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1. GIRIS
1.1. MEMBRANDA MADDE TASINIMI

1.1.1 Madde Tasinimimim Prensipleri

0O, ve CO; gibi polar olmayan molekiiller, hiicre membranint derisimlerinin yiiksek
oldugu taraftan diisiik oldugu tarafa difiizyon yoluyla gegebilirler. Difiizyon hizi
kismen molekiiliin biiytikligline ve agirlikli olarak yagda ¢6ziinebilirligine baghidir.
Ancak, polar molekiiller veya iyonlar bir derisim gradyenti olsa bile membrani
difiizyon yoluyla gecemezler. Bu molekiillerin hiicre membranindan gegisi i¢in bazi
tasima mekanizmalart mevcuttur. Bunlar, tastyict proteinler ve iyon kanallaridir.

(Alberts,1989)

1.1.2 Tasiyic1 Proteinler ve Aktif Membran Tasinimi

Tastyic1 proteinler, tasiyicist olduklar1 molekiil kendilerine baglandiktan sonra
konformasyonel degisiklige ugrarlar ve membranin diger tarafina s6zkonusu
molekiili birakirlar. Tasima islemi, konstrasyon gradyenti yoOniinde oluyorsa
“kolaylastirilmis difiizyon”, derisim gradyentinin tersi yoniindeyse (gerceklesmesi

icin enerji gerekiyorsa) “aktif transport” adini alir (Aberts,1989).

1.2. P2X RESEPTOR AILESI

P2X reseptorleri P2Y reseptorleriyle beraber piirinerjik reseptor ailesine mensuptur.
P2Y reseptorleri G-proteini kenetli reseptorler iken, P2X reseptorleri hiicre disi
agonist baglanmasiyla aktive olarak selektif olmayan bir katyon kanali olusturan
“iyon kanali kenetli” membran reseptorleridir. ATP, UTP gibi purin ve primidinler
bu reseptorlerin dogal agonistidir. Bu reseptdrlerin uzunluklar: 384 ile 595 aminoasit
arasinda degismektedir. P2X reseptorlerinin 7 alt tipi vardir: P2X;, P2X,, P2Xj3,
P2X,4, P2Xs, P2Xs, P2X;. Bu alttipler kendi aralarinda heteromerizasyon
yapabilmektedirler (P2X,/P2X5, P2X4/P2X¢, P2X,/P2X5).



Tim P2X reseptorleri tek degerlikli kiigiik katyonlara ge¢irgenken, bazilar1 kalsiyum
yada anyonlara da gecirgen olabilmektedir P2X; reseptoriiniin uyarilmasi kiigiik
katyonlara gecirgen bir kanal olusturmakla beraber, diger P2X reseptorerlerinden
farkli olarak 900 Da’a kadar molekiil agirligina sahip biiyiik molekiillere de gegirgen
bir yolak aktive ettigi, ayrica hiicre i¢inde baska sinyal yolaklarin1 da aktive ettigi
bilinmektedir (North, 2002). Bu yanitlarin olusmasinda bazi aksesuar proteinlerle
etkilesimin gerektigi diisliniilmektedir (Kim ve ark., 2001). Bazi1 hiicreler birden fazla

tip P2X reseptdrii tastyabilmektedir.

1.3 P2X; RESEPTORU

P2X; reseptorii ilk defa Surprenant ve arkadaslar1 tarafindan 1996’ da fare makrofaji
ve beyninden klonlanlanmigtir. Diger P2X reseptorleri gibi iki transmembran
bolgesine sahiptir. Agonist uygulamasindan c¢ok kisa bir siire (ms) sonra kiiciik
katyon secici bir iyon kanali agmasi diger P2X’lerle ortak noktasiyken, uygulamadan
saniyeler sonra ethidium bromide ve YO-PRO-1 gibi biiyiik floresan molekiillere de
gecirgen bir por agmasi Ozelligiyle farklilik gostermektedir (North,2002; North and
Surprenant, 2000). Ayrica bu reseptoriin aktive olmasinin hiicrelerde sisme,
membranda bleblenme gibi degisikliklere neden oldugu bilinmektedir. P2X;
reseptorii eksprese ettirilen HEK-293 hiicreleriyle yapilan deneylerde ATP veya
BzATP uygulamasindan sonra gozlenen blebler 1-10 uM boyutlarindadir (North,
2002).

Hiicreici karboksi terminali diger P2X reseptorlerinden farkli olarak 177 aminoasit
kadar daha uzundur (Surprenant ve ark., 1996). Bu uzun aminoasit dizisinin
reseptOriin por olusturmasinda gerekli oldugu delesyon calismalari ile gosterilmistir

(Surprenant ve ark., 1996).

1.3.1 Yapis1 ve Fonksiyonu

P2X; reseptorii 595 aminoasitten olugsmakta, sistein aminoasiti bakimindan zengin ve
uzun karboksi terminaliyle diger P2X’lerden farklilik gdstermektedir. Yukarida da
belirtildigi gibi diger P2X’lerden 177 aminoasit kadar uzundur. Iki tane



transmembran bolgesi bulunmaktadir ve fonksiyonel kanalin tetramerik oldugu 6ne

stiriilmektedir (North, 2002).

1.3.2 Agonist ve Antagonistleri

P2X; reseptoriinii agonistleri bakimindan diger P2X reseptdrlerinden ayiran 4 ana
ozellik vardir: 1) Agonist olarak yiiksel derisimde, yani 100 uM’dan fazla ATP’nin
gerekmesi 2) 2-,3--(benzoyl-4-benzoyl)-ATP (BzATP)nin ATP’den daha potent
olmas1 3) Hiicredisi magnezyum veya kalsiyumun disiiriilmesiyle ATP ve BzATP
yanitlarinin biiytimesi 4) Uzun agonist uygulamasi ile desensitizasyon goriilmemesi

(North, 2002).

Klonlanmis sigan P2X7 reseptorii lizerinde agonistlerin potens siralamasi su
sekildedir: 3’-O-(4-benzoyl)benzoyl ATP (BzATP)>> adenosine 5’-triphosphate
(ATP) >> 2-methylthio ATP (2MeSATP) >adenosine 5’-O-(3-thiotriphosphate)
(ATPyS) >adenosine 5’-diphosphate (ADP) (Surprenant ve ark., 1996).

Sican P2X; reseptorii eksprese eden HEK-293 hiicrelerinde ATP ile olugan YO-
PRO-1 girisini etkin sekilde inhib eden PPDAS’1in (PPADS, pyridoxalphosphate-6-
azophenyl- 2’,4’-disulfonic acid), fare P2X; reseptorii eksprese eden hiicrelerde bu
inhibisyon etkisi anlamli olarak daha az bulunmustur (Chessell ve ark.,1998). Bir
baska P2X ve P2Y antagonisti olan suramin, P2X; kanalin1 inhibe etmekte diger
antagonistlere gore biraz daha zayiftir. Okside ATP (oxATP) tersinmez bir
inhibitordiir ve etkinlik gosterebilmek i¢in 1-2 saatlik inkiibasyon siiresi
gerektirmektedir. Baska smif P2X; antagonistleri arasinda calmidazolium, 1-[N,O-
bis(5-isoquinolinesulfonyl)-N-methyl-L-tyrosyl]-4-phenylpiperazine  (KN-62) ve
benzeri bilesikler de sayilabilir. Ancak Calmidazolium, sigan ve insan P2X;
reseptorii eksprese eden HEK-293 hiicrelerinde, BZATP indiiklemeli kanal akimini
inhibe ederken, YO-PRO-1 girisini inhibibe edememektedir. (Surprenant ve ark.,
2005). KN-62 ise insan ve fare P2X7 reseptorii kanal akimini inhibe ettigi gibi,

floresan boya girisi de inhibe etmektedir.



Ayrica, hiicredis1 soliisyonda ¢ift degerlikli iyonlarin varligi P2X7 aracili boya
girisini inhibe etmektedir. Mg®", Ca®’, Cu’" ve Zn®*" gibi iyonlarin hiicredist
sollisyona eklenmesiyle yapilan c¢aligmalar boya girisinde agik bir inhibisyon

oldugunu gostermistir. (Virginio ve ark., 1997)

HEK-293 hiicrelerinde gerek ATP gerekse BZATP indiiklemeli kanal akimlar1 birkag
saniyelik agonist uygulamasiyla desensitizasyon gdstermemekle beraber, daha uzun

uygulamalarda iyonik akimin biiyiikliiglinde artis olmaktadir (North, 2002).

1.3.3 Por Yapis1 ve Aktivasyon Mekanizmasi

P2X; reseptorii hakkinda- yapisina, agonistleri ve antagonistlerine dair- her ne kadar
bilinenler olsa da; biiylik molekiillerin gecisini saglayan bu yolaga net olmayan bir
sekilde “secici olmayan por” denmektedir. Bu “por’un” aktivasyon mekanizmasi ve
yapis1 bugiin i¢in net bir sekilde bilinmemektedir ve P2X; reseptorii tarafindan aktive
edildigi iddia edilen bu por net bir sekilde karakterize edilememistir. Ancak
literatiirde bu porun aktivasyon mekanizmasina dair iki farkli goriis bulunmaktadir:
1) reseptdr agonist baglandiktan sonra P2X; reseptorii once kiiciik katyonlara
gecirgen bir kanal olarak aktive olur ve bir siire sonra da genisleyerek biiyiik
molekiillere gegirgen bir pora doniisiir. 2) P2X5 reseptoriiniin kendisi ligand bagimli
bir iyon kanali olustururken, bu reseptoriin acgtig1 por reseptorden farkli bir proteindir
ve bazi1 araci proteinler ya da coziinen hiicre i¢i ikinci haberciler araciligi ile
uyarilmaktadir. Boya girisi ile kanal akiminin birbirinden ayr1 inhibe edilebildigini
gosteren caligmalar ikinci goriise literatiirde agirlik kazandirmistir. (Virginio ve
ark.,1997) Boya girisinden sorumlu por icin herhangi bir secicilik heniiz
bilinmezken, iki biiyiik katyon olan NMDG" ile YO-PRO-1’ in aym pordan
geemedigi de iddia edilmistir (Jiang ve ark., 2005).

Reseptoriin por aktive etmek icin Ca®"'u ikinci mesajci olarak kullandigy, dolayisiyla
da por aktivasyonu igin hiicrei¢i Ca®"'un derisiminde bir artisin gerekli olup olmadig
konusu tartismalidir. Fare makrofajlarmda Ca*un, P2X; reseptoriiniin por

olusturmasi i¢in gerekli bir ikinci mesajc1 olduguna dair ¢alismalar bulunuyorsa da



(Faria ve ark., 2004), ayni hiicrelerde por olusumunun hiicreici Ca®" artisim

gerektirmedigine dair karsit bulgular da vardir (Cruz ve ark., 2006)

Ote yandan, P2X; reseptoriiniin aktive ettigi porun pannexin-1 adli bir protein
olduguna dair yayinlar da mevcuttur (Pelegrin P. ve Surprenant A., 2006).
Pannexin'ler “gap-junction” olusturan bir protein ailesidir. iki hiicre arasinda gap-
junction olusturarak biiyiik molekiillerin alig-verigini saglayabilmenin yaninda,
“hemichannel” olusturduklar i¢in de bagka bir hiicrenin varligina gerek duymaksizin
hiicreyle dis ortam  arasinda  biliylik  molekiillerin  alig-verigini  de
saglayabilmektedirler. Pannexin'ler i¢in  herhangi bir segicilik  ozelligi
bilinmemektedir, 1000 Da'a kadar olan molekiilleri gecirebilen non-selektif porlar
olusturdugu sdylenmektedir (Pelegrin and Surprenant, 2007). Ancak bu konuda kesin
bulgular eksiktir. P2X; reseptoriiniin por olusturmasinda pannexin-1 bagimli ve
pannexin-1 bagimsiz olmak lizere iki yolagin aktive olduguna dair bulgular da
mevcuttur. Pannexin-1 proteini gerek inhibitér peptitlerle gerekse siRNA (small
interference RNA) kullanilarak inhibe edilmis ve pannexin-1 varlifinda goriilen
Ethidium Bromide girisinin ancak bir kism1 bu sekilde inhibe edilebilmistir (Pelegrin
ve Surprenant, 2006). Ayrica fare makrofajlarinda yapilan patch-clamp deneylerinde
ATP ile aktive olan yiiksek gecirgenlige sahip porlarin aktive oldugu da gozlenmistir
(Faria ve ark., 2004).

