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Arastirma Yazsi

insan Dopamin Tasiyicisinda FRET Cahismalarinda Kullanabilmek Amaciyla Floresan
Proteinlerle Isaretlenebilecek Islevsel Bolgelerinin Belirlenmesi

) Oya ORUN '
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali, Istanbul

Ozet

Dopamin tagtyicilart presinaptik ugtan salinan dopaminin sinaptik bosluktan geri alinarak (uptake)
dopaminerjik sinyalin sonlandirilmasinda ¢ok 6nemli rol oynarlar. Bu ¢aligmada 12 zar1 kateden bdlge
iceren bir zar proteini olan insan dopamin tastyicisinin ¢esitli bolgelerine eCFP proteininin
yerlestirilmesi ve etiketli proteinlerin islevsel durumunun saptanmasi amaglandi. eCFP proteini, insan
DAT proteinin N-ucu bolgesine ve 515 ve 587.amino asitlerin bulundugu bolgelere takildi. Boylelikle,
bir sonraki asamada gerceklestirilecek FRET analizlerinde kullanilabilecek pozisyonlar belirlenmis
olacaktir. Gerialim testleri yalnizca N-ucu bolgesinin iglevsel oldugunu, p515 ve p587 bdlgelerinin ise
yaban tiple benzer ilginlikte olmalarina ragmen geri alim hizlarinin ¢ok diisiik oldugunu gosterdi. Bu
sonu¢ mikroskopla elde edilen yiizey ekspresyonu sonuglart ile de dogrulandi. eCFP proteinine
eklenen esnek baglag dizileri de bu sonucu degistirmedi.

Anahtar Kelimeler: Dopamin tasiyici, FRET, yapi-islev, eCFP

Determination of Functional Regions of Human DAT For Labeling With Fluorescent
Proteins For Further Use in FRET Studies
Abstract

The dopamine transporter tightly regulates dopamine neurotransmission by the rapid uptake of
released dopamine back into the presynaptic nerve terminal. This study aimed to determine functional
positions for eCFP insertion into the human dopamine transporter, a membrane protein with 12
transmembrane domains. eCFP has been inserted into the N-terminus of human DAT and at positions
515 and 587. This will reveal available regions for further FRET analyses. Uptake assays showed that
only the N-terminus is functional, while the other two positions exhibit extremely low rate of
transport, even though their affinities are close to the wild type. These results were supported by
surface expression profile observed on the microscope. Linker sequences attached to the terminals of
eCFP did not change this pattern.

Keywords: Dopamine transporter, FRET, structure-function, eCFP
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bosluktan geri almarak (uptake) girerler®”.

dopaminerjik sinyalin sonlandirilmasinda Monoamin tastyicilarinin biyolojik 6nemi
cok onemli rol oynarlar V. Boylelikle bu proteinlerin baz1 ilaglarin dogrudan
dopaminerjik yanitin kuvveti ve siiresi hedefini olusturmalarindan kaynaklanir.
belirlenmis olur. Bu tasiyici protein Bunlar o6zellikle antidepresan ilaglar ve
norepinefrin, serotonin ve gama - amino kokain, amfetamin ve ekstazi gibi

butirik asit tasiyicilart (sirasiyla NET,
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aligkanlik yapici psikolojik uyaranlari i¢ine
alir @12,

Zar1 kateden 12 bolgeye sahip oldugu
diisiiniilen bu proteinlerin {i¢ boyutlu yapis1
hakkindaki bilgilerimiz, protein
saflastirilmasinda  karsilasilan  giigliikler
nedeniyle, daha ¢ok islevsel caligmalara
veya protein bolgelerinin hareketlerini
dolayli tekniklerle saptamaya dayalidir
(elektron kiitle spektroskopisi, atomik
absorpsiyon, floresans spektroskopisi gibi).
Giinlimiizde  islevsel ¢alismalar  ve
bakteriyel benzesiklerin (homolog) yap1
analizleri sonucu bu tasiyicilarin zari
kateden 12 bolgesi bulundugu ve bu
bolgelerin hiicre dis1 ve hiicre i¢i halkalarla
birbirine baglandig1 bilinmektedir . N-
ve C-uglar ise hiicre icerisine doniiktiir.
Ancak ligand baglama bolgesi ve proteinin
islevini gerceklestirmesi sirasinda gegirdigi
katlanma degisiklikleri heniliz agikliga

