarda oldugu gibi, bu calismalarda da reseptorlerin lizozom
lokalizasyonlar1 hem B-arrestin KO hiicrelerde, hem de iki B-arrestin tiiriinii ayr1 ayr1 eksprese
eden hiicrelerde degerlendirilmistir. B-arrestin KO hicrelerde mutant reseptérlerin lizozom
lokalizasyonu, R137L mutantinda goriilen hafif artisin disinda WT reseptorden farkhi
bulunmamistir. Buna karsilik, 6zellikle B-arrestin2 eksprese eden hticrelerde tim mutant
reseptorlerin lizozom lokalizasyonlar1 WT reseptoriinkine gore artmis bulunmustur (Sekil

6.17).

6.5 WT ve mutant V2R’lerinin hiicre zarindaki diftizyon ozellikleri

V2R’nin 6zellikle R137 bolgesindeki mutasyonlarin, reseptoriin hiicresel dagilimini belirgin
bir sekilde degistiriyor olmasi bu mutantlarin, B-arrestinler disinda bazi hiicresel bilesenlerle de
farkli sekilde etkilesebiliyor olma olasiligin1 akla getirmektedir. Hiicre iskeletini olusturan
protein ag1 bu etkilesimlere aday olabilir. Goreli olarak hareketsiz olan hiicre iskeletiyle
reseptor etkilesmesinin, reseptoriin hiicre zar1 icindeki hareketliligini de etkilemesi beklenir.
Buradan yola ¢ikarak, bu calismada reseptér mutantlarmin WT’ye gore hareketliligi
incelenmistir. Bu amagla, hareketliligin 6l¢iisii olan iki boyutlu difiizyon katsayilart FRAP
(Fluorescence Recovery After Photobleaching) yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu
deneylerin sonuglar1 Sekil 6.18’de verilmistir. Sekil 6.18’de WT ve mutant reseptorlerin
diflizyon katsayilarinin birbirlerinden farkli olmadigi, ayrica B-arrestinl varliginin bu reseptor
formlarindan higbirinin hareketliligini etkilemedigi goriilmektedir. B-arrestin2 varliginda ise
R137 mutant reseptorler membranda bulunmadigindan bu hiicre serilerinde difiizyon katsayilari

hesaplanamamustir.

6.6 V2R mutasyonlariin cAMP sinyali iizerindeki etkisi

V2R mutasyonlarinin cAMP sinyali iizerindeki etkisini, agonist ve inverse agonistin mutant
reseptorlerdeki cAMP sinyaline etkisini ve bu reseptorlerde gozlenen cAMP sinyalinin B-
arrestin’e bagimli olup olmadigini incelemek amaciyla, Tommaso Costa’nin laboratuvariyla
yaptigimiz ortak ¢aligmamiz kapsaminda elde edilen sonuglar Sekil 6.19, 6.20 ve 6.21°de
gosterilmistir. Bu deneyler kapsaminda ilk olarak cAMP probu Glosensor F22'yi ve Gas’yi
stabil bir sekilde eksprese eden 2B2 hiicreleri kullanilmistir. Bu hiicreler ¢esitli V2R ’leri
kodlayan cDNA'larla gegici olarak transfekte edilmis, sonrasinda gézlenen bazal cAMP sinyali,
AVP (1uM) ve forskolin (FSK, 100 pM) uyarisi ile ger¢eklesen cAMP yanitlari ve tolvaptan
(1uM) varliginda bu yanitlarin degisimi kaydedilmistir. Bos vektor (MOCK) transfekte edilmis

hiicrelerde Olglilen cAMP sinyali (lliminesans), tim verilerden ¢ikarilmistir. Yanitlar ayni
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Sekil 6.15 MEF hiicrelerinde WT ve mutant V2R’lerin lizozom lokalizasyon goriintileri

Goriintiiler, temsili hiicre gruplarinin konfokal kesitleridir. Kesit boyutlar1 birbirinden farklidir. Gériintiilerden
gelen floresans sinyallerinde kirmizi kanal lizozomu gostermektedir. 1. Satirdaki goriintiiler B-arrestinl/2 KO
hiicrelerden elde edilmis olup, bu hiicrelerde yesil kanal V2R’yi gostermektedir. rGFP ekli B-arrestinl (2. Sira)
gorintilerinden gelen floresans sinyallerinde ise yesil kanal V2R-dendra ve f-arrestinl-rGFP’yi
gOstermektedir.
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Sekil 6.16 B-arrestin2 eksprese eden MEF hiicrelerinde WT ve mutant V2R’lerin, lizozom lokalizasyon
gorintileri

Gortintiiler, temsili hiicre gruplarinin konfokal kesitleridir. Kesit boyutlar1 birbirinden farklidir. Goriintiilerden
gelen floresans sinyallerinde kirmizi kanal lizozomu gostermektedir. Yesil kanaldan elde edilen floresans
sinyalleri ise V2R-dendra ve B-arrestin2-rGFP’yi gostermektedir.
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Sekil 6.17 WT ve mutant V2R’lerin lizozom lokalizasyonu
Konfokal goriintiilerinde kirmizi ve yesil kanal arasindaki Pearson korelasyon katsayisi, lokalizasyon 06l¢iisii

olarak kullanilmistir. Her bir hiicre hattinda analiz i¢in kullanilan &rneklem sayilari grafik iizerinde
belirtilmistir.
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Sekil 6.18 WT ve mutant V2R difiizyon katsayilari