Bu tez ¢elismasinda, P2X7 reseptoriiniin aktive ettigi s6z konusu porun gegirgenlik

ozellikleri ve por aktivasyonunda hiicre i¢i Ca*" un rolii incelenmistir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kiiltiir Hiicrelerinin Bityiitiilmesi

Calismada, kalic1 olarak sigan P2X7 reseptorii eksprese ettirilmis insan HEK-293 ve
endojen olarak fare P2X5 reseptorii tasiyan makrofaj kdkenli fare hiicresi olan RAW
264.7 hiicre serileri kullanilmistir. Kalic1 olarak P2X; reseptorii transfekte edilen
HEK-293 hiicreleri makalenin bundan sonraki bodliimlerinde HEK-K4 olarak
anilacaktir. HEK-K4 hiicreleri %10 fetal calf serum (FCS) iceren DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (GIBCO BRL Life Tech. NY, ABD)
soliisyonu i¢inde 37°C’de, pH dengesinin korunmasi i¢in %5 CO, igeren ortamda 75

cm”lik kiiltiir flasklar1 icinde biyiitilmiistir. RAW 264.7 hiicreleri ise ayn fiziksel
kosullar altinda %10 fetal calf serum (FCS) igeren RPMI (GIBCO BRL Life Tech.

NY, ABD) soliisyonu i¢inde biiyiitiilmiistiir.

HEK-K4 ve RAW 264.7 hiicreleri iginde bulunduklar flaskin ytizeyinin %70-80’ ini
kapladiklarinda PBS (phosphate buffered saline)-EDTA (1 mM) ile 5 dakika 37° C’
de bekletilmek suretiyle (HEK-K4 hiicreleri i¢in) veya plastik kiirek ile flask
tabanindan kazinarak (RAW 264.7 hiicreleri icin) kaldirilarak yuvarlak cam

lamellere ekilip, 2-4 giin sonra deneye alinmistir.

2.2 Kalic1 Transfeksiyon

HEK-K4 hiicrelerine kalic1 transfeksiyon islemi i¢in kullanilan sican P2X; reseptorii
geni tagtyan plazmid Dr. Alan NORTH’dan temin edilmistir. Hiicrelere transfeksiyon
yapildiktan sonra geneticin ve %10 fetal calf serum (FCS) iceren DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (GIBCO BRL Life Tech. NY, ABD)
soliisyonu iginde 37°C’de, pH dengesinin korunmasi i¢in %5 CO; igeren ortamda 96
kuyuluk plaklarda biiyiitiilmiistiir. Geneticine direncli hiicreler segilerek 6 kuyuluk

plaklara aktarilmis ve hiicre i¢i Ca® artislari Slgiilmistir. P2X; reseptori



yoklugunda gegici olarak artan hiicre ici Ca®" derisimi, reseptdriin basariyla eksprese
edildigi durumda kalic1 olarak artmistir. Bu artis1 gosteren klon ¢ogaltilarak HEK-K4

olarak adlandirilmis ve tiim tez ¢alismasinda bu klon kullanilmistir.

2.3 Floresan Boya Girisi Ol¢iimii

HEK-K4 ve RAW 264.7 hiicrelerinde ATP ile aktive edilen porun segicilik
Ozelliklerinin belirlenmesi icin c¢esitli biiyiikliikte ve farkli elektriksel yiiklerde
floresan boyalar kullanilmistir. Bu floresan boyalarin pozitif yiikli olanlar1 Ethidium
Bromide (314 Da), YO-PRO-1 (375 Da), YO-YO-1(762 Da) ve TO-TO-1(894 Da) ve
negatif yiikli olanlar1 ise Lucifer Yellow (443 Da), Calcein (622 Da) dir. Floresan
boyalarin hiicre igine girislerinin takip ve Ol¢limil i¢in kiivet spektroflorimetresi
(Jasco FP 6500 STR 313, Japonya), konfokal mikroskop (Leica TCS-SP5, DMI
6000) ve floresan mikroskoba (Nikon TE-300, Nikon corp., Japonya) bagli bir ICDD
kamera (IC-300, Photon Technologies International, NJ, ABD) kullanilmistir. Tiim
deneyler 37°C’ de yapilmistir

2.3.1 Negatif Yiiklii Floresan Boya Girisi Ol¢iimii

Lucifer Yellow ve Calcein floresan boyalart negatif yiiklii olup, hiicre i¢inde de
disinda da floresandirlar. Hiicrenin i¢i ile disindaki floresansi ayirabilmek ve
boyalarin hiicre icine girisini izleyebilmek i¢in konfokal mikroskobu (Leica TCS-
SP5, DMI 6000) kullanilmistir. Bunun i¢in, lamellerde biiyiitiilen hiicreler ikiser defa
banyo soliisyonu (125 mM NaCl, 5 mM KCl, 20 mM HEPES, 1 mM MgCl,, 1,5 mM
Ca*™ pH:7.4 ) ile yikandiktan sonra ve lameller teflon cidarli bir banyoya
yerlestirilmis, banyoya Lucifer Yellow (500 uM) veya Calcein (500 uM) iceren KCI
soliisyonu (5 mM NaCl, 150 mM KCI, 10 mM HEPES pH:7,8 ) eklenmistir.
Floresan boyanin uyarilabildigi dalgaboyundaki lazer ile aydinlatilan hiicrelerde x-y
diizleminde tarama yapilmis ve floresan 1sinim bir “pinhole”dan gegirilerek yalniz
taramanin yapildigi odak diizleminden 1s1k toplanmasi saglanmistir. Bu yolla dar bir
konfokal kesite ait bir goriintii olusturulmustur. Diger bir deyisle, konfokal

mikroskobu kullanilarak hiicreden sadece istenilen bir kesit goriintiilenmistir.



Agonist uygulamasindan sonra farkli derinliklerden elde edilen kesit desteleri (z-
stack) kesitler taranip zaman i¢inde bu tarama sabit araliklarla tekrarlanmistir. Bu
sekilde zamanla hiicreye giren boyanin olusturdugu floresans artis1 ger¢ek zamanli
olarak izlenmis ve Olclilmiistir. FElde edilen bu optik kesit goriintiileri
degerlendirilirken, hiicrelerin sitoplazmalarini i¢ine alacak sekilde ROI'ler ¢izilmis
ve bu ROI'lerin iginden gelen ortalama floresans, hiicredisina ¢izilmis ROI'lerin
icinden gelen ortalama floresansa oranlanmigstir. Konfokal mikroskop kullanilarak
elde edilen hiicre goriintiileri ve bunlardan yapilan degerlendirme islemine bir 6rnek

sekil-2.1 de goriilmektedir.



Alusuau) uesy

I e O e R T L S e T, T

i 04 0.2 1] 0.4 0.4 0.8 0.7 0.2 [IR] 1 1.1 12 13 1.4
[Ks]

Sekil-2.1: Konfokal mikroskobuyla elde edilen Lucifer Yellow giris ol¢ciimii 6rnegi. Konfokal
mikroskobuyla negatif yiiklii boyalarm hiicre igine girisleri dlgiiliirken hiicreleri igine alacak sekilde
ROT’ler ve hiicre dist ortamda “background” ROI’si ¢izilmistir. Herbir ROI’den gelen ortalama
floresans sinyali “background” sinyaline oranlanarak bir normalizasyon yapilmistir. A) ATP (1mM)
uygulamasi oncesi B) ATP (ImM) uygulamasindan 6 dakika sonra C) ATP (1mM) uygulamasindan
20 dakika sonra hiicrelerin gériiniimleri
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Negatif boya girisi 6l¢limii i¢in ayrica floresan mikroskobu da kullanilmistir. HEK-
K4 ve RAW 264.7 hiicreleri deneyden 6nce banyo soliisyonu (125 mM NaCl, 5 mM
KCl, 20 mM HEPES, 1 mM MgCl,, 1,5 mM Ca*" ,pH:7,4 ) ile iki defa yikanmuis,
hiicrelerin bulundugu lameller iki gruba ayrilmistir. Lamellerden bir grubu, bazal
boya girisinin goriilmesi icin 1 mM Lucifer Yellow veya calcein bulunan KCI
soltisyonu (5 mM NaCl, 150 mM KCIl, 10 mM HEPES pH:7,8 ) ile 20 dakika
stireyle, 37° C’ de inkiibe edilirken; reseptor aktivasyonu nedeniyle olusan boya
giriginin gézlenmesi i¢in de diger lameller floresan boya ve 1 mM ATP bulunan KC1
sollisyonu ile 20 dakika siireyle, ayni fiziksel sartlar altinda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda hiicre disinda kalan boyanin ve ATP nin tamamen yikanmas1
icin, hiicreler birkag defa Mg”" igeren banyo soliisyonuyla yikanmustir. Daha sonra
lameller, floresan mikroskop tablasina yerlestirilip, lamelin ¢esitli bolgelerinden
alman 151k ve floresan goriintiileri fotograflanmistir. Elde edilen fotograflardan boya
almis hiicrelerin tiim hiicre sayisina orani bulunmustur. Bu oran boya girisinin bir

Olciisii olarak tanimlanmustir.

2.3.2 Pozitif Yiiklii Floresan Boya Girisi Ol¢iimii

DNA'’ya baglandiklar1 zaman floresan 1s1ma yapan Ethidium Bromide, YO-PRO-1,
YO-YO-1 ve TO-TO-1 boyalarinin hiicre i¢ine girisinin 6l¢iimii icin ICCD kamera,

konfokal mikroskop ve kiivet spektroflorimetresi kullanilmistir.

HEK-K4 ve RAW hiicreleri deneyden 6nce banyo soliisyonu (125 mM NaCl, 5 mM
KCl, 20 mM HEPES, 1 mM MgCl,, 1,5 mM Ca* ,pH:7,4 ) ile iki defa yikanmus,
lameller bir inverted mikroskopa yerlestirilmistir. Sonrasinda YO-PRO-1(5 puM),
YO-YO-1(5 uM), TO-TO-1 (5 uM) veya Ethidium Bromide (10uM) igeren KCI
sollisyonuna (5 mM NaCl, 150 mM KCI, 10 mM HEPES pH:7.8 ) alinmislardir.
ImM ATP uygulanmis, reseptor aktivasyonuna bagli olarak boya girisi, boyalar
uygun dalgaboylarinda uyarilip, bir ICDD kamera (IC-300, Photon Technologies

International, NJ, ABD) yardimu ile floresan 1sinim gdériintiilenmistir.
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Pozitif boyalarin hiicre icine giriginin Olglimiinde ayrica konfokal mikroskop da
(Leica TCS-SP5, DMI 6000) kullanilmigtir. Yukarida bahsedilen yoOntemle
hazirlanan hiicrelerde s6z konusu pozitif boyalar sadece DNA'ya baglandiklarinda
floresan 1s1ma yaptiklart icin, kesitin hiicrenin hangi kismindan alindigina baglh
olarak floresan siddeti de degisecektir. Sadece stoplazmadan gegen bir kesit
alindiginda floresans ¢ok diisiik, ¢cekirdekten gecen bir kesit alindiginda ise floresans
cok biiylik olacaktir. Hiicrelerin 6zellikle ATP uyarimindan sonra her yonde hareket
ettikleri de disiiniildiigiinde bu durumun yaratacagi problemleri engellemek igin
yukarida bahsedildigi gibi farkli odak derinliklerinde elde edilen x-y taramalar
yoluyla “z-stack”ler elde edilmistir. Her bir zaman noktasi i¢in bir hiicreden gelen
floresan 151k “z-stack” boyunca integre edilerek hiicrelerin tiim hacim icindeki
floresansin toplami Olciilmiistiir ve bu floresansin zamanla nasil degistigi takip
edilmistir. Elde edilen bu goriintiiler degerlendirilirken, hiicreleri icine alacak sekilde
ROTI'ler ¢izilmis ve “z-stack” boyunca bu ROI i¢inden gelen floresans toplanmis ve o
hiicreden gelen toplam floresans elde edilmistir. Ancak HEK-K4 hiicrelerinin asir1
hareketli olmalar1 nedeni ile tek tek hiicrelerden dl¢lim yapilamamis bunun yerine
tiim hiicrelerden gelen toplam floresans Ol¢iilmiistiir. Gorlintiilerin elde edilmesi ve
degerlendirilmesinde Leica Advance Fluorescence (Lieca) programi kullanilmustir.
Konfokal mikroskop kullanilarak elde edilen hiicre goriintiileri ve bunlardan yapilan

degerlendirme islemine bir 6rnek sekil-2.2 de goriilmektedir.