kavusmamustir.
Dolayli islev  caligmalar1  N-ucunun
fosforillenme ve  amfetamin tetikli

dopamin disakisinda (aphetamin induced
dopamine efflux) rolii oldugunu, C-ucunun
ise proteinin endoplazmik retikulumdan
tasinmasi, olgun formunu kazanmasi
(maturation) ve zara tasinarak zar icerisine
sokulmasinda, yani protein trafiginin
gerceklesmesinde Oonem tasidigini
gdstermistir 2.

Her iki ucun yapisal Oneminin agi8a
cikarilmast bakimindan, bu bdlgelerin
uygun floresan proteinlerle etiketlenerek
aralarindaki mesafelerin FRET analiziyle
ortaya  konmasi, boylelikle uzaysal
yakinliklarin belirlenmesi yararli olacaktir.
Ancak bu amagla giiniimiizde yaygin
olarak kullanilan yesil floresan protein ve
tiirevleri oldukga biiylik proteinlerdir (~30

kDa) ve takildiklar1 proteinde
konformasyonel degisikliklere ve islev
bozukluklarma yol agabilirler ',

Bu calismada CFP’nin dopamin
tasiyicisinin farkli bolgelerine
yerlestirilmesi ve etiketli proteinlerin
islevsel durumunun belirlenmesi
amaclanmustir. CFP proteininin
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yerlestirildigi ii¢ pozisyondan yalnizca bir
tanesi islevini koruyabilmistir. N-ucu
beklenildigi gibi tiimiiyle islevsel bir yap1
olustururken, bes numarali hiicre ici
halkanin (IL5) bu tip bir isaretlemeye
uygun olmadig1 gosterilmistir.

GEREC VE YONTEM

Yonlendirilmis Mutagenez
Yonlendirilmis mutagenez caligmalarinda

daha oOnceden genetik kodu birgok
restriksiyon enzim bdlgesini icerecek
sekilde degistirilmis insan  dopamin
tasiyicist  (sentetik  dopamin  tastyici,

SynDAT) kalip olarak kullanildi. Bu gen
bisistronik ekspresyon vektorii
pCIHygro’ya takildi . eCFP (enhanced
CFP) ise orijinal pLP-eCFP-C1 vektor
serisinden ¢ogaltildi  (Clontech). CFP
etiketini ¢esitli yerlere yerlestirebilmek
icin Oncelikle yoOnlendirilmis mutagenez
yontemiyle SynDAT’m farkli yerlerine
BsrGI enzim kesim bolgeleri yerlestirildi,
olusturulan bu vektorler dizi analizi ile
kontrol edildi, daha sonra yine BsrGI
enzim kesim bolgesini igeren primerlerle
cogaltilan CFP bu vektorlere takildi.
Ayrica ayni vektorler eCFP genine bir
bagla¢ eklenerek tekrarlandi. Bu amagla
eCFP geninin bas ve sonlarina dort adet
glisin rezidiisii eklendi ve aym vektorler
paralel olarak eCFP+baglag dizisi ile
olusturularak islevleri kontrol edildi. Tiim
calismalarda polimeraz olarak Phusion
enzimi (Finnzymes), kesili bdlgeleri
yapistirmak icin Takara ligaz tamponu
(Takara) kullanildi. Olusturulan vektorler
bir kez daha otomatik dizi analizi ile
dogrulandi1 (MWG Biotech, Germany).