V2R-dendra eksprese eden MEF BarrKO hiicrelerinde p-arrestinl-rGFP veya B-arrestin2-rGFP varliginda
difiizyon katsayis1 hesaplamalar1 gdsterilmistir. Hiicre zarinin lamele paralel gozlendigi kesitlerde civa buhar
lambasinin UV-bandi kullanilarak secilen alanda lokal (3 pum c¢apli) hiicre membranlarinda floresans
soldurulmus, sonrasinda ayni alanda yesil floresans dolumu birer saniye arayla kaydedilmistir. Diflizyon
katsayilar1 bu bolgedeki floresansin geri dolusuna bakilarak, kaydedilen bu verilerin iki boyutlu difiizyon
modeline gore analiz edilmesiyle hesaplanmistir. R137L/B-arrestin2 ve R137H/B-arrestin2 mutantlar hiicre
membraninda goriillemediginden difiizyon katsayilari hesaplanamamustir.
hicrelerde FSK ile elde edilen cAMP sinyaline gore normalize edilmistir. WT V2R ile
karsilastirildiginda, F229V’de daha belirgin olmakla birlikte R137L ve F229V mutantlarinda,
konstittif cAMP sinyalinin biiyiik oldugu gézlenmistir. EK olarak, WT ile karsilastirildiginda
tim R137 mutasyonlarinda, AVP yanitinin az oldugu ve bazal cAMP sinyalinin tolvaptan ile
inhibe olmadig1 gozlenmistir. Buna karsilik, F229V mutantinda gézlenen AVP aracili cAMP
yanitt WT’ye benzer olarak gézlenmis ve artmis bazal cAMP sinyalinin tolvaptan ile gii¢lii bir

sekilde inhibe edildigi kaydedilmistir (Sekil 6.19).
6.6.1 Gs yoklugunda V2R mutasyonlarimin cAMP sinyali iizerindeki etkisi

V2R mutasyonlarinin cAMP sinyali tizerindeki etkisinin Gs’ye bagimli olup olmadigini ve
NSIAD’de goriilen artmis cAMP sinyalinin Gs yoklugunda da var olup olmadigini arastirmak
amaciyla yapilan deneylerde cAMP probu Glosensor F22'yi stabil bir sekilde eksprese eden,
Gs’leri kalici olarak silinmis (KO) 2B2 hiicreleri kullanilmigtir. Bu hiicreler V2R ’leri kodlayan
cDNA'lar ile gegici olarak transfekte edilerek cAMP yanitlar1 Slgiilmiistiir. cAMP yanitlar
gegici tranfeksiyondan 48 saat sonra AVP (1uM) veya 100uM FSK varliginda, hem FSK hem
AVP varliginda veya her ikisinin de yoklugunda (bazal) o6l¢iilmiis olup, yanitlar bos vektor

transfekte edilmis hiicrelerde FSK ile elde edilen CAMP sinyaline gére normalize edilmistir.
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Sekil 6.19 2B2 hiicrelerinde entegre cAMP yaniti

cAMP probu Glosensor F22'yi stabil bir sekilde eksprese eden 2B2 hiicrelerindeki cAMP yanitlar
gosterilmistir. 1lgili hiicreler V2R iceren cDNA’lar ile gegici olarak transfekte edildis, cCAMP liiminesansi,
AVP (1uM), FSK (100uM) veya tolvaptan (1uM) varliginda kaydedilmistir. Bos vektorle transfekte edilmis
hiicrelerde Olgiilen liiminesans, tiim verilerden ¢ikarilmistir. Dolayisiyla, sekilde goriinen bazal aktivite,
gercekten reseptor varyantlarinin bazal aktivitesini yansitmaktadir. cAMP yanitlari, 80 dakika boyunca
kaydedilen liiminesans egrisinin altindaki alanlar tizerinden hesaplanmistir. Elde edilen yanitlar ayni
hicrelerdeki FSK yanitina gore normalize edilmistir. Grafik, 3 ayr1 deneyden elde edilen 9 oOlgiimiin
ortalamasini gostermektedir.

Reseptor varyantlariyla (WT, R137L veya F229V) gegici olarak transfekte edilmis 2B2
hicrelerinde bazal cAMP sinyali birbirlerine benzer olarak gozlenmis, NSIAD’ye sebep olan
mutant reseptorlerde, yiiksek oldugu bilinen bazal cAMP sinyali ise Gs yoklugunda
gozlenmemistir. Ayni sekilde AVP, mutant ve WT V2R’lerde gozlenen bazal cAMP sinyalini
degistirmemistir (Sekil 6.20).

6.6.2 B-arrestin yoklugunda V2R mutasyonlarinin cAMP sinyali iizerindeki etkisi

R137L/H mutasyonlarinda goriilen konstitiitif f-arrestin etkilesiminin cAMP sinyaline katkida
bulunup bulunmadigini arastirmak ve ytliksek bazal cAMP sinyali goriilen mutant V2R’lerde -
arrestin yoklugunda cAMP sinyaline ne oldugunu goézlemek amaciyla yapilan deneylerde
cAMP probu Glosensor F22'yi stabil bir sekilde eksprese eden, B-arrestin KO MEF hiicreleri
kullanilmistir. Bu hiicreler V2R’leri kodlayan cDNA'lar ile gegici olarak transfekte edilerek
cAMP yanitlar dl¢iilmiistiir. Bazal CAMP sinyali, AVP (1uM) ve FSK (100 uM) uyarisi ile
gerceklesen cAMP yanitlar1 kaydedilmistir. Bos vektor tranfeksiyonu ile elde edilen yanitlar
tiim yanitlardan ¢ikarmistir. Yanitlar ayni hiicrelerde FSK ile elde edilen cAMP sinyaline gore
normalize edilmistir. MEF hiicrelerinde gozlenen diisiik miktardaki endojen Gs ekspresyonu