Sekil-2.2 : ATP uygulamasina bagh olarak goriien pozirif boya girisi 6l¢iim 6rnegi. A) hiicrelerin
ATP uygulamasindan dnceki ve 20 dakika sonraki 151k ve floresan forograflari. B) hiicrelerde taranan
kesitlerin goriintiisii ve ROI lerden dlgiilen ortalama floresans siddet degisim egrisi.

12
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Sekil-2.2 devam : ATP uygulamasina bagh olarak goriien pozirif boya girisi 6lciim 6rnegi. A)
hiicrelerin ATP uygulamasindan 6nceki ve 20 dakika sonraki 11k ve tek bir z-kesitinden alinan
floresan forograflari. B) hiicrelerde taranan farkli derinlikteki z-kesitlerinin goriintiisii ve ROI lerden
Olciilen ortalama floresans siddet degisim egrisi. Sekilde her bir z-kesitinden elde edilen goriintii ve
oOl¢iilen floresans siddetleri goriilmektedir.



14

HEK-K4 hiicrelerinin ATP uygulamasina bagl olarak sekil degistirmelerinin
yaninda lamel tabanindan da kalkmalar1 ve buna bagli olarak izlenmelerindeki
zorluklar nedeniyle, pozitif boyalarin hiicre i¢ine girisinin 6l¢iilmesinde ayrica kiivet
spektroflorimetresi de kullanilmistir. Bunun igin, 75 cm®lik flasklarda biiyiitiilen
hiicreler PBS (phosphate buffered saline)-EDTA (1 mM) ile 5 dakika inkiibe edilmek
suretiyle kaldirilmig ve 70 G'de 3 dakika santrifiij edilerek yikandiktan sonra DMEM
icinde 40-45 dakika kiiltiir etiiviinde bekletilmistir. KCl sollisyonu icinde tekrar
suspanse edilip spektroflorimetre kiivetine alinan hiicrelere ATP (1mM) uygulanmus,
uygun dalgaboyunda 1sikla uyarilarak hiicrelerden gelen floresan 1sik toplanmuistir.
Deney siiresinin sonunda (20 dakika), tiim DNA'nin boya baglamas1 i¢in membrani
permeabilize eden bir deterjan olan Triton-X100 uygulandiktan sonra floresans
Olciilmiis ve bu deger maksimum floresans olarak kabul edilmistir. Deneyden elde
edilen floresans siddeti bu durumda elde edilen maksimum floresans degerine
oranlanarak hiicre sayisinin katkisi ortadan kaldirilmis ve bir normalizasyon
yapilmistir. Deneyler 37°C de, hiicreler manyetik bir karistirct ile siirekli

karistirilarak yapilmistir.

2.4 Hiicre ici Ca** Derisimi Ol¢iimii

Br-A23187 (10 uM) uygulamastyla hiicre ici Ca*" derisiminin arttirilip arttirilmadigt
veya BAPTA-AM ile yiiklenen hiicrelerde hiicre i¢i Ca®" derigimi artigma engel
olunup olunmadigi, Fura-2 ile hiicre i¢i Ca®" derisimi 6l¢iimii yapilarak

incelenmistir. Tiim deneyler 37°C de gerceklestirilmistir.

Hiicre igi Ca®" derisiminin Br-A23187 (10 uM) ile ne kadar arttirilabildiginin mutlak
degerlerle Olgiilmesi ic¢in, lamellere ekilmis hiicreler deney Oncesi banyo
sollisyonuyla (125 mM NaCl, 5 mM KCI, 20 mM HEPES, 1 mM MgCl,, 1,5 mM
Ca** ,pH:7,4) birka¢ defa yikanmis, banyo soliisyonu i¢inde 4 uM Fura-2AM ile oda
sicakliginda 50 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler yine
banyo soliisyonuyla yikanmistir. RAW 264.7 hiicreleri 1.2 mM Ca’" igeren KCl
solisyonuna 5 mM NaCl, 150 mM KCl, 10 mM HEPES, 1.2 mM Ca** pH:7,8 ),
HEK-K4 hiicreleri ise 5 mM Ca®" igeren KCI soliisyonuna (5 mM NaCl, 150 mM
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KCl, 10 mM HEPES, 5 mM Ca®", pH:7,8) alinmustir. Bir inverted mikroskop altina
yerlestirilen hiicrelerde mikroskoba bagli bir monokromatoér aydinlatma ve PMT
Olciim sistemi (Ratiomaster, Photon Technologies International, NJ, ABD)
kullanilarak, 340nm, 380 nm’ de ve 358 nm’ de uyarilan ve 510 nm’ de emit edilen
floresan 151k Slciilmiistiir. Ol¢iimlerin kaydedilmesi ve degerlendirilmesinde FELIX
yazilimi (Photon Technologies International, NJ, ABD) kullanilmistir. 10 uM Br-
A23187 uygulanilarak 5 mM Ca®" veya 1 mM EGTA igeren ¢ozeltilerde elde edilen
maksimum ve minimum f{340/f380 oranlar1 kullanilarak yapilan kalibrasyon ile

hiicrei¢ci Ca”" derisimi hesaplanmustir.

Hiicre i¢i ve disina eklenen Ca”" celatorlerinin hiicre i¢i Ca*" derisimi artisini etkin
bir sekilde engelleyip engellemedigini kontrol etmek amaciyla da bir dizi 6l¢iim
yapilmistir. Bu amagla Fura-2 nin yani1 sira BAPTA-AM (20 uM) ile inkiibe edilen
hiicreler 1| mM EGTA igeren banyo ¢ozeltisinde uyarilmis ve hiicre i¢i Ca®" artigt
izlenmistir. Lamel tabanindan kalkmalar1 ve izlenmelerindeki zorluk nedeniyle HEK-
K4 hiicreleri icin kiivet spektroflorimetresi, RAW 264.7 hiicreleri icin ise
mikroskoba bagli spektroflorimetre sistemi kullanilmistir. Sonuglar sadece £340/£380

orani olarak verilmistir.



16

3. BULGULAR

Kalic1 olarak disaridan sican P2X; reseptorii eksprese ettirilen HEK-293 hiicreleri ve
endojen olarak fare P2X7 reseptorii ekpres eden RAW 264.7 hiicrelerinin ATP (1
mM) uygulamasimi takiben YO-PRO-1 gibi biiyiilk molekiil agirlikli floresan
boyalara gegirgen hale geldikleri ve bu boya girisine membranda bleblenmenin eslik
ettigi literatiirde bilinmektedir (North, 2002). Bu bilgilerle uygun olarak, bu tez
calismasinda gergeklestirilen deneylerde, her iki tip hiicrede de ATP (1 mM)
uygulamasint takiben hiicre icine floresan boya girisi, hiicre membraninda
bleblenme, hiicrelerin yapisik olduklar1 lamelden kalkma gibi davraniglar

gbzlenmistir (Sekil-3.1).

Caligmada kullanilan HEK-K4 ve RAW 264.7 hiicrelerinde goriilen ATP uyarist ile
hiicre i¢ine floresan boya giriginin P2X5 reseptoriinden kaynaklandig1 yapilan kontrol
deneyleriyle gosterilmistir. Bununla ilgili bulgular sdyle siralanabilir; 1) P2X;
reseptoriinii  kalici olarak eksprese eden HEK-K4 hiicreleri ATP (1 mM)
uygulamasindan sonra YO-PRO-1 alirken, bu girig P2X; reseptorii eksprese etmeyen
HEK-293 hiicrelerinde gorilmemistir. 2) P2Y reseptorlerini uyaran ancak P2X
reseptorlerini uyarmayan bir agonist olan UTP (ImM) RAW 264.7 hiicrelerinde
herhangi bir YO-PRO-1 girisi olusturmamistir. Dolayisiyla aktive olan reseptor P2Y
reseptorlerinden biri degildir. 3) P2X; reseptoriinii diger P2X’lerden ayiran bir
0zellik BZATPmin agonist olarak ATP'den ¢ok daha potent olmasidir. Bu kriterle
uygun olarak, RAW 264.7 hiicrelerinde ayn1 derisimde (20 uM) kullanilan BZATP
ve ATP agonistleri arasinda BZATP yanit olustururken ATP olusturamamistir (Data

gosterilmemistir).

HEK-K4 ve RAW 264.7 hiicrelerinde ATP (1 mM) uygulamasina baglh olarak
goriilen floresan boya girisinden, bu hiicrelerde bulunan P2X; reseptoriiniin sorumlu
oldugu gosterildikten sonra aktive olan boya gecirgen yolagin segicilik 6zellikleri ve

aktivasyonunun hiicre ici Ca®" a bagli olup olmadigina dair deneylere gecilmistir.
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Sekil-3.1: ATP uygulamasiyla P2X,; uyarisina bagh olarak hiicrelerde olusan sekil
degisikliklerinin 151k mikroskobuyla elde edilen goriintiilleri ve boya girisinin floresan
mikroskopla elde edilen goriintiilleri. A) Lamellerde biiyiitiilmiis hiicrelerin ATP (1 mM)
uygulamasi oncesi 151k goriintiisii (solda) ve floresan goriintiisii (sagda) B) ATP (1 mM) uygulamasi
sonrast 20. dakikada 1sik goriintiisii (solda) ve floresan goriintiisii (sagda) (Sekilde RAW 264.7
hiicreleri ve ATP uyar1 sonrast YO-PRO-1 almalar1 dolayisiyla hiicre iginde dzellikle ¢ekirdek ve
cekirdekeikteki floresans siddetindeki artma goriilmektedir)
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3.1 HEK-K4 Hiicreleri Nominal Ca*" suz Soliisyonda ATP Uygulamasina Bagh
Olarak YO-PRO-1ve TO-TO-1 Gegirmektedir