Hiicre Kiiltiirii ve Transfeksiyon

Insan embriyonik bdbrek hiicreleri (HEK
293) %10 fetal sigir serumu ve 0.01 mg/ml
gentamisin (Invitrogen) iceren DMEM
ortaminda, 37°C’ta, %5 CO, altinda
biiylitiildii. Gegici transfeksiyon (transient
transfection) i¢in hiicreler 75 cm”’lik kiiltiir
kabina 3-3.5 x 10° hiicre gelecek sekilde
yayildi ve ertesi giin Lipofektamin
kullanilarak (Invitrogen) uygun vektorlerle
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transfekte edildi. Kararli hiicre soylar1 da
benzer yontemle transfekte edilerek
transfekte hiicreler higromisin (300 mg/ml,
Invitrogen)  kullanilarak  segildi  ve
cogaltildi. Bu hiicrelerden ayrica hiicre
stoklar1 olusturuldu.

Dopamin Geri Alm Testi (uptake
experiments)

[H’ dopamin geri alim testi
transfeksiyondan {i¢ giin sonra, [H’

dopamin (7-21 Ci/mmol) (Amersham
Biosciences) kullanilarak gerceklestirildi.
Testin geceklestirilmesinden iki giin dnce
hiicreler 2 x poli lizin ile isleme tabi
tutulmus 24 kuyulu hiicre kaplarina
100.000 hiicre/kuyu olacak sekilde yayildi.
Geri alim tamponu her zaman taze olarak
testin yapilacagir giin hazirlandi (25 mM
Hepes, pH 7.4, 130 mM NaCl, 5.4 mM
KCIL 1.2 mM CaCl, , 1.2 mM MgSO,, 1
mM L-askorbik asit, 5 mM D-gliikoz ve 1
M katekol-O-metiltransferaz  baskilayici
(COMT, Ro 41-0960, Sigma). Daha sonra
isaretli ve isaretsiz dopamin igeren geri
alim tamponu eklenerek gerialim tepkimesi
baglatildi. Tepkime 5 dak.,, 37°C ta
sirdiiriildii. Reaksiyon durdurulduktan

sonra tim Ornekler 24 kuyulu sayim
plakalarina aktarilarak Wallac Tri-Lux
sintilasyon sayacinda sayildi. Her Ornek
tcli calisildi ve sonuglar Prism 3.02
yazilimi  kullanilarak ~ degerlendirildi
(GraphPad San Diego, CA).

Floresans Goriintiilleme:

Canli hiicre goriintiilenmesi i¢in analiz
oncesi hiicreler 48 saat, 8 kuyulu 6zel Lab-
Tek II goriintiileme kutucuklarinda (Nalge)

biiytitiildii. Hiicreler Epifloresan
Mikroskobu kullanilarak (Zeiss)
goriintiilendi.  Goriintiileme  i¢cin 63
bliyiitmeli yag objektifi, MetaMorph

yazilim programi ve CFP filtresi kullanildi
(uyarim dalgaboyu: 439 nm; yayilim
dalgaboyu: 476 nm).

BULGULAR

1-Yonlendirilmis Mutagenez:
Yonlendirilmis mutagenez ile
listelenen rekombinant

asagida
vektorler

olusturuldu. N-ucu pozisyon 1 eCFP ve
diger iki pozisyonun SynDAT iizerindeki
sematik gorlntiisii sekilde goriilmektedir
(Sekil 1).

Sekil 1: (4) N-ucuna BsrGI enzim kesim bélgesi yerlestirilmis pcHygroSynDAT vektoriiniin sematik gériiniisii.
(B) eCFP dizisinin takildigi pozisyonlarin SynDAT dizisi iizerinde sematik gosterilisi.
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pcHygroSynDAT N terminal pl eCFP
pcHygroSynDAT p515 eCFP
pcHygroSynDAT p587 eCFP
pcHygroSynDAT p515 eCFP + Baglag
pcHygroSynDAT p587 eCFP + Baglag

Bu amagla kullanilan primerler Tablo 1’de
verilmistir.