nedeni ile cAMP yanitlari, Gs transfekte edilmis 2B2 hiicrelerindeki
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Sekil 6.20 Gs KO 2B2 hiicrelerinde entegre cAMP yaniti

cAMP probu Glosensor F22'yi stabil bir sekilde eksprese eden Gs KO 2B2 hiicreleri, V2R veya bos vektorle
gecici olarak transfekte edilmistir. Transfeksiyondan 48 saat sonra cAMP liminesansi, AVP (1uM), FSK
(100uM) veya hem AVP hem de FSK yoklugunda (bazal) veya varliginda kaydedilmistir. CAMP yanuitlar1, 80
dakika boyunca kaydedilen liiminesans egrisinin altindaki alanlar iizerinden hesaplanmistir. Yanitlar bos
vektor transfekte edilmis hiicrelerde FSK ile elde edilen yanita gore normalize edilmistir.

kadar belirgin degildir. Ancak gozlenen cAMP sinyal paternleri Sekil 6.19 ile birebir aynidir.
WT V2R ile kargilagtirildiginda F229V ve R137L mutantlarinda bazal cAMP sinyali daha
biiytikken, R137H mutasyonunda bazal cAMP yanit1 WT’ye benzer bulunmustur. AVP aracil

cAMP yanit1 ise, F229V ve WT reseptorlerinde benzerken, R137 mutasyonlarinda azalmig
olarak gozlenmistir (Sekil 6.21).
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Sekil 6.21 p-arrestin KO MEF hiicrelerinde bazal ve AVP ile indiiklenen cAMP sinyali

Glosensor F22'yi stabil bir sekilde eksprese eden B-arrestin KO MEF hiicrelerinde bazal ve AVP ile indiiklenen
CAMP birikimi gosterilmektedir. WT veya mutant V2R ile gegici transfeksiyon sonrast CAMP sinyali, AVP
(1uM) varlhiginda ve yoklugunda kaydedilmistir. cAMP yanitlar1, 80 dakika boyunca kaydedilen liiminesans
egrisinin altindaki alanlar {izerinden hesaplanmistir. Bos vektdr tranfeksiyonu ile elde edilen yanitlar total
yanittan ¢ikarmistir. Yanitlar ayni hiicrelerde 6lgiilen FSK yanitinin yiizdesi olarak ifade edilmistir. Veriler 3
bagimsiz deneyin ortalamasini gostermektedir.
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7. TARTISMA

Bu ¢alisma kapsaminda ilk olarak R137L, R137H ve F229V V2R mutantlarinin -arrestinl ve
B-arrestin2 aracili internalizasyonlar1 degerlendirilmis ve hiicresel dagilim paternleri WT V2R
ile karsilastirilmistir. Literatirde daha dnce yapilan galismalar, invers agoniste yanit vermeyen
R137 mutasyonlarinin, yanit veren mutantlardan farkli olarak, konstitiitif [-arrestin2
etkilesimlerinin yiiksek oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, aynmi etkilesimin B-arrestinl
icin gecerli olup olmadigi1 nadiren arastirma konusu olmus ve tutarsiz sonuclar elde edilmistir.
R137 mutantlari-B-arrestinl etkilesimlerini inceleyen bir ¢alismada konstitiitif B-arrestinl
etkilesimini incelemek i¢in iki farkli BRET donér/alici konfigilirasyonu kullanilmis, konstitiitif
etkilesim bir konfigiirasyonda tespit edilmisken digerinde bdyle bir etkilesim bulunamamistir
(38). Ayrica daha onceki calismalarda ayni deney diizenegi iginde V2R mutantlar ile B-
arrestinl veya [-arrestin2 etkilesiminin yan yana karsilastirmasi yapilmamistir. Bu tez
caligmasi iki asamadan olusmaktadir; ilk agamada, ortak ¢alismalarimiz ve burada sundugumuz
caligmalar kapsaminda V2R mutantlarinin B-arrestinl/2 ile etkilesimleri WT V2R ile
karsilastirilmis ve reseptorlerin fB-arrestinl/2 etkilesimleri arasinda bir fark olup olmadigi
arastirilmustir. ikinci asama ise hiicre icine sekestre olduklari gdzlenen mutantlarin nereye
sekestre olduklarini saptamak ve reseptoriin hiicresel trafigini aydinlatmak iizere yaptigimiz