Nominal Ca*"'suz soliisyonda HEK-K4 hiicrelerine ATP (1 mM) ile P2X; reseptor
uyarisindan sonra, bu hiicrelerin YO-PRO-1 (375 Da) ve TO-TO-1 (894 Da)
gecirmelerine ragmen Lucifer Yellow (443 Da), Calcein (622 Da) gecgirmedikleri
goriilmiistiir. (Sekil-3.2) YO-PRO-1 girisi ATP uygulamasi olmadan hemen hemen
hic yok gibidir. TO-TO-1 girisi ATP wuygulamast olmadan da bir miktar
goriilebiliyorsa da bu girisi ATP uygulamasiyla olusan girisle karsilastirildiginda
thmal edilebilecek diizeydedir. (Sekil-3.2B) ATP uygulamasi olmadan goriilen
Lucifer Yellow girisi ATP ile goriilenle farklilik gostermemektedir. (Sekil-3.2C)
Calismamizda her ne kadar pozitif yiiklii boyalar olan YO-PRO-1 (375 Da) ve TO-
TO-1 (894 Da) ile gerceklestirilen Olgiimlere yer verilmigse de, YO-PRO-1’e ek
olarak HEK-K4 hiicrelerinde nominal Ca®"suz solisyonda ATP (1 mM)
uygulamasina bagl olarak diger pozitif yiiklii boyalar olan Ethidium Bromide (314
Da) ve YO-YO-1 (762 Da) girigleri de gerek ICDD kamera ekli mikroskopla gerekse

konfokal mikroskobuyla Ol¢iilmiistiir. HEK-K4 hiicrelerinin nominal Ca*"s

uz
solisyonda ATP (1 mM) uygulamasina bagl olarak diger pozitif yiiklii boyalar olan
Ethidium Bromide (314 Da) ve YO-YO-1 (762 Da)’ya da gecirgenolduklar

goriilmistiir. (Data gosterilmemistir).
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Sekil-3.2 : HEK-K4 hiicrelerinin nominal Ca** suz soliisyonda P2X; reseptor stimiilasyonundan
sonra YO-PRO-1 ve TO-TO-1 gecirmektedir. HEK-K4 hiicrelerine nominal Ca*'suz soliisyonda
ATP (1mM) uygulanarak (Ca 0 ATP) ve uygulanmayarak (Ca 0 Kontrol) boya girisi 6l¢iilmiistiir. A)
YO-PRO-1 (5 uM) girisi floresans artist seklinde konfokal mikroskobuyla kisim 2.3.2” de analtildig:
gibi dlglilmiistiir. Baglangictaki floresans degeri floresans siddet artis egrisinden ¢ikarilmistir. Herbir
egri 80-100 hiicre igeren tek bir ROI’den gelen zamana bagli toplam floresansi temsil etmektedir. B)
TO-TO-1 (5 uM) girisi floresans artis1 seklinde konfokal mikroskobuyla kisim 2.3.2” de analtildigt
gibi dl¢lilmiistiir. Baglangictaki floresans degeri floresans siddet artis egrisinden ¢ikarilmistir. Herbir
egri 80-100 hiicre igeren tek bir ROI’den gelen zamana bagli toplam floresansi temsil etmektedir. C)
Lucifer Yellow (500 uM) girisi kisim 2.3.1° de anlatildig1 gibi goézlenmistir. Hiicre i¢i bu floresans
artisi, hiicre i¢i floresansin hiicre dis1 floresansa oran1 seklinde ifade edilmistir.(FHD/FHI) Hiicre dist
floresans hiicrelere yakin bir bolgede ¢izilmis ROI’den gelen floresanstir. Boya giris egrisileri en az
83 hiicrenin teker teker Gl¢limlerinin ortalamasi ile olusturulmus ve ortalamatSEM seklinde ifade
edilmistir. D) Calcein (500 uM) girisi kisim 2.3.1° de anlatildig1 gibi gozlenmistir. Hiicre igi bu
floresans artis1, hiicre igi floresansin hiicre dis1 floresansa oram seklinde ifade edilmistir.(FHD/FHI)
Boya giris egrisileri en az 44 hiicrenin teker teker Olglimlerinin ortalamasi ile olusturulmus ve

ortalama+SEM seklinde ifade edilmistir.
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3.2 HEK-K4 Hiicreleri Hiicredipn 1mM Ca’" Varhginda Lucifer Yellow’a
Gecirgelik Kazanmaktadir

Nominal Ca’"suz solisyonda ATP(I mM) uygulamasim takiben HEK-K4
hiicrelerinde YO-PRO-1 ve TO-TO-1 girisi goriiliirken (Sekil-3.3A ve B), hiicre dis1
1 mM Ca®" igeren soliisyonda Ca®" suz soliisyondan farkli olarak, YO-PRO-1 ve TO-
TO-1 giriginin yaninda Lucifer Yellow girisi de goriilmiistiir (Sekil-3.3C). Ancak
calcein girigi goriilmemistir (Sekil-3.3D). HEK-K4 hiicrelerine YO-PRO-1 girisi
hiicre dis1 Ca®" gerektirirmezken Lucifer Yellow girisi hiicre dist Ca*" varligim

mutlak olarak gerektirmektedir (Sekil-3.3A ve B).

3.3 HEK-K4 Hiicrelerinde Géoriilen YO-PRO-1 Girisi Hiicredisi Ca** Varhgi

Gerektirmemektedir

HEK-K4 Hiicrelerinde nominal olarak Ca*" suz ortamda Lucifer Yellow’un aksine
YO-PRO-1 ve TO-TO-1 girisi ortadan kalkmamaktadir (Sekil 3.3). Ancak HEK-K4
hiicrelerinin ATP uygulamasindan sonra asir1 hareketli olmalar1 kantitatif 6l¢iimii
giiclestirmektedir. Bu amagla siispanse edilmis HEK-K4 hiicrelerinde kiivet
spektroflorimetresiyle hiicre dist ImM Ca”" varhginda ve yoklugunda 6lgiilen YO-
PRO-1 girisleri karsilastirilmis ve aralarinda minimal bir fark goriilmistiir (Sekil
3.4). YO-PRO-1 giris egrisine fit edilen egri parametreleri; maksimum degerler Ca*
varliginda ve yoklugunda sirasiyla 0,32 ve 0,42, ayn1 sirayla zaman sabitleri ise 701

ve 714’ tiir.
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Sekil-3.3 : HEK-K4 hiicrelerinde hiicre disit 1 mM Ca®" varhg Lucifer Yellow gecirgenligini
olusmakta ancak YO-PRO-1 girisi etkilenmemektedir. Lamellerde biiyiitilen HEK-K4 hiicrelerine
nominal Ca*" suz (Ca 0 ) veya ImM hiicredis1 Ca>" igeren soliisyonda (Ca 1) ok isaretiyle gosterilen
anda ATP (1 mM) uygulanmis ve floresan boya girisi dl¢iilmiistiir. A) YO-PRO-1 (5 uM) girisi hiicre
i¢i floresans artis1 seklinde konfokal mikroskobuyla goézlenmistir. Baslangigtaki floresans degeri
floresans siddet artis egrisinden ¢ikarilmigtir. Herbir egri 80-100 hiicre i¢eren tek bir ROI’den gelen
zamana bagli toplam floresansi temsil etmektedir. Deneyler en az iki farkli giinde tekrarlanmistir B)
TO-TO-1 (5 uM) girisi hiicre i¢i floresans artist seklinde konfokal mikroskobuyla goézlenmistir.
Hiicre dis1 1 mM Ca*" varhiginda ATP uygulamasi olmaksizin TO-TO-1 girisi de 6lgiilmiistiir. (Ca 1
kontrol) Baslangictaki floresans degeri floresans siddet artig egrisinden ¢ikarilmigtir. Herbir egri 45-
73 hiicre igeren tek bir ROI’den gelen zamana bagli toplam floresansi temsil etmektedir. C) Lucifer
Yellow girigi konfokal mikroskobu kullanilarak gézlenmistir. Hiicre i¢i bu floresans artigi, hiicre igi
floresansin hiicre dis1 floresansa orani seklinde ifade edilmistir.(FHD/FHI) Hiicre dis1 floresans
hiicrelere yakin bir bolgede ¢izilmis ROI’den gelen floresanstir. Lucifer Yellow girisinde gozlenen
varyasyonu ifade etmek amaciyla, sekilde iki ayr1 giin gerceklestirilen Sl¢lim yeralmaktadir. Boya
girig egrisileri en az 54 hiicrenin 6l¢iimlerinin ortalamasi ile olusturulmus ve ortalama+SEM seklinde
ifade edilmistir. Deneyler en az 3 ayri giin tekrarlanmistir. Sekildeki deneyler ayni giin ve ayni
mikroskop ayarlariyla yapilmistir. D) Calcein (500 pM) girisi hiicrenin stoplazmasindaki floresans
artis1 seklinde konfokal mikroskobu kullanilarak gézlenmistir. Hiicre i¢i bu floresans artist, hiicre ici
floresansin hiicre dis1 floresansa orani seklinde ifade edilmistir.(FHD/FHI) Hiicre dis1 floresans
hiicrelere yakin bir bolgede ¢izilmis ROI’den gelen floresanstir. Lucifer Yellow girisinde gdzlenen
varyasyonu ifade etmek amaciyla, sekilde iki ayri giin gergeklestirilen dl¢iim yeralmaktadir. Boya
girig egrisileri en az 55 hiicrenin 6l¢iimlerinin ortalamasi ile olusturulmus ve ortalama+SEM seklinde
ifade edilmistir. Deneyler en az 3 ayr1 giin tekrarlanmustir.
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Sekil-3.4 : HEK-K4 hiicrelerinde hiicre dist 1 mM Ca®" varh@ YO-PRO-1 girisi iizerinde
minimal etkiye sahiptir. Kisim 2.3.2°de anlatildig1 gibi siispanse edilen HEK-K4 hiicrelerine
nominal Ca** suz (Ca 0 ) veya ImM hiicredisi Ca®" igeren soliisyonda (Ca 1) ok isaretiyle gosterilen
anda ATP (1 mM) uygulanmis ve yine kisim 2.3.2°de anlatildigi gibi YO-PRO-1 (5§ uM) girisi
flroesans siddet artis1 seklinde kiivet spektroflorimetresiyle gozlenmistir. Deney sonunda (20 dk)
triton-X100 uygulanarak elde edilebilecek maksimum floresans degeri bulunmus ve elde edilen boya

girig egrisi bu degere gore normalize edilmistir.
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3.4 HEK-K4 Hiicrelerinde Tek Basina Hiicreigi Ca™* Derisimi Artis1 Lucifer
Yellow Girisini Saglarken, YO-PRO-1 Girisi Olusturmamaktadir

1 mM Ca®" varliginda HEK-K4 hiicrelerinde Lucifer Yellow girisi goriilmesi tek
basina hiicre i¢i Ca®" derisimi artisinin Lucifer Yellow girisine yetip yetmeyecegini
diisiindiirmiistir. Bunun i¢in, hiicre membranim Ca®’ gecirgen hale getiren bir
iyonofor olan Br-A23187 ile hiicre i¢i Ca®" derisimi arttirilarak Lucifer Yellow girisi
incelenmistir. 5 mM Ca”" igeren soliisyonda HEK-K4 hiicrelerine Br-A23187 (10
uM) uygulanmis ve Lucifer yellow girisi konfokal mikroskobu kullanilarak
incelenmistir. Br-A23187 uygulamasini1 takiben acik bir Lucifer Yellow girisi
goriilmiistiir (Sekil-3.5B). Herhangi bir ATP uygulamasi olmadan hiicre i¢i Ca**

derigimi artis1 tek basina Lucifer Yellow girisi olusturmaya yetmektedir.

Ancak 5 mM Ca®" igeren soliisyonda hiicrelere Br-A23187 (10 uM) uygulandiginda
herhangi bir YO-PRO-1 (5uM) girisi goriilmemistir (Sekil-3.5A). Hiicre i¢i Ca*"
derigimi artis1 tek basina hiicreye YO-PRO-1 girisi olusturmak i¢in yetmemektedir.
Hiicrelerin yanit verebilirliklerini kontrol etmek amaciyla ayni1 deney kosullarinda (5
mM hiicre dis1 Ca®" varhginda) hiicrelere ATP (ImM) uygulanmig ve YO-PRO-1

girdigi goriilmiistiir.