2- Geri alim testi sonuclari:

Tiim rekombinant vektorler yoOntemler
boliimiinde anlatildig1 sekilde geri alim
testine tabi tutuldu. Her deneyde kontrol

olarak kararli SynDAT hiicre soyu
kullanildi. Gegici  hiicre  soyunun
kullanildig1t  deneylerde  transfeksiyon

etkinligini arttirmak i¢in Lipofectamine
2000 kullanild1 ve aktivite degerleri ¢ok
diisiik oldugundan, testler 100 — 150 bin

hiicre / kuyu olacak sekilde diizenlendi. N-
ucu eCFP’nin yaban tip proteine yakin
Olciide aktivite gosterdigi saptandi (Sekil
2). Ancak grafiklerden goriildiigii gibi bu
yapilim (konstrakt) disindaki yapilimlarin
(p515, p515+B eCFP, p587 ve p587+B)
diisik de olsa yaban tip dopamin
tastyicisina benzer bir ilginlik (afinite, Ky,)
gosterdigi (Tablo 2), ancak dopamin geri
allminin ¢ok diisiik oldugu, yani dort
proteinin  de  etiketin  takilmasiyla
islevlerini  kaybettigi saptand1  (Sekil
3B,D). Hem p515 hem de p587 i¢in baglag
iceren ve igermeyen formlarda da islev
bakimindan bir farklilik saptanmadi (Sekil
3CE).

Tablo 1: Asagida yalnizca "ileri" yonelimli primerler verilmistir. “Ters” primerler ayni dizilerin biitiinleyici
(komplementer) tersinin alinmasi ile olusturulmustur.

Nucu pl BsrGI SynDAT

p515 BsrGI SynDAT

5’-ACCCAAGCTTCTGTACAAGATGAGCAAGTCCA-3

5’- CAGATGACCGGTCAGTGTACACGGCCCAGCC -3’

p587 BsrGI SynDAT 5’- AGCCTGCCCGGAAGCTGTACATTCCGGGAGAAG -3’
eCFP_for 5’- GGTCTGTACAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG -3’
eCFP+B_for 5’ -GCCACCTGTACAGGAGGTGGAGGTATGGTGGAGCA

AGGGC -3’

Tablo 2: eCFP ile etiketlenmis ve dopamin tasiyiciy1 eksprese eden yapilimlarin geri alim degerlerine ait kinetik
sabitler®.

ECso K. (DA) Vinax

M pM pmol/dak/10° hiicre
Kontrol (SynDAT) 1.4 (0.9-2.3) 1.4 12.2
N-ucu pleCFP 0.6 (0.43-0.85) 0.55 3.8
p515 eCFP 40 40 32
p515 +B eCFP 48.7 48.7 2.0
p587 eCFP 3.0 2.9 0.2
p587 +B eCFP 0.45 0.5 0.09
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NTp1eCFP dopamin gerialim egrisi

|  synDaT NTp1CFP
ECA0 | 1.4665e-006 6.1227e-007

20000 =
m SynDAT

L a NTpleCFF

10000 +

*H-DA gerialim
{epmMD0.000 hilere)

w9 8 37 5 5 & 3 2
log dopamin kons. [M)

Sekil 2: Sentetik insan dopamin tasiyicisi (SynDAT) min N-ucuna eCFP geninin takilmasiyla olusturulan
pcHygro NTpleCFP SynDAT vektériiniin dopamin geri alim egrisi. Her iki deney de kararli hiicre soylarinda
100.000 hiicre iizerinde gerceklestirilmigtir.
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Sekil 3: Sentetik insan dopamin tasiyicisi (SynDAT) 'nin p515 ve p587. amino asitlerinin yer aldigi noktalara
eCFP geninin eklenmesiyle olusturulan pcHygro p515 eCFP SynDAT ve pcHygro p587 eCFP SynDAT
vektorlerinin ve eCFP nin baglag iceren formlarimin dopamin geri alim egrisi. Bu deneyler gegici hiicre
soylarmda 100.000 hiicre iizerinde ger¢eklestirilmistir.
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3- Mikroskopik Goriintiileme:

CFP filtresi kullanilarak elde edilen
resimler Sekil 4 A ve 4 B’de
goriilmektedir. Sekilde goriildiigii gibi N-
ucu  etiketlemesi  protein  islevini
bozmadigindan, beklendigi gibi protein
zarda eksprese olmustur ve net bir yiizey
ekspresyonu gozlenmektedir (Sekil 4A).
p587+B’de ise yiizey ekspresyonu ile
hiicre i¢i dagilim birbirine yakin
miktarlarda goriilmektedir (Sekil 4B).