calismalar1 icermektedir.
B-ARRESTIN BIRLIKTELIGININ DEGERLENDIRILMESI

Burada yaptigimiz kolokalizasyon deneyleri BRET sonuglar1 gibi protein-protein etkilesimini
gostermekten ziyade, reseptor B-arrestin lokalizasyonlarinin birlikteligini gostermektedir. Elde
edilen sonuclar R137 mutantlarinin B-arrestinl/2 birliktelikleri arasinda biiyiik bir fark
oldugunu, bu mutantlarin B-arrestin2 birlikteliklerinin ¢ok daha yiiksek oldugunu agik¢a
goOstermektedir. B-arrestin2 varhiginda R137L ve R137H mutantlarinin vezikiiler yapilar
igerisinde internalize olduklar1 gbzlenmektedir. Yapilan kolokalizasyon hesaplamalari ise bize
R137 mutantlarinin  vezikiiler yapilar igerisinde [-arrestin2 ile birlikte oldugunu
diistindiirmektedir (Sekil 6.5). R137 mutasyonlarin ikisinde de B-arrestin2 etkilesiminin WT’ye
gore yuksek oldugu 6nceki ¢aligmalarda gosterilmistir ki bizim bulgularimiz da bu literatiir
bilgisini desteklemektedir (39). R137 mutasyonlarinin B-arrestinl ile olan birlikteligine
baktigimizda ise, WT’ye gore yalmizca kiigiik bir miktarda artis tespit edilmistir. Bu
lokalizasyon birliktelikleri ortak ¢alismamizdaki BRET sonuglari ile uyumludur (40).

Sekil 6.4 ve 6.5°teki sonuglar R137 mutantlarinin spontan endositozuna yol agmak bakimindan

B-arrestin2’nin, B-arrestinl'den ¢ok daha etkili oldugunu gostermektedir. Bu mutantlar, -
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arrestin2 eksprese eden hicrelerde biyik hiicre ici kiimeler halinde bir sekestrasyona ugrarken,
B-arrestinl eksprese eden huicrelerde sadece hafif bir endositoz artis1 gozlenmektedir. Ek olarak
[-arrestin2 eksprese eden hiicrelerde R137 mutantlarinin hiicresel dagilim paterni, AVP aracili
gergeklesen fizyolojik reseptor internalizasyonunda izlenen paternden oldukga farklidir. Ancak
bu farka yol agabilecek mekanizmalar heniiz aydinlatilmamistir. NSIAD’ye sebep olan R137L
mutantinin konstitiitif B-arrestin2 etkilesimi 0zellikle merak uyandirmaktadir zira B-arrestin
etkilesiminin GPKR aracili sinyal iletimi {izerine negatif etkisi olmas1 beklenmektedir. Oysa bu
mutantlarda WT reseptore gore artmis konstitiitif B-arrestin2 etkilesimine ragmen bazal hilicre
ici cCAMP birikiminde artis gézlenmektedir. (36). Ozellikle R137L V2R mutantlarinda goriilen
konstitiitif B-arrestin2 etkilesimi ve beraberinde goriilen yiiksek cAMP miktarinin nedenin,
hiicre i¢inde bulunan mutant reseptorlerin internalize olurken Gs, B-arrestin ve adenilat siklaz
ile birlikte ‘megapleks’ ad1 verilen kompleksler i¢inde internalize olmasindan ve burada cAMP
sinyali olusturmaya devam etmesinden kaynaklandigi 6ne siirtilmiistiir. Bu konu daha detayli

olarak asagida “B-arrestin ve Gs’nin cAMP yanitina katkis1” baglhiginda tartigilmastir.
LIGAND YANITININ DEGERLENDIRILMESI

Bu ¢alismanin ilk asamasinda R137 mutantlarinin AVP aracili B-arrestin2 ve [B-arrestinl
etkilesiminin benzer oldugunu goézlemlemistik (40). R137 mutantlarinda konstitltif olarak
g0zlenen B-arrestin2 se¢iciliginin, agonist varliginda kayboldugunu saptamistik. Ayrica R137L
mutantinda gozlenen konstitiitif cAMP sinyalinin ve konstitiitif f-arrestin2 etkilesiminin invers
agonist ile inhibe olmadigini saptamistik. Ek olarak R137 mutantlarinda agonist aracili cAMP
sinyalinin ve B-arrestin1/2 etkilesiminin WT’ye kiyasla azaldigin1 gézlemistik. Tersine, ayni
calismada agonist varhiginda F229V mutasyonunun, hem B-arrestin2 hem de B-arrestinl ile
etkilesimlerinin WT V2R'ye kiyasla g0zle gorilur bir sekilde arttigi saptanmis ve ayni artis
cAMP yanitinda gozlenmemistir. Bu g¢alisma ile R137 mutantlarinda ligand kontroliinde
belirgin bir bozulma oldugunu ortaya konmustur (40). Tez c¢alismamizda Sekil 6.7°de
gozlemledigimiz R137L mutantinin B-arrestinl ile olan kolokalizasyonunun tolvaptan
varliginda belirgin olarak azalmasi, B-arrestinl V2R etkilesimine dair bir bilgi vermemektedir.
Tolvaptanin konstitiitif B-arrestinl etkilesimi lizerine etkisi hakkinda 6nceki ¢alismalarimizda
ve baska hicbir calismada veri bulunmamaktadir. Lokalizasyon azalisinin etkilesimdeki
azalmadan kaynaklanip kaynaklanmadigini anlamak icin ek deneylere ihtiya¢ vardir. R137H
mutantinda gdzlenen konstitiitif B-arrestin2 etkilesimine gelince, bu konuda yapilan en detayli
caligma SR49059 adi verilen bir vazopressin reseptor antagonistinin p-arrestin2 R137H V2R
etkilesimi lizerine etkisinin incelendigi bir ¢aligmadir. Bu calismada antagonistin etkisi,