5 mM Ca’" varliginda uygulanan Br-A23187 (10uM)'nin hiicre i¢i Ca®"u arttirip
arttirmadig1 da kontrol edilmis ve bu uygulama ile hiicre i¢i Ca®" derisiminin mikro

molarlar diizeyine ¢ikabildigi gézlenmistir (Sekil-3.6).
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Sekil-3.5 : HEK-K4 hiicrelerinde hiicre ici Ca’" derisimi Br-A23187 uygulamasiyla
arttirldiZinda YO-PRO-1 ve Calcein girisi goriilmezken Lucifer Yellow girisi goriilmektedir.
Lamellerde biiyiitiilen HEK-K4 hiicrelerine 5SmM Ca®" igeren soliisyonda okla gosterilen anda Ca*"
iyonoforu olan Br-A23187 (10 M) uygulanarak boya girisi 6l¢lilmiistiir. (Br-A23187). A) YO-PRO-
1 (5 uM) girisi dlgtimii kisim 2.3.2° de anlatildig1 gibi konfokal mikroskop kullanilarak gerceklestiril
mistir. Her bir boya giris egrisi 50-60 hiicrelik bir gruptan gelen toplam floresanstaki artisi temsil
etmektedir. Kontrol olarak ayni soliisyonda Br-A23187 uygulamasi olmaksizin boya girisi
Ol¢lilmiistiir. (Kontrol) hiicrelerin yanit verebilirliklerini test etmek amaciyla ayni soliisyonda ATP
(1mM) uygulanmis ve YO-PRO-1 girisi gozlenmistir. (ATP) Sekildeki deneyler 2 farkli giin
tekrarlanmistir. B) Lucifer Yellow (500 uM) ve Calcein (500 uM) girisi kisim 2.3.1 de anlatildig1 gibi
konfokal mikroskopla 6l¢iilmiistiir. Calcein girig egrisi en az 82 hiicreden elde edilen 6lgiimlerin
ortalamasidir ve ortalama+SEM olarak gosterilmistir. Lucifer Yellow girig egrisi en az 70 hiicreden
elde edilen 6l¢limlerin ortalamasidir ve ortalama+SEM olarak gosterilmistir. Sekildeki deneyler aym
giin ve ayni mikroskop ayarlariyla yapilan deneyi gostermekle birlikte, bu deneyler 3 farkli giin
tekrarlanmugtir.



25

A

3,5 1
Br-A23187

3 l 360 nM

2,5 1

340 nm
15 1

Floresans (AU)

380 nm

0,5 1

3000 1

2500 4

2000 A

1500

[Ca?*], (nM)

|
soo_—ll

Sekil-3.6 : HEK-K4 hiicreleri i¢in kalibre edilmis fura-2 dl¢iimleri. Br-A23187 uygulamasindan
sonra ortalama hiicre i¢i Ca'* derisimi 1uM’m iizerine ¢ikmaktadir. HEK-K4 hiicrelerinde herhangi
bir fura-2 kaybi gozlenmemistir. A) 340, 380 ve 360 nm deki floresan emisyonlarint géstermektedir.
B) A panelinde gosterilen 6l¢iimlerden hesaplanmus Ca** derisimi. Hiicre i¢i fura-2 derisimiboyanin
izosbastik noktadaki (360 nm’de eksitasyon) floresans ile izlenmistir. HEK-K4 hiicrelerine Br-
A23187 (10 uM) uygulamas1 5 mM hiicre dist Ca™ igeren banyo soliisyonunda yapilmistir
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3.5 HEK-K4 Hiicrelerinde ATP Uygulamasiyla Gériilen YO-PRO-1 Girisi i¢in
Hiicreici Ca®" Derisimi Artist Gerekmemektedir

Literatiirde hiicre i¢i Ca®™'un hiicre icersine boya girsinin aktivasyonu i¢in ikinci
mesajct olarak gerekli olduguna dair ¢eliskili bulgularin varligindan dolay hiicre i¢i
Ca®* derisimi artigmin boya girisinin aktivasyonu igin gerekli olup olmadig

incelenmistir.

HEK-K4 hiicrelerinde nominal hiicre disi Ca>* varliginda goriilen YO-PRO-1 girisi,
BAPTA ve EGTA kullanilarak hiicre i¢i Ca®" artis1 belirgin olarak yavaslamasina
ragmen ortadan kalkmamistir (Sekil-3.7A). Elde edilen YO-PRO-1 girig egrilerine
eksponansiyel bir egri fit edildiginde maksimum degerler arasinda belirgin bir fark
goriilmezken BAPTA-EGTA uygulamasinin  YO-PRO-1 girisinin  kinetigini
yavaslattig1 goriilmiistiir. Bu da, hiicre i¢i Ca®" artisinin P2X; reseptor aktivasyonu
ile olugan YO-PRO-1 girisi i¢in gerekli olmadigini gostermekte ancak bu iyonun

modiilator bir rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.

Fura-2 ile yapilan gozlemler nominal olarak Ca®" suz hiicre dist ¢ozelti i¢inde ATP
(1mM) uygulamasinin HEK-K4 hiicrelerinde hiicre i¢i Ca®" derisiminde belirgin ve
kalic1 bir artisa neden oldugunu gostermektedir. Bu artis hiicre disinda ImM EGTA
varliginda ve hiicrelerin BAPTA-AM yiiklemesi ile tamamen engellenebilmektedir
(Sekil-3.7B). Bu da kullamilan celatorlerin hiicre ici Ca®" derisimi artisini tamamen

engellemede basarili oldugunu gostermektedir.
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Sekil-3.7 : HEK-K4 hiicrelerinde hiicre ici ve disi Ca®* ¢elasyonu hiicre i¢i Ca’" artisim
inhibe edebilirken, YO-PRO-1 girisini inhibe etmemektedir. A) Siispanse HEK-K4
hiicrelerinden bir kismi BAPTA (20 uM) ile yiiklenerek ImM EGTA igeren soliisyona alinmis
(BAPTA-EGTA), diger kismi ise nominal Ca®" suz soliisyona almmistir (Ca 0) ve ok
isaretiyle gosterilen anda ATP(ImM) uygulanmistir. YO-PRO-1 girisi kisim 2.3.2° de
anlatildigr gibi kiivet spektroflorimetresindeki floresans artisi seklinde 6l¢iilmiis ve Triton-X
uygulamasindan sonra elde edilen maksimum floresans degerine oranlanarak ifade edilmistir.
(f / finax). Herbir boya giris egrisi ¢iftler halinde 3 farkli giin yapilan deneylerin ortalamasini
gostermekte ve ortalama+SEM seklinde gosterilmistir. B) Siispanse HEK-K4 hiicrelerinden bir
kismi BAPTA (20 uM) ile yiiklenerek 1mM EGTA igeren soliisyona alinmis (BAPTA-
EGTA), diger kismi ise nominal Ca*" suz soliisyona alinmustir (Ca 0) ve ok isaretiyle
gosterilen anda ATP(ImM) uygulanmustir. Hiicre ici Ca®" derisimi artis1 siispanse HEK-K4
hiicreleri Frura-2AM ile yiiklendikten sonra kisim 2.4° te anlatildigt gibi kiivet
spektroflorimetresiyle 6l¢iilmiistiir. Floresans olgiimler, 340 nm ve 380 nm isikta uyarilan
hiicrelerden 510 nm 1s1kta gelen floresans oranlanarak yapilmustir. (f340/ f3g0). Deneyler 3 farkli
giinde tekrarlanmustir.
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3.6 HEK-K4 Hiicrelerinde Sadece Hiicre ici Ca** Derisimi Artis1 ile Olusan
Gecirgenlik ile Hiicredis: Ca’ Varhgimm Gerektiren P2X; Aracili Geg¢irgenlik
Boya Seciciligi Acisindan Benzerlik Gostermektedir

Calcein, hiicre dis1 Ca** (1 mM) varliginda P2X; reseptoriiniin ATP ile stimiilasyonu
ile de, hiicre ici Ca”" un direkt olarak Br-A23187 ile arttirilmasiyla da HEK-K4
hiicrelerine girmemektedir (Sekil-3.8A). Benzer sekilde Lucifer Yellow 1mM hiicre
dis1 Ca®>" varhiginda yapilan P2X; stimiilasyonuyla da hiicreigi Ca*" 'un direkt olarak
arttirtlmasiyla da HEK-K4 hiicrelerine girebilmektedir (Sekil-3.8B). Buna karsilik
ATP ile tetiklenen YO-PRO-1 girisi Ca’" gerektirmemekte ve dogrudan iyonofor
aracili hiicre i¢i Ca®" artist da YO-PRO-1 girisi tetikleyememektedir (Sekil 3.8C, 3.5
A).

3.7 P2X; Ile Transfekte Olmams HEK-293 Hiicrelerinde Br-A23187 Sadece
Lucifer Yellow Girisi Saglamaktadir

HEK-K4 hiicrelerinde P2X; stimiilasyonu olmadan, hiicre i¢i Ca*" direkt olarak Br-
A23187 ile arttirildiginda Lucifer Yellow’a secici bir boya girisinin goriilmesi, bu
gecirgenligin HEK-293 hiicrelerinin P2X; reseptoriinden bagimsiz bir 6zelligi olup
olmadigini incelemeye itmistir. Bunun i¢in P2X; reseptorii eksprese etmeyen HEK-
293 hiicrelerine 5 mM hiicredist Ca** varhiginda Br-A23187 (10 pM) uygulanmustir.
Bu uygulamanin ardindan HEK-293 hiicrelerinde Lucifer Yellow girisi goriilmiistiir
(Sekil-3.9A). Bununla beraber Br-A23187 (10 uM) uygulamasi Calcein ve YO-
PRO-1 girisine neden olmamustir (Sekil-3.9B). Dolayisiyla sadece hiicre ici Ca®*
derigimi artig1 ile aktive olan bu boya giris yolagi endojen olarak HEK-293
hiicrelerinin sahip oldugu ve disaridan eksprese ettirilen P2X5 reseptorlerinden farkl

ve onlardan bagimsiz bir mekanizma gibi goziikkmektedir.
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Sekil-3.8 : HEK-K4 hiicrelerinde hiicre disi Ca** varhginda ATP uygulamasi ile Br-A23187
uygulamasi sonrasi goriilen gecirgenlik o6zellikleri benzemektedir. HEK-K4 hiicrelerine 5 mM
hiicre dis1 Ca*" varhiginda ok isaretiyle gosterilen anda Br-A23187 (10uM) veya Imm hiicre dis1 Ca*"
varliginda ok isaretiyle gosterilen anda ATP(1 mm) uygulanmistir. A) SmM hiicre dig1 Ca®* varhiginda
ok isaretiyle gosterilen anda Br-A23187 (10 uM) uygulanmustir. Lucifer Yellow (500 uM) ve calcein
(500 puM) olgiimleri kisim 2.3.1°de anlatildigi gibi gergeklestirilmistir. Boya girisi egrileri
ortalama+SEM olarak verilmistir. B) ImM hiicre dis1 Ca®" varliginda ok isaretiyle gosterilen anda
ATP (1 mM) uygulanmistir. Lucifer Yellow (500 uM) ve calcein (500 uM) &l¢liimleri kisim 2.3.1°de
anlatildigi gibi gergeklestirilmistir. Boya girisi egrileri ortalama+SEM olarak verilmistir. Lucifer
Yellow girig egrisi en az 70 hiicreden elde edilen 6l¢iimlerin ortalamasidir ve ortalama+SEM olarak
gosterilmistir. Sekildeki deneyler ayni giin ve ayn1 mikroskop ayarlariyla yapilan deneyi gostermekle
birlikte, bu deneyler 3 farkli giin tekrarlanmistir.
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Sekil-3.9: P2X7 reseptorii transfekte edilmemis HEK-293 hiicrelerinde hiicre ici Ca*" artisiyla
aktive olan Lucifer Yellow gecirgenligi mevcuttur. P2X; reseptorii tasimayan HEK-293 hiicrelerine
5mM hiicre dist Ca®" igeren soliisyonda ok isaretiyle gosterilen anda Br-A23187 (10 uM)
uygulanmistir. A) Br-A23187 (10 uM) uygulmasindan sonra Lucifer Yellow (500 uM) ve calcein
(500 uM) olgiimleri kisim 2.3.1°de agiklandigi gibi gerceklestirilmistir. (Br-A23187) Boya girisi
egrisi en az 54 hiicreden elde edilen sonuglar gostermektedir ve ortalama+SEM olarak verilmistir. B)
Br-A23187 (10uM) uygulmasindan sonra YO-PRO-1 (5uM) girisi 6l¢timii kisim 2.3.2” de anlatildigi
gibi konfokal mikroskop kullanilarak kisim 2.3.2” de anlatildig1 gibi gergeklestirilmistir. (Br-A23187)
Boya giris egrisi en az 66 hiicrelik bir gruptan gelen toplam floresanstaki artisi temsil etmektedir.
Kontrol olarak ayni soliisyonda Br-A23187 uygulamasi olmaksizin boya girisi 6l¢iilmiistiir. (Kontrol)
Goriilebilecek negatif sonucun mikroskop ayarlarindan kaynaklanmadigimi kontrol etmek amaciyla
ayni giin HEK-K4 hiicrelerine ayn1 mikrsokop ayarlari ve ayni soliisyon i¢inde ATP (1 mM)
uygulanmistir. (HEK-K4 ATP) Sekildeki deneyler 2 farkli giin tekrarlanmistir. Sekildeki deneyler 2

farkli giin tekrarlanmistir.