A

Gergekten de, p587+B’nin geri alim testi
sonuglar1 yaban tip proteine en yakin
degerleri verdi ve dopamin geri alimi da
diger yapilimlara gorece en yiiksek
degerde elde edildi. Mikroskopta diger
yapilimlarin ~ goriintiilenmesi  ise  bu

hiicrelerde hem protein ekspresyonunun
cok diigiik oldugunu, hem de eksprese olan
proteinin hiicre ylizeyine tasinmadigini
ortaya koydu (veriler gosterilmemistir).

Sekil 4: pcHygro NTpleCFP SynDAT ve pcHygro p587+B eCFP SynDAT vektérleri ile transfekte edilen HEK
293 hiicrelerinin epifloresan mikroskobunda goriintiilenmesi. Panel A’da goriildiigii gibi, geri alim testleriyle de
uyumlu olarak NTpleCFP yapilhimi icin diizgiin yiizey ekspresyonu gézlenmis, B panelinde goriilen p587+B
yapitliminda ise yiizey ekspresyonu ile birlikte yogun bir sitoplazmik dagilim saptanmistir.

TARTISMA

Dopamin tastyicilar kokain ve amfetamin
gibi psikolojik uyaranlarin temel hedefidir.
Amfetamin dopaminle yarisarak dopamin
geri-alimin1  baskilar ve bu da sinaptik
bosluktaki dopamin seviyesinin
yiikselmesine neden olur. Bundan ayr
olarak amfetaminin dopaminin DAT
iizerinden ters yonde (igeriden disariya)
salmmimi  da  arttirdifi  saptanmistir
(dopamine efflux) @ Bu digakinin DAT’1n
substrat baglama bolgelerinin amfetamin
uyarimi sonucu biiyiik dl¢iide hiicre igine
donmesi nedeniyle mi, yoksa amfetamin

indiiklii akimlarin etkisiyle mi
gerceklestigi heniiz acikliga
kavusmamustir.
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Amfetaminin bir bagka etkisi ise DAT in
hiicre i¢ine alinmasi (internalization) ile
kendini gosterir. Amfetaminin protein
kinaz C (PKC) aktivasyonunu arttirdigi,

PKC’nin ise DAT’1n N-ucunu
fosforilledigi  saptanmig; ancak, bu
bulgulara ragmen DAT’in N-ucundan 22
amino  asidin  kaldirilmasinin ~ PKC
fosforilasyonunu engelledigi halde,
internalizasyona etkisi olmadig1

gozlenmistir. N-ucundan kesilmis DAT 1n
substrat baglama, inhibitdr baglama gibi

ozellikleri de  yaban tipe  yakin
bulunmustur. Bu nedenle N-ucu
fosforillenmesinin fizyolojik onemi

anlasilamamigtir. Javitch ve ark. N-ucu
fosforillenmesinin PKC-aktivasyonu ile
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indiiklenen DA dis salinimini etkiledigini,

buradaki serin rezidiilerinin alanin’e
mutasyonu ile  AMPH-indiikli DA
disakisinda  Onemli  oOl¢liide  azalma

saptandigini gostermislerdir ®),

Dopamin tastyicisinin C-ucunun ise daha
once agiklandigi  gibi  endoplazmik
retikulumdan proteinin dogru katlanmis
sekilde ¢ikarak zara yerlesmesinde (yiizey
ekspresyonu), yani protein trafigi ve
stirecinde etkili oldugu disiiniilmektedir
(D Gercekten de, DAT’1n PDZ bélgesine
sahip PICK1 proteini ile etkilestigi
gosterilmis, ancak yeni ¢alismalar bu
etkilesimin ER ihracinda rol almadigini
gosterdiginden PDZ etkilesimlerinin tam