konfokal mikroskopta reseptor B-arrestin2 kolokalizasyonu lizerinden degerlendirilmis ve gozle
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goruldr bir etkisi olmadigi izlenmistir. Ayn1 deneyde reseptor B-arrestin2 etkilesimi BRET
sinyali ile incelenmis ve SR49059 antagonistinin BRET sinyalini hafif miktarda artirdig
gozlenmistir (41). Baska bir ¢alismada ise OP4 (tolvaptan) varliginda R137H mutasyonunda
membran ekspresyonunun arttigi gozlenmis ve bunun OP4’iin farmakolojik saperon etkisi
gostermesinden kaynaklanabilecegi iddia edilmistir (42). Bizim yaptigimiz deneylerde
tolvaptanin membran ekspresyonunu minimal diizeyde arttirdig1 gézlenmektedir. Tolvaptanin
membran ekspresyonu tzerindeki etkisi, B-arrestin2 reseptor etkilesiminin azalmasi sonucunda
reseptérin konstitltif internalizasyonunun azalmasindan kaynaklanabilir. Her ne kadar Sekil
6.7’deki sonuglarda B-arrestin2- R137H V2R kolokalizasyonun tolvaptan varliginda azaldigi
izlense de bu durumun reseptor B-arrestin2 etkilesiminden kaynaklanip kaynaklanmadiginin

anlagilmasi i¢cin BRET deneylerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
B-ARRESTIN VE Gs’NIN cAMP YANITINA KATKISI

GPKR sinyalinin yalnizca plazma zarinda meydana geldigine dair klasik goriis, son yillarda
yapilan c¢aligmalar ile GPKR’lerin erken endozomlar ve Golgi/trans-Golgi ag1 dahil olmak
tizere hiicre i¢i bolgelerde sinyal tiretebildigini gosteren ¢alismalar ile sorgulanmistir (43).
Gergekten de paratiroid hormon reseptori (44), B2-adrenerjik reseptor (45), norokinin 1
reseptorl (46) ve kalsitonin geni ile iligkili peptit reseptorleri (47) dahil olmak (izere birgok
GPKR'nin endozomlar igerisine alindigr ve burada hedef molekdllerini uyarmaya devam
ettikleri gosterilmistir. V2R’lerin de B-arrestin aracili internalizasyonu sonrasi internalize
oldugu endozomlar igerisinde Gs ve [-arrestin ile kompleks olusturdugu gosterilmistir.
Internalize olan bu V2R-Gs-B-arrestin kompleksine “megapleks™ ad1 verilmistir. Agonist aracili
CAMP yanitinin, sadece membranda bulunan reseptorlere baglanan invers agonistler ile
tamamen inhibe edilememesi nedeniyle, cAMP sinyalinin bir kisminin bu kompleks igerisinde
uretildigi One strilmistir (48). V2R’lerde go6zlenen bu durum o6zellikle R137C/L V2R
mutantlarinda goriilen konstitiitif B-arrestin2 etkilesimi ve beraberinde goriilen yiiksek cAMP
miktarinin nedenin, hiicre i¢inde bu mutant reseptorlerin ‘megapleks’ kompleksi olugturmasi
ve burada Gs+adenilat siklaz aktivasyonuna sebep olmasi olasiligini akla getirmistir. Ayrica bu
mutantlarda  goriilen ligand  duyarlihigindaki  azalmanin, mutantlarin  konstitiitif
internalizasyonlar1 neticesinde membran ekspresyonlarinin azalmasi ve ligandlarin reseptore
sinirli  erigiminden kaynaklanabilecegini disiindiirmistiir. Bununla birlikte, yaptigimiz
caligmalarda R137 mutantlarinin plazma zarinda oldugu ve internalize olmadiklar1 B-arrestin
KO hiicre serilerinde, bazal cAMP sinyal paterninin korunuyor olmasi ve reseptorler
membranda bulunmasina ragmen, ligand duyarliligi kaybinin goriilmeye devam etmesi bu
olasilig1 bertaraf etmektedir. Sekil 6.20 ve 6.21°deki verilerden anlasilmaktadir ki; bazal ;CAMP
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sinyalinin olusabilmesi i¢in reseptor ve Gs varhigi gereklidir ve Gs varliginda B-arrestin
olmaksizin bu reseptorler bazal aktivite gosterebilmektedir. Bu durum, ligand duyarliligindaki
azalma ve invers agonistlere yanitsizligin, farklilasmis hiicre igi trafikten degil, mutasyona
ugramis reseptorlerin molekiiler 6zelliklerinden kaynaklandigimi diisiindiirmektedir. Bununla
birlikte, R137 mutasyonlarinda [-arrestin2 ve p-arrestinl arasindaki yapisal BRET
sinyallerindeki onemli farkin bir bagka olasi agiklamasi, B-arrestinlerin endositoz sonrasi
reseptorleri farkli hiicresel trafik yolaklarina sokmast olabilir. Ornegin; B-arrestinl, reseptoriin
hizlica B-arrestin’den ayrildigi ve membrana yeniden yerlestirildigi endozomal kompartmana
yonlendirirken, B-arrestin2, reseptori, protein komplekslerinin daha uzun sireli endositozuna
sebep olan ve reseptor-p-arrestin yakinliginin ¢ok daha uzun siirebildigi vezikiiler bir bolmeye
yonlendirebilir. Bu durumda biiyiik bir BRET sinyal farki olusacaktir. Yapilan bir ¢alisma,
R137 mutantlarinin hiicresel dagilimlarinin, endositoz sonrast membrana geri donmeyen

vezikiilerin tipik belirtegleri ile ortiistiigiini ileri sirmektedir (32).