31

3.8 Hiicre i¢i Ca® Derisimini Artisn Saglayan Her Uygulama Lucifer Yellow
Girisi Tetikleyememektedir

Hiicre ici Ca®" derisimi artismnin P2X; reseptor aktivasyonu olmadan tek basina
Lucifer Yellow girisi tetiklemesi, hiicre i¢i Ca*" derisimini arttiran her uyarmnin bu
boyanin hiicreigine girisine neden olup olamayacagini diisiindiirmiistiir. Bu nedenle,
P2X, reseptorii eksprese etmeyen HEK-293 hiicrelerine 1mM hiicre dist Ca®”
varliginda 1 mM Ach (asetilkolin) uygulanarak muskarinik reseptorler, ImM ATP
uygulanarak ise P2Y reseptorleri aktive edilmistir. Hem konfokal mikroskobu ile
hiicre i¢ine Lucifer Yellow girisi olugp olmadig1 gozlenmis, hem de Fura-2 yiiklenen
hiicrelerde mikroskopa bagli spektroflorimetre kullanilarak hiicre i¢i Ca®" derisimi
artist izlenmistir. HEK-293 hiicrelerinde muskarinik reseptor stimiilasyonu ile hiicre
i¢i Ca*" derisiminde gegici bir artis gozlenmistir. Hiicre igi Ca®" bu sekilde artarken,
HEK-293 hiicrelerine Lucifer Yellow girisi Olgiilememistir (Sekil-3.10A). Ayni
sekilde, ImM ATP uygulanarak HEK-293 hiicrelerinde bulunan endojen P2Y
reseptorleri de aktive edildiginde hiicre ici Ca®" derisiminde gecici bir artis
gbzlenirken, bu durumda da bir Lucifer Yellow girisi tetiklenmemistir (Sekil-3.12B).
P2X; reseptdr stimiislayonuyla ise hiicre i¢i Ca®" derisiminde kalici olarak yiikseldigi

goriilmiistlir ve Lucifer Yellow girisi olusmustur (Sekil-3.10A ve B).
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Sekil-3.10 : Hiicre ici Ca’" artisi saglayan her uygulama boya girisi saglayamamaktadir.
Lamellerde biiyiitiilmiis HEK-K4 ve P2X; reseptoriinii eksprese etmeyen HEK-293 hiicrelerine ok
isaretiyle gosterilen anda agonist uygulanmustir. A) 1 mM hiicre dist Ca** varliginda, HEK-K4
hiicrelerine ATP (1 mM, ATP Ca 1 (HEK-K4) ), HEK-293 hiicrelerine ATP (1 mM, (ATP Ca 1
(HEK-293)), ve asetilkolin (Ach, ImM (Ach Ca 1 (HEK-293)) uygulanmis ve kisim 2.3.1° de
anlatildigr gibi Lucifer Yellow (500 uM) girisi 6l¢iilmiistlir. Boya giris egrileri en az 99 hiicreden elde
edilmis elde edilmis 6lgiimlerin ortalamasidir ve ortalama + SEM ile gosterilmistir. B) Yine lameller
de biiyiitiilmiis, HEK-K4 hiicrelerine ATP (1 mM, ATP Ca 1 (HEK-K4) ), HEK-293 hiicrelerine ise
ATP (1 mM, (ATP Ca 1 (HEK-293)), ve asetilkolin (Ach, 1 mM (Ach Ca 1 (HEK-293)) 1 mM
hiicre dis1 Ca®" igeren soliisyonda uygulanmis ve kisim 2.4’ te anlatildigi gibi hiicre ici Ca®" artisi
Ol¢iilmiistiir.

3.9 RAW 264.7 Hiicreleri Nominal Ca** suz Banyo Cozeltisi icinde P2X;
Reseptor Uyans1 ile Pozitif ve Negatif Yiikli Boyalara Gegirgenlik

Gostermektedir

Nominal olarak Ca®" suz banyo soliisyonunda RAW 264.7 hiicrelerinin ATP (1 mM)
uygulamasina bagl olarak pozitif yiiklii ethidium bromide, YO-PRO-1, TO-TO-1’ ya
gecirgen hale geldigi gerek ICDD kamera gerekse konfokal mikroskop araciligiyla
gozlenmistir (Sekil-3.11). Bu boyalarin varliginda ATP uygulamasi olmadan da
Ozellikle hiicre disinda noktalar seklinde floresans artis1 gozlenmekte ancak bu
floresans ATP uygulamasiyla elde edilenle karsilastirildiginda ihmal edilebilir
miktarlarda kalmaktadir. RAW 264.7 hiicreleri ATP (1 mM) uygulamasiyla negatif
boyalar olan Lucifer Yellow ve calceine de gegirgen hale gelmektedir. Bu boyalarin
ATP (1 mM) uygulamasina bagli olarak RAW 264.7 hiicrelerine girisi hem konfokal
mikroskobuyla goriilmiis hem de c¢ekilen fotograflarda boya alan hiicrelerin sayisi

yilizde olarak ifade edilerek teyit edilmistir (Sekil-3.12). Bu bulgular RAW 264.7
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hiicrelerinin ATP (I mM) uygulamasina sonucu negatif ve pozitif yiikli cesitli

bliyiikliikte ve yiikteki boyalara gecirgen hale geldigini géstermistir.

Belirtilmesi gereken baska bir nokta da; HEK-K4 ve RAW 264.7 hiicreleri arasinda
boya alig kinetikleri bakimindan fark goriildiigiidiir. Ayni1 giin ayni ayarlarla ICDD
kamera araciligiyla 6l¢lilen YO-PRO-1 girisi, HEK-K4 hiicrelerinde RAW 264.7
hiicrelerine gore belirgin sekilde hizlidir. Bu fark, hiicrelerden gelebilecek
maksimum floresans Triton-X adli deterjanla 6l¢iiliip normalizasyon yapildiktan

sonra da gézlenmistir (Data gosterilmemistir).

3.10 Hiicredist Ca** Varligi RAW 264.7 Hiicrelerine P2X; Aracih Lucifer
Yellow ve Calcein Girisini Etkilerken YO-PRO-1 Girisini Etkilememektedir.

Hiicredist Ca* (1 mM) varhg, ATP (1 mM) uygulamasiyla RAW 264.7
hiicrelerinde goriilen  Calcein ve Lucifer Yellow girisini belirgin sekilde
yavaslatmistir, ancak hiicrelerin bir kismi ATP uygulamasindan uzun bir siire sonra
(20-25 dakika kadar) ortaya aniden ¢ikan ve ¢ok hizli ek bir Lucifer Yellow ya da
Calcein girisi komponenti gostermektedir (Sekil-3.13B ve Sekil-3.13C).

Hiicredis1 Ca’”un varligt ATP (I mM) uygulamastyla gériilen Lucifer Yellow veya
Calcein girisini etkilerken YO-PRO-1 girisini etkilememistir (Sekil-3.13A). Ancak
hiicre dis1 Ca*"un varliginda ATP uygulamasini takiben olusan erken YO-PRO-1
girigsine ek olarak, gecikmis Lucifer Yellow ve calcein girisine benzeyen hizli bir

giris komponenti YO-PRO-1 i¢in de gozlenmistir (Sekil-3.13A).

Bu bulgular hiicre disindaki Ca*" un Lucifer Yellow ve calcein girisinde inhibitor bir
etkisi oldugunu gostermektedir ancak bu inhibitor etki P2X; reseptorii lizerinde
divalan iyon tarafindan olusturulan bir etki degildir. Ciinkii hiicre dis1 Ca®* varliginda
ATP (1 mM) uygulamasina bagl olarak goriilen YO-PRO-1 girisi bu divalan iyonun

varligindan etkilenmemektedir.
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Sekil-3.11 : RAW 264.7 hiicrelerinin nominal Ca** suz soliisyonda P2X, reseptor
stimiilasyonundan sonra YO-PRO-1,TO-TO-1, Lucifer Yellow ve Calcein gecirmektedir. RAW
264.7 hiicrelerine nominal Ca”'suz soliisyonda ok isaretiyle gosterilen anda ATP (1 mM) uygulanarak
(ATP) veya sadece banyo ¢ozeltisi uygulanarak (Kontrol) boya girisi 6l¢iilmiistiir. A) YO-PRO-1 (5
uM) girisi hiicre ici floresans artig1 seklinde, konfokal mikroskobuyla kisim 2.3.2°de anlatildigi gibi
Ol¢iilmiistiir. Her bir egri 104-133 hiicreden elde edilen dlglimlerin ortalanmasiyla olusturulmus ve
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Sekil-3.11 devam : ortalama+SEM seklinde ifade edilmistir. B) TO-TO-1 (5uM) girisi hiicre ici
floresans artis1 seklinde, konfokal mikroskobuyla kisim 2.3.2°de anlatildig1 gibi Sl¢iilmiistiir. Her bir
egri 78-109 hiicreden elde edilen 6lgiimlerin ortalanmasiyla olusturulmus ve ortalama+SEM seklinde
ifade edilmistir. C) Lucifer Yellow (500 uM) girisi hiicrenin stoplazmasindaki floresans artisi
seklinde, kisim 2.3.1° te anlatildig1 gibi konfokal mikroskobu kullanilarak gézlenmistir. Hiicre i¢i bu
floresans artis1, hiicre ici floresansimn hiicre dis1 floresansa orami seklinde ifade edilmistir.(FHD/FHI)
Hiicre dis1 floresans hiicrelere yakin bir bolgede ¢izilmis ROI’den gelen floresanstir. Boya giris
egrisileri en az 48 hiicrenin teker teker 6l¢limlerinin ortalamasi ile olusturulmus ve ortalama = SEM
seklinde ifade edilmistir. D) Calcein (500 pM) girisi hiicrenin stoplazmasindaki floresans artisi
seklinde seklinde, kistm 2.3.1° te anlatildigi gibi konfokal mikroskobu kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
Hiicre i¢i bu floresans artigi, hiicre i¢i floresansin hiicre disi floresansa orani geklinde ifade
edilmistir.(FHD/FHI) Hiicre dis1 floresans hiicrelere yakin bir bolgede ¢izilmis ROI’den gelen
floresanstir. Boya giris egrisileri en az 34 hiicrenin teker teker oOlgiimlerinin ortalamasi ile
olusturulmus ve ortalama+SEM seklinde ifade edilmistir. E) Ethidium Bromide (10uM) girisi hiicre
ici floresans artis1 seklinde, konfokal mikroskobuyla kisim 2.3.2’de anlatildig1 gibi dl¢iilmiistiir. Her
bir egri 50-96 hiicreden elde edilen Ol¢limlerin ortalanmasiyla olusturulmus ve ortalamat+SEM
seklinde ifade edilmistir. Deneyler en az iki farkli giinde tekrarlanmistir