rolii de net olarak aciga cikarilamamistir
@

Bu calismada N- ve C-uglarinin DAT
konformasyonununda ne gibi degisikliklere
yol agtigim1 inceleyebilmek amaciyla,
FRET c¢alismalarinda kullanabilmek tizere
floresan proteinler icin olas1 islevsel
bolgelerin saptanmasi amaglanmistir. Bu
amagla C-ucuna yakin iki bolgeye ve N-
ucuna eCFP proteini takilmistir. Yesil
floresan protein tiirevi olan bu protein 30
kDa civarinda biiyiik bir proteindir ve iki
ucu arasidaki uzaklik 20 A’a yakindir. Bu
uzakligin  yol  agabilecegi  yapisal
sinirlamalar goz oniline alinarak eCFP’nin
uclarma esneklik saglayabilecek  dort
aminoasit takilmig, boylelikle bu baglag

diziyi iceren ve icermeyen formlarin
yaratabilecegi islevsel farklilik
karsilastirilmastir.

Bu caligmada p515 ve p587

pozisyonlarinin eCFP etiketlenmesi icin
uygun olmadigin1 saptamis olduk. Bu
makalede  sonuglar1  gosterilmemekle
birlikte diger ¢caligmalarimizda p513, p597
ve C-ucuna benzer sekilde takilmis eCFP
etiketlerinin de protein islevini bozdugunu
gozlemledik. Daha oOnce yaptigimiz
tetrasistein (F1AsH) etiketleme
calismalarinda p511 konumunun bu etikete
uygun oldugunu gostermistik (yayina
hazirlanmaktadir). Ancak bu konuma
yerlestirilen ~YFP  yine  fonksiyonel
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olmayan bir proteine yol a¢gmustir. Diger
calismalarimizda ise bu calismayla uyumlu
olarak N-ucu pozisyon 1 ve pozisyon 55°¢
yerlestirilen YFP etiketlerinin fonksiyonel
protein olusturdugu saptanmustir.

Sonug olarak hiicre i¢i 5 no’lu halka (IL5)
ve C-ucuna takilan floresan proteinlerin
protein islevini bozdugunu, N-ucunun ise
bu etiketler i¢in uygun oldugunu belirledik.
Buna ek olarak p587°nin baglag ile
etiketlenmis formunda dopamin geri alim
diizeyleri ¢ok diisiik olsa da yaban tipe
yakin bir substrat ilginligi saptandi. Geri

alim  diizeyindeki  disiiklik  yiizey
ekspresyonu ile de paralellik
gostermektedir.  Proteinin  C-ucundan

etiketli bu formu muhtemelen olgunlagsma

ve zara yonelimde olusan bozukluk
nedeniyle diisik yiizey ekspresyonu
gostermektedir. Epifloresan

mikroskoplarin konfokal mikroskoplardan
farkli olarak ylizey odakli caligmamalar
ylizey ekspresyonu konusunda net bir
yorum yapmay1 giiclestirse de p587+B icin
her iki dagilimin (hiicre i¢i ve ylizey) ayn
seviyelerde oldugu soylenebilir.

Bu ¢alismanin sonuglarina dayanarak N-
ucu pl ve p55 konumlar1 ile protein
substrat baglama ve serbestleme kapisini
olusturan hiicre i¢i 3 ve 4 no’lu halkalar
(IL3 ve 1IL4) ftizerinde olas1 islevsel
konumlar1 belirleyerek ilerideki
caligmalarin bu yonde odaklanmasi, C-
ucunun FRET calismalarinda
kullanilabilmesi i¢in ise GFP ve tiirevleri
gibi biiylik proteinlerle etiketleme yerine
farkli problarin denenmesinin akillica bir
yaklagim olacagi sonucu ¢ikarilabilir.
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