MUTANT RESEPTORLERIN HUCRE iCi LOKALIZASYONUNUN
DEGERLENDIRILMESI

Yontem ve bulgular boliiminde agiklandigi gibi, V2R-B-arrestin’in  organellerdeki
lokalizasyonunu saptamak igin, kirmiz1 floresans veren organel markerlar ile yesil floresans
veren (dendra ya da rGFP ile isaretlenmis) reseptor ya da B-arrestin floresanslar1 arasindaki
spasyal korelasyon katsayilar1 kullanilmistir. Bu deneylerde yesil floresans kaynagi olan f3-
arrestinlerin reseptdrden farkli olarak sitoplazmada diffiiz-homojen bir sekilde bulunabildigi
g0z Ontine alinirsa, arka planda bulunan bu B-arrestin fraksiyonunun da hesaplanan korelasyon
katsayilarina katkisinin olacagi diisiiniilebilir. Ancak WT reseptdr ve -arrestin’i birlikte
eksprese eden hicrelerde hesaplanan bu korelasyon katsayilari, B-arrestin KO, WT V2R
eksprese eden hicrelerle kiyaslandiginda goriildiigii tizere bu katki minimal diizeydedir. Ayrica
mutant reseptorle birlikte pB-arrestin eksprese eden hiicrelerde gorilen korelasyon
katsayisindaki artiglar WT’de izlenen B-arrestin kaynakli bireysel katkinin ¢ok iizerindedir. Bu
da lokalizasyonda goriilen artisin f-arrestin’in hiicre igindeki diffliz-homojen varligindan degil,
mutant reseptorlerin B-arrestin varliginda ilgili lokalizasyonlara tasinmasindan kaynaklandigini
gostermektedir. Ayrica mutant reseptor ve [-arrestin eksprese eden hicrelerde hesaplanan
korelasyon katsayilari, ayn1 B-arrestin alt formunu ve WT V2R ’yi eksprese eden hiicre serileri
ile karsilastirilarak yorumlanmustir; bu da B-arrestinlerin htcre igindeki diffliz varligindan
kaynaklanan katkiy1r azaltmaktadir. Buna ek olarak, yaptigimiz deneylerde 6zellikle R137
mutantlarinin  B-arrestin2 varliginda hiicre igine sekestre oldugu saptanmis ve organel

isaretleyicileri ile 6zellikle R137 mutantlarinin hiicre i¢inde nerelere sekestre olduklar: tespit
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edilmeye ¢aligilmigtir. R137 mutantlarinin B-arrestin2 ile birlikteligi Sekil 6.4 ve 6.5’te agik¢a
gosterilmistir. Bu durumda R137 mutant reseptorlerin hiicre i¢inde pB-arrestin2 ile beraberligi
oldukca fazla oldugundan, B-arrestin2 bulunan yerde reseptoriinde B-arrestin2 ile birlikte ayni

lokalizasyonda oldugunu varsaymak yanlis olmayacaktir.
ER LOKALIZASYONUNUN DEGERLENDIRILMESI

R137 mutantlarinda goriilen azalmis membran ekspresyonunun, bu mutantlarin hiicresel
trafiklerinin bozulmasi ve spontan B-arrestin2 etkilesimlerinin artmasina bagli endositoza
ugramalarindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Hem HEK 293 hem de COS7 hiicrelerinde
yapilan ¢alismalarda R13L ve R137H mutantlarinin membran ekspresyonlarinin WT’ye kiyasla
azaldi1 saptanmustir. Islev kaybina yol agan dynamin mutantlarini eksprese eden hiicre serileri
kullanilarak reseptorlerin agonist aracili ve konstitiitif internalizasyonu engellendiginde
reseptorlerin membran ekpresyonunun arttigi gozlenmistir (36). Ayni sekilde, reseptorlerin 8-
arrestinler ile etkilesimi engellendiginde reseptoriin membrandaki varligr artmistir (42). Ancak
membran ekspresyonunun 6zellikle R137H mutantinda belirgin olmakla birlikte iki mutantta
da hi¢bir zaman WT seviyesine ulasmadigi goriilmiistiir. Bu durum her ne kadar B-arrestin
aracili endositozun membran ekspresyonunun azalmasindaki katkisini gosterse de ayni
zamanda bu reseptorlerin sentezlerinden membrana tasinmalarina kadar olan surecte hiicre
icinde bir yerde takilabildiklerini diisiindiirmiistiir (36). Ozellikle R137H mutantinin membrana
cikamamasinda blyuk bir etkenin, mutasyon nedeniyle yanlis katlanmasi ve yanlis katlanmig
bu proteinin membrana ulasamamasi neticesinde ER’de veya Golgi’de birikmesinden
kaynaklandigi distiniilmektedir (35). Yaptigimiz ER lokalizasyon g¢alismalart da R137H
mutantinda belirgin olmakla birlikte her li¢ mutant reseptdriin ER lokalizasyonlarinin WT’ye
gore arttigin1 gostermektedir (Sekil 6.11). Ozellikle B-arrestin KO hiicre serilerinde g6zlenen
ER lokalizasyonundaki artisin, yanlis katlanmis proteinlerin ER’de takili kalmalarindan
kaynaklandig1 diigiiniilmiistiir. Ayn1 zamanda ER lokalizasyonunu saptamada kullandigimiz
korelasyon katsayilarinin, [-arrestinl/2 ekspresyonu ile degismemesi [-arrestinlerin
reseptorlerin bu lokalizasyona taginmasinda bir katkis1 olmadigini1 géstermektedir. Bu durum
ER lokalizasyonunda gozlenen artisin yanlis katlanmis proteinlerin ER’de alikonmasindan

kaynaklandig1 hipotezini desteklemektedir.
GOLGI LOKALIZASYONUNUN DEGERLENDIRILMES]