100
80 4 DATP +
OATP -

60 -

40 ~

20 A
0 1

Lucifer Yellow Calcein

Sekil-3.12 : RAW 264.7 hiicrelerinin nominal Ca** suz soliisyonda ATP (ImM) uygulamasina
bagh olarak Lucifer Yellow ve Calcein alanlarinin yiizde olarak ifadesi. RAW 264.7 hiicreleri
Lucifer Yellow veya Calcein igeren nominal Ca®"’suz soliisyonda ATP (1 mM) varhginda (ATP+)
veya yoklugunda (ATP-) banyo ¢ozeltisi i¢inde 37° C de 20 dakika inkiibe edildikten sonra taze
soliiyonla iki kere yikanmis ve hiicreler floresan mikroskopla gézlenmistir. Hiicre i¢ine Lucifer
Yellow ve Calcein girisi ¢ekilen fotograflarda boya almis olan hiicrelerin yiizdesi olarak 6l¢iilmiistiir.
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Sekil-3.13 : ATP ile uyarilmis RAW 264.7 hiicreleri nominal Ca*? ‘suz soliisyonda YoPro-1,
Lucifer-yellow ve Calcein almaktadir fakat Ca*? iceren banyo soliisyonunda bu boyalarin giris
kinetikleri degismektedir. Lamelde biiyiitiilmiis RAW 264.7 hiicreleri, Ca™ (1 mM) igeren (Ca 1)
veya nominal Ca"*’suz (Ca 0) soliisyonda, ATP (1 mM) ile uyarilmistir. A) YO-PRO-1 girisi kisim
2.3.2°de tarif edildigi gibi 6l¢ililmiistiir. Her egri en az 28 hiicreden gelen floresan sinyaldeki ortalama
zaman bagimli degisikligi gostermektedir ve ortalama+SEM seklinde ifade edilmistir. Sonuglar 5
farkl1 giinde yapilmis en az 5 benzer deneyi temsil etmektedir. B) Lucifer-yellow girisi, kisim 2.3.1°de
tarif edildigi gibi Ol¢tilmiistiir. Her egri en az 57 hiicreden gelen floresan sinyaldeki ortalama zaman
bagimh degisikligi gostermektedir ve ortalama+SEM seklinde ifade edilmistir. Sonuglar 4 farkli
giinde yapilmis en az 4 benzer deneyi temsil etmektedir. C) Calcein girisi, kisim 2.3.1°de tarif edildigi
gibi Olciilmiistiir. Her egri en az 62 hiicreden gelen floresan sinyaldeki ortalama zaman bagiml
degisikligi gostermektedir ve ortalama+SEM seklinde ifade edilmistir. Deneyler 4 farkli giinde

yapilmis en az 4 benzer deneyi temsil etmektedir.
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3.11 RAW 264.7 Hiicrelerinde Tek Basma Hiicrei¢i Ca** Derisimi Artisi ATP
Uygulamasi Olmadan da YO-PRO-1, TO-TO-1, Lucifer Yellow ve Calcein
Girisi Saglamaktadir

RAW 264.7 hiicrelerine 1.2 mM hiicre dist Ca®" varliginda ATP olmadan bir
iyonofor olan Br-A23187 (10 uM) uygulamas: hiicre i¢i Ca®" derisimini belirgin
sekilde arttirmakta, ayrica bu hiicrelere YO-PRO-1, TO-TO-1, Lucifer Yellow ve
Calcein girisi de saglamaktadir (Sekil-3.14A, B, C ve D). Ancak Br-A23187
uygulamasiyla elde edilen bu boya girislerinin kinetigi ATP ile olusandan farklilik
gostermektedir. Br-A23187 uygulamasindan bir siire sonra (5-10 dakika) ortaya
¢ikan bu yanit ¢ok daha hizl bir kinetige sahiptir. Dikkat ¢ekici baska bir nokta da, 1
mM Ca”" varliginda ATP (1 mM) uygulamastyla ortaya ¢ikan gecikmis ve hizli YO-
PRO-1 ve Lucifer Yellow girisiyle, ATP uygulamas: olmadan Br-A23187 (10 uM)
uygulamasina bagl olarak goriilen gecikmis ve hizli YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow
girigi, ortaya ¢ikis siiresindeki gecikme ve sahip oldugu hizli kinetik bakimindan
benzerlik gostermesidir (Sekil-3.13A, B ve Sekil 3.14A, B). Br-A23187
uygulamastyla goriilen boya girisinin, Br-A23187” nin hiicre i¢i Ca®" derisimi artisi
yapmaktan bagka bir etkisinden dolayr olmadigin1 kontrol etmek amaciyla nominal
Ca”*"suz soliisyonda veya | mM EGTA iceren soliisyonda boya girisi incelenmis
ancak gozlenmemistir. Dolayisiyla goriilen boya girisi Br-A23187’ nin sadece hiicre

.. 2+ e
i¢i Ca™ derigimini arttirmasinin sonucudur.

Br-A23187 (10 uM) uygulamast RAW 264.7 hiicrelerinde YO-PRO-1 girigine
benzer kinetikte TO-TO-1 girisi de saglamistir (Sekil-3.14B). Ancak ilging olarak
Br-A23187 uygulamasi olmaksizin da yaklasik 10 dakika sonra kendiliginden artan
bir TO-TO-1 girisi gdzlenmistir. Bu gecikmeli bazal giris Lucifer Yellow, Calcein ve
YO-PRO-1 i¢in ve daha disiik derisimde Ca®" iceren ¢ozeltideki TO-TO-1 igin
gozlenmemistir (Sekil-3.14A,C ve D) (Sekil-3.11B).

Br-A23187 (10 uM) uygulamasi ayni hiicrelerde Calcein (500 pM) girisine de neden
olmustur (Sekil-3.14D). Ortalama davranis iyonofor uygulamasindan kisa bir siire

sonra YO-PRO-1 girisine gore yavas bir kinetikle calcein girigini gosteriyorsa da
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teker teker hiicrelerin davraniglarmma bakildiginda, bazi hiicrelerin uygulamadan
hemen sonra lineer sayilabilecek kinetikle calcein aldiklarini, 8-10 dakika sonra da
hizli bir kinetikle calcein almaya devam ettiklerini gostermektedir. Bazi hiicrelerde
bu iki farkli kinetik agikca gozlenebilirken bazilarinda yalnizca geg fakat hizh
bazilarinda ise yalnizca yavas kinetik gosteren boya girisi gozlenmistir (Sekil-
3.14D). Bu bulgu RAW 264.7 hiicrelerinde iyonofor araciligi ile uyarilan boya

girisinin birden fazla yolak tarafindan olusturulabilecegi izlenimini vermektedir.

YO-PRO-1 girisinin gozlendigi deneysel sartlarda yapilan hiicre igi Ca** dlgtimleri,
hiicre diginda 1.2 mM Ca*" varliginda hiicre i¢i Ca”" derisiminin yaklagik olarak 1 - 2

UM civarina ¢iktigint géstermistir (Sekil-3.15).

3.12 Hiicreici Ca** Derisimi Artist RAW 264.7 Hiicrelerinde Lucifer Yellow ve
YO-PRO-1 Girisi I¢in Sart Degildir

Hiicre i¢i Ca®”’un P2X; reseptoriiniin ile tetiklenen porun aktivasyonunda ikinci
haberci olduguna dair cesitli bulgularin varhi§indan dolay1 ayrica bir Onceki
paragrafta bahsi gegen ve bunu destekleyen bulgular nedeni ile hiicre i¢i Ca®"un Ca**
suz banyo soliisyonunda elde edilen P2X; reseptor yanitlarinda bir rolii olup
olmadig1 konusu ayrica incelenmistir. Bunun i¢in, hiicreler BAPTA-AM (20 uM) ile
yiiklenip 1 mM EGTA iceren soliisyona almmak sureti ile hiicre i¢ci Ca’‘un
tamponlandig1 ve tamponlanmadigi hiicrelerde ATP (I mM) uygulanarak Lucifer

Yellow ve YO-PRO-1 girisi 6l¢iilmiistiir.
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Sekil-3.14 Hiicre ici Ca™ derisiminin Br-A23187 ile arttirlmasi, YoPro-1 ve Lucifer-yellow’un
RAW 264.7 hiicrelerine girisini uyarmak icin yeterlidir. Lamelde biiyiitiilmiis RAW 264.7
hiicreleri, Ca™ (1,2 mM) iceren (Br-A23187) veya 1 mM EGTA igeren nominal Ca?suz (EGTA
Kontrol) soliisyonda Br-A23187 (10 pM) ile uyarilmis veya 1.2 mM Ca™ iceren soliisyonda
(Kontrol) Br-A23187 uygulamasi olmadan bekletilmistir. A) YO-PRO-1 (5 uM) girisi kisim 2.3.2°de
tarif edildigi gibi Ol¢lilmiistiir. Her egri en az 57 hiicreden gelen floresan sinyaldeki ortalama zaman
bagimh degisikligi gostermektedir ve ortalama+SEM seklinde ifade edilmistir. Sonuglar 3 farkli
giinde yapilmis en az 3 benzer deneyi temsil etmektedir. B) TO-TO-1 (5 uM) girisi kisim 2.3.2°de
tarif edildigi gibi dl¢iilmiistiir. Her egri en az 40 hiicreden gelen floresan sinyaldeki ortalama zaman
bagimh degisikligi gostermektedir ve ortalama+SEM seklinde ifade edilmistir. Sonuglar 2 farkli
giinde yapilmis en az 3 benzer deneyi temsil etmektedir. C) Lucifer-yellow (500 uM) girisi, kisim
2.3.1°de tarif edildigi gibi ol¢iilmiistiir. Her egri en az 24 hiicreden gelen floresan sinyaldeki ortalama
zaman bagimli degisikligi gdstermektedir ve ortalama+SEM seklinde ifade edilmistir. Gri egriler teker
teker hiicreleri gostermektedir. Sonuglar 3 farkli glinde tekrarlanmistir. D) Calcein (500 pM) girisi,
kisim 2.3.1°de tarif edildigi gibi l¢tilmistiir. Her egri en az 48 hiicreden gelen floresan sinyaldeki
ortalama zaman bagimli degisikligi gostermektedir ve ve ortalama+SEM seklinde ifade edilmistir. Gri
egriler teker teker hiicreleri gostermektedir. Sonuglar 2 farkli giinde tekrarlanmustir.
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Sekil-3.15: RAW 264.7 hiicreleri i¢in kalibre edilmis fura-2 él¢iimleri. Hiicrelere 1.2 mM (kirmizi
¢izgi) ve 400 nM (Pembe g¢izgi) serbest Ca™ igeren banyo ¢ozeltileri igerisinde Br-A23187
uygulanmustir.  Ortalama hiicre i¢i  Ca'® derisimi 1uM’in iizerine ¢iktiginda, RAW 264.7
hiicrelerinden fura-2’nin hizli kaybir olusmaktadir. Uzun siire de olsa hiicre i¢i Ca™ derisiminin daha
diisiik degerlerde seyretmesi hiicreden bir boya kagisi tetiklememektedir. Ust paneller 340, 380 ve 360
nm deki floresan emisyonlarmi gostermektedir. Alt paneller, iistteki egrilerde gosterilen data’dan
hesaplannus hiicre i¢i Ca™® derisimini gostermektedir. Hiicre i¢i fura-2 derisimi boyanin izosbastik

noktada uyarilmasi ile olusan (360 nm eksitasyon ile olusan) floresans siddeti ile izlenmistir.
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Hiicre i¢i Ca®" artiginm inhibe edildigi kosullarda ATP (ImM) uygulamasi Lucifer
Yellow girisini de YO-PRO-1 girisini de engellememistir. Ancak bu boyalarin hiicre
icine girislerinde bir yavaglama goriilmiistiir. Bu yavaglama Lucifer Yellow icin
olduk¢a belirgin iken (Sekil-3.16A), YO-PRO-1 i¢in daha az belirgindir (Sekil-
3.16B). YO-PRO-1 giris traselerine dogrular fit edilmis ve elde edilen egimler
Tkontrot/ TBaPTA-EGTA Olacak sekilde oranlanmustir. (Sekil-3.16A’nin inseti) Bu egim
oranlarinin ortalamasi 1.2 civarindadir (yani BAPTA-EGTA uygulamasi ile YO-
PRO-1 girisi ortalamada %20 yavaslama gdstermistir).

Hiicre ici Ca*" celasyonu hiicre ici Ca”" derisimi artigini tamamen engelleyebildigi,
Fura-2 kullanilarak gergeklestirilen hiicre ici Ca®" derisimi Olctimleriyle kontrol
edilmistir (Sekil-3.16B’nin inseti). So6zii edilen kosullarda RAW 264.7 hiicrelerine
ATP (1 mM) uygulandiginda hiicre i¢i Ca** 6lgiilebilir bir artis gostermemektedir.

Hiicre ici Ca®" artiss BAPTA ve EGTA uygulamasiyla basarili bir sekilde
engellenmesine ragmen YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow girisi ortadan kalkmamustir.
Bu boyalarin hiicre icine girisinde hiicre i¢i Ca*" gerekli degildir ancak yavaslama

gdstermektedir ki, hiicre i¢i Ca®" YO-PRO-1 girisi i¢in modiilatér role sahip olabilir.
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Sekil-3.16: RAW 264.7 hiicrelerinde hiicre ici Ca** artisinin celatorlerle engellenmesi, ATP ile
olusturulan YoPro-1 veya Lucifer-yellow girisini yavaslatmis fakat ortadan kaldirmamstir.
Lamelde biiyiitiilmiis RAW 264.7 hiicreleri, nominal Ca™ ‘suz (Ca 0) veya 1 mM EGTA igeren
nominal Ca**’suz (BAPTA-EGTA) banyo soliisyonda belirtilen zaman noktasinda, ATP (1 mM) ile
uyarilmistir. EGTA igeren banyo soliisyonunda uyarilan hiicreler BAPTA ile de yiiklenmistir. A. YO-
PRO-1 (5uM) girisi kisim 2.3.2°de tarif edildigi gibi 6l¢iilmiistiir. Her egri en az 41 hiicreden gelen
floresan sinyaldeki ortalama zaman bagimli degisikligi gostermektedir ve ortalama+SEM seklinde
ifade edilmistir. Sonuglar, ayn1 mikroskop ayarlarinin kullanildigi ¢iftler olarak, 4 farkli giinde

yapilmis 4 benzer deneyi temsil etmektedir. A’mn inseti. Nominal Ca™’

suz ve EGTA igeren banyo
soliisyonlarinda ATP (1mM) uygulamasina bagli olarak 6lgiilen YoPro-1 giris egrilerine dogrusal fitle
elde edilen egim degerlerinin oran1 (EGTA/Ca 0). B. Lucifer-yellow (500uM) girisi, kisim 2.3.2°de
tarif edildigi gibi Olciilmiistiir. Her egri en az 42 hiicreden gelen floresan sinyaldeki ortalama zaman
bagimli degisikligi gostermektedir ve ortalama+SEM seklinde ifade edilmistir. Sonuglar, ayni
mikroskop ayarlarmin kullanildigi ¢iftler olarak, 4 farkli giinde yapilmig 4 benzer deneyi temsil
etmektedir. B’nin inseti. Fura-2 ile yiiklenmis RAW 264.7 hiicrelerinde ATP (1 mM)
uygulamasindan sonraki hiicre i¢i Ca™ derisimindeki artis, mikroskopa bagli bir spektroflurometre ile
dl¢iilmiistiir. Olgiimler 1 mM Ca'? igeren (Ca 1), nominal Ca'*’suz (Ca 0) veya EGTA (I mM) iceren
nominal Ca**’suz (BAPTA-EGTA) banyo soliisyonlarinda yapildi. EGTA igeren soliisyonlardaki
hiicreler BAPTA-AM ile de yiiklendi. Floresan dl¢iimler, 340 nm ve 380 nm 1sikdaki eksitasyonlarin

510 nm’deki floresanslarinin orani olarak verilmistir (f349/ f3g0). Egri 3 farkli giinde yapilmis birbirinin

benzeri 3 deneyi temsil etmektedir.
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3.13 RAW 264.7 Hiicrelerinde Yalnizca Ethidium Bromide Alanlar ve Ethidium
Bromide ile Lucifer Yellow’u Beraber Alanlar Olmak Uzere iki Ayr Alt-

popiilasyon Bulunmaktadir

Ilging baska bir bulgu da, RAW 264.7 hiicrelerinde Lucifer Yellow ile ethidium
bromide’in P2X5 uyarist ile hiicre igersine girislerinin konfokal mikroskobunda ayni
anda gorlintiilenmesi ile elde edilmistir. Eksitasyon ve emisyon spektrumlari

yeterince ayrik oldugu i¢in bu boyalar1 beraber incelemek miimkiindiir.

Hiicreler Lucifer Yellow (500 uM) ve ethidium bromide (10 uM) igeren KCl
solisyonuna alimip ATP (1 mM) uygulanarak konfokal mikroskopta ethidium
bromide ve Lucifer Yellow girisi ayni anda izlenmistir. Bazi hiicreler sadece
ethidium bromide’i hiicre igerisine alirken bazi hiicreler ise ethidium bromide ve
Lucifer Yellow’u beraberce almislardir (Sekil-3.17A). Ornegin HUCRE 1 ethidium
bromide’i alirken Lucifer Yellow’u almamis, buna HUCRE 2 her iki boyay1 da
almistir. Bu hiicrelerden elde edilen boya giris 6l¢iimlerinden de bu boya segicilik

acikca goriilebilmektedir (Sekil-3.17B).

3.14 RAW 264.7 ve HEK-K4 Hiicrelerinde ATP Uygulamasiyla Olusan

Gegirgenlik Tersinmez Bir Membran Delinmesi Degildir

P2X; reseptor uyarisina bagli olarak gozlenen boya girislerinin non-spesifik bir
membran delinmesi olmadig1 ayrica gosterilmesi amaci ile Lucifer Yellow ve ATP (1
mM) igeren KCI soliisyonunda 20 dakika yiiklenen hiicreler banyo soliisyonuyla
(125 mM NaCl, 5 mM KCI, 20 mM HEPES, 1 mM MgCl,, 1,5 mM Ca*" ,pH:7.,4)
yikanarak ATP ve boya ortamdan uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin iglerine boya
tutabildikleri gorilmiistiir. Bu da, non-spesifik membran delinmesi kuskusunu
ortadan kaldirmaktadir. ATP (I mM) igeren KCI soliisyonunda tekrar 15 dakika
bekletilen hiicreler floresan mikroskop altinda incelenmis ve hiicrelerin iglerine
aldiklar1 boyay1 hiicredisina verdikleri goriilmiistiir. Dolayisiyla boya girisi P2X7
uyarisi gerektirmekte ve aktif bir sekilde gerceklesmektedir. (data gosterilmemistir)
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Sekil-3.17: RAW 264.7 hiicreleri arasinda nominal Ca’*" suz soliisyonda ATP (1 mM)
uygulamasindan sonra sadece Ethidium Bromide alan ve Ethidium Bromide ile Lucifer Yellowu
beraber alan gruplar goriilmiistiir. A) Hiicrelerin ATP (1 mM) uygulamasindan 6nce ve 20 dakika
sonra ¢ekilmis floresan fotograflari. Ust paneldeki fotograf Lucifer Yellow girisini alt paneldeki
fotograf ise Ethidium Bromide girisini gostermektedir. B) Fotografta belirtilen hiicrelerden 6l¢iilmiis

Lucifer Yellow (solda) ve Ethidum Bromide (sagda) giris egrileri.
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3.15 RAW 264.7 ve HEK-K4 Hiicrelerinde Gozlenen Boya Girisleri ve Bunlarin
Aktivasyon Ozellikleri Dikkate Ahnarak Bir Sema Cizilebilir

RAW 264.7 ve HEK-K4 hiicrelerinde yapilan deneylerden elde edilen bulgular
151g¢inda bir aktivasyon semasi ¢izilebilir (Sekil-3.18). bu semadan da anlasilacag:
izere hiicreler birden fazla boya gecirgenlik yolagina sahiptirler ve bu yolaklarin
aktivasyon Ozellikleri de birbirinden farklidir. Akilda tutulmasi gereken nokta ise, bu

semanin “en basit” sema oldugu, gercegin bundan daha karmasik olabilecegidir.

HEK-K4 hiicrelerinde P2X5 reseptorii Ethidium Bromide, YO-PRO-1, YO-YO-1 ve
TO-TO-1"e gecirgen bir yolag1 aktive etmektedir (Sekil 3.2) ve bu yolak hiicre i¢i
Ca®™" artis1 gerektirmemektedir (Sekil 3.7). Hiicre i¢i Ca®" artistyla direkt olarak
aktive olan bir yolak daha vardir (Sekil 3.5) ve bu yolak yalnizca Lucifer Yellow
gecirmektedir. Bu yolak HEK-293 hiicrelerinde zaten var olan bir gecirgenlik
yolagidir (Sekil 3.9).

RAW 264.7 hiicrelerinde ise nominal Ca’“suz ortamda P2X; reseptor
stimiilasyonuna bagli olarak Ethidium Bromide, YO-PRO-1, Lucifer Yellow,
Calcein, TO-TO-1 geciren -selektif olmayan- bir yolagin aktive oldugu
goriilmektedir (Sekil-3.11). Bu yolak hiicre i¢i Ca*" artis1 gerektirmemektedir (Sekil-
3.16). 1 mM hiicre dist Ca>" iceren ortamda ise bu yolaga ek olarak baska bir yolak
daha ge¢ olarak aktive olmakta, bu yolak da YO-PRO-1, Lucifer Yellow ve Calcein
gecirmektedir (Sekil-3.13). Hiicre dis1 Ca®" varligim gerektiren bu yolak sadece
hiicre i¢i Ca artistyla da aktive olabilmektedir (Sekil-3.14).
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A

Ethidium
Lucifer Yellow YoPro-1
Calcein ToTo-1 Ca?, Na?t, K*

RAW 264.7

YoPro-1
Lucifer Yellow TqTo-1 Ca?*, Na*', K*

HEKK4
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Sekil-3.18 RAW 264.7 ve HEK-K4 hiicrelerinde boya girisi ve aktivasyonu semasi. RAW 264.7
ve HEK-K4 hiicrelerinden elde ettigimiz deneysel bulgular 1s18inda ¢izilen basit bir sema

goriilmektedir. Sekilde @ isareti aktivasyonu, ? isareti gosterilen aktivasyonun kesin olarak iddia
edilemedigini gostermektedir. A) RAW 264.7 hiicrelerindeki aktivasyon ve gegirgenlik 6zellikleri
goriilmektedir. B) HEK-K4 hiicrelerindeki aktivasyon ve gecirgenlik dzelliklerini temsil etmektedir.
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4. TARTISMA

P2X; reseptorii bir piirinerjik iyonotropik reseptordiir ve agonist uyarisi sonucu
reseptoriin parcast olan non-spesifik bir katyon kanali aktive olur. Diger iyonotropik
P2X reseptorlerinden farkli olarak P2X; reseptoriiniin aktivasyonuyla beraber
900Da’a kadar biiyiikliikkteki molekiilleri tasiyabilen bir membran gegirgenligi de
olusmaktadir (North, 2002). Ancak ne bu gecirgenligin altinda yatan proteinin ne
oldugu (bir por