Bir 6nceki boliimde de tartisildigr gibi, R137 mutant reseptorlerin hiicre yiizeyinde azalmis

olarak goOzlenmelerinin iki nedeni olabilir: 1) sentezden membrana kadar olan taginma
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strecinde bir aksaklik vardir, 2) yiizeyden hiicre i¢ine alinmada (B-arrestin-aracili) bir hizlanma
vardir. Bu mutantlar1 eksprese eden [-arrestin KO hiicrelere [B-arrestinl/2 eklenmesinin
reseptoriin - membran ekspresyonunu azaltiyor olmasi (Sekil 6.4) ikinci mekanizmay1
desteklemekle birlikte birinci mekanizmay1 diglamamaktadir. Dolayisiyla, bu mutantlar
membrana ¢ikis yolunda ER’de olmasa da Golgi’de takiliyor olabilirler. Bu olasilig
degerlendirmek icin, soz konusu reseptorlerin Golgi lokalizasyonu, -arrestinl/2 KO
hiicrelerde  WT reseptorle karsilagtirmali olarak incelenmistir. Bu reseptorlerin  Golgi
lokalizasyonlar1 B-arrestin KO htcre serilerinde degerlendirildiginde sadece R137L mutantinin
Golgi lokalizasyonunda minimal bir artis goézlenmistir. Bu artis B-arrestin yoklugunda
gerceklestiginden, sentezden sonra membrana gegis siirecinde bir miktar R137L-mutant
reseptoriin Golgi’de takildigi sdylenebilir. Ancak, bu hiicrelere B-arrestinl/2 eklenmesi, R137
mutantlarinin Golgi lokalizasyonunu dikkate deger bir sekilde arttirmistir. Yani, yukarida
belirtilen 2. mekanizma iki mutant i¢in de gecerliymis gibi goriiniirken, 1. mekanizma yalniz
R137L mutant1 i¢in (kismen de olsa) gecerliymis gibi gériinmektedir.

Bu deneyler ayrica iki B-arrestin tirinin R137 mutantlarinin Golgi lokalizasyonunu farkli
sekillerde etkiledigini gostermistir: R137H mutantinin Golgi lokalizasyonu B-arrestinl ya da
2’nin varhigiyla ayni oranda artarken, R137L mutantininki B-arrestin2’nin varhigina daha
duyarli bulunmustur. (Sekil 6.14). Genel bilgilerde agiklandig: tizere reseptorler hiicre igine
alindiktan sonra olusan ge¢ endozom kompleksleri TGN aracilig ile tekrar plazma membranina
geri donebilmektedir. R137 mutantlarinda B-arrestin varliginda artmig olarak gozlenen Golgi
lokalizasyonu, bu durumun B-arrestinlerin endositoz sonrast R137 mutantlarin1 daha ¢ok
TGN’ye yonlendirmesinden kaynaklanabilecegini ve bir sekilde R137L mutantinin
endositozundan sonra TGN’ye yonlendirilmesinde fB-arrestin2’nin daha fazla rol aldigini

diistindiirm{istiir.

LiZOZOM LOKALIZASYONUNUN DEGERLENDIRILMESI

Sekil 6.17°deki lizozom lokalizasyonlart incelendiginde, B-arrestinl/2 KO hcre serilerinde
sadece RI37L mutantinin lizozom lokalizasyonunda WT’ye gore hafif bir artis oldugu
gorilmektedir. Bu artisin, yanlis katlanmis protein yaniti sonucu reseptorlerin ERLAD
tizerinden lizozom aracili degradasyona gonderilmesinden kaynaklandig: diisiiniilebilir.

Buna karsilik, B-arrestin2 ekspresyonunun biitlin mutantlarda, WT’ye kiyasla biiyiik bir
lizozomal lokalizasyon artisina sebep oldugu goézlenmektedir. Bu artis R137 mutantlarinda
daha bariz olarak izlenmistir. Dolayisiyla, endositoz sonrasi bu mutantlarin lizozoma

tasimasinda P-arrestin2’nin 6nemli bir katkist oldugu sdylenebilir. Membranda bulunan
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reseptorlerin lizozoma tasinmasina aracilik eden yolaklar igerisinde en iyi tanimlanmis olani
reseptorlerin ubikitinasyonudur.

Agonistlere kronik maruziyet bircok GPKR’de reseptor “down” regllasyonu olarak
adlandirilan hiicresel bir siireci tetikler. Esas olarak reseptorlerin lizozomal degradasyonu
olarak tanimlanabilecek olan bu siirecle, reseptor ekspresyonu onemli bir dlgiide azaltilir.
Reseptdr degradasyonuna aracilik eden kritik molekiiler mekanizmalar yeni kesfedilmeye
baglanmistir ve reseptorlerin ubikitin ile etiketlenmesinin bu siirecte 6nemli rol oynadigi
saptanmistir. B2AR, agonist bagimli ubikitinasyonun ve reseptor degradasyonunun gosterildigi
ilk memeli GPKR'sidir. B2AR {izerinde yapilan ¢alismalar ile ubikitinize olmayan reseptorlerin
endositoza ugradiklari ancak lizozomlara taginmadiklar1 gosterilmistir. Ubikitin baglanma
bolgelerinde (lizin kalintilar1) mutasyon igeren B2AR’lerde, reseptorlerin lizozomlarda degrade
olmadiklari, ancak bu mutasyonlarin reseptdr internalizasyonu {izerine bir etkisi bulunmadigi
gosterilmistir (49)(50). Buna ek olarak B2 AR ’nin agonist aracili ubikitinasyonu igin, reseptoriin
fosforilasyonu ve reseptdre [B-arrestin baglanmasi gereklidir. Yapilan g¢alismalar GPKR
fosforilasyon boélgelerinde mutasyon olan ve B-arrestinleri baglamayan P2AR’lerin, agonist
aracili gerceklesen ubikitinasyona ve degradasyona ugramadigini gostermistir. Bu da -
arrestinlerin aktive edilmis reseptorlerin ubikitinasyonu i¢in kritik oldugunu diisiindiirmektedir
(51). Ayrica B-arrestinl/2’leri silinmis fare kokenli fibroblast hiicrelerinde V2R’lerin
ubikitinize olmadigr ve bu hiicrelere tekrar B-arrestin2 eksprese ettirildiginde V2R
ubikitinizasyonunun onarildigi gosterilmistir. Boylece B-arrestin2’nin V2R ubikitinizasyonu
icin gerekli bir bilesen oldugu saptanmistir (52).

Butun bu bilgiler 1s13inda mutant V2R’lerde 6zellikle de R137 mutantlarinda gozlenen (-
arrestin2 ekspresyonu ile lizozomal lokalizasyon artisinin, reseptdriin agonist yoklugunda
konstitttif olarak ubikitinize olmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmiistir. Ancak bu
mutantlarin  ubikitinizasyonlar1 ile ilgili heniiz bir ¢aliyma bulunmamaktadir. Ilerleyen
asamalarda mutant reseptdrlerin ubikitinizasyonlarmin arastirilmasi faydali olacaktir. Ozellikle
ubikitinizasyonun dinamik bir siire¢ oldugu, E3 ubikitin ligazlar ve deubikitinasyon enzimleri
(DUPs) tarafindan  kontrol edildigi g6z Oniinde bulundurulursa reseptorlerin
ubikitinizasyonlarinin ~ engellenmesinin  ve reseptdrlerin  lizozomal degradasyondan

kurtarilmasinin nasil bir hiicresel trafige ve fonksiyonel sonuca sebep olacagi merak konusudur.
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10.

8. SONUC ve ONERILER

V2R -B-arrestin1/2 birlikteligi incelendiginde Ozellikle R137 mutant reseptorlerin -
arrestinl/2 birliktelikleri arasinda biiylik bir fark oldugu, spontan etkilesimlerinde [-
arrestin2 seciciligi gosterdikleri izlenmistir.

R137 mutant V2R’lerin B-arrestin2 varliginda hiicre i¢inde biiyiik vezikiiler yapilara
sekestre olduklar1 gozlenmistir.

R137L mutantinin B-arrestinl ile olan kolokalizasyonu tolvaptan varliginda belirgin
olarak azalmistir. Ancak bu azalma B-arrestinl V2R etkilesimine dair bir bilgi
vermemektedir.

Biitiin mutant reseptorlerin B-arrestin KO hiicre serilerinde ER lokalizasyonlarinin
WT’ye kiyasla arttig1 ve B-arrestin ekspresyonunun bu lokalizasyon artis1 tizerine bir
etkisi olmadig1 izlenmistir.

Goriilen ER lokalizasyon artisi, 6zellikle R137H mutasyonunda reseptdr proteininin
yanlis katlanmasi ve neticesinde ER’de veya Golgi’de biriktigine dair 6ne slrilen
literattr bilgisini desteklemektedir.

R137 mutantlarinda B-arrestinl/2 ekspresyonu ile Golgi lokalizasyonlarmin WT’ye
kiyasla arttig1 gozlenmektedir.

R137H mutantinin Golgi lokalizasyonu B-arrestinl ya da 2’nin varligiyla ayni oranda
artarken, B-arrestin2’nin varligi R137L mutantinin Golgi lokalizasyonuna daha biytk
bir katkida bulunmaktadir.

R137 mutantlarinda daha bariz olmakla birlikte B-arrestin2 ekspresyonunun bitln
mutantlarda, WT’ye kiyasla biiyiikk bir lizozom lokalizasyon artisina sebep oldugu
gbzlenmistir.

Gs KO hicre serilerinde, V2R varyantlarinin varligi bazal cAMP birikimini
etkilememistir. Bu hiicrelerde AVP, beklendigi iizere herhangi bir cAMP yaniti
olusturmamuistir.

B-arrestinl/2 KO MEF hiicre serilerinde, NSIAD’ye sebep olan mutant reseptorleri
eksprese eden hiicrelerde arttig1 bilinen bazal cAMP yaniti, ayn1 paternde artmis olarak

gozlenmeye devam etmistir.
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10. EKLER

EK1. Cahiymada kullanilan kimyasal maddeler

Madde adx

DMEM

AVP

Tolvaptan

ER marker

Golgi marker
Lizozom marker
Fotal Sigir Serumu
Higromisin

Puromycin

Firma

Biological Industries
Sigma
Sigma
Abcam
Abcam
Abcam
Gibco
Roche

ChemCruz

Katalog No

11-055-1K
V9879
T7455
ab139482
ab269449
ab112137
10270
10 843 555 001
Sc-108071A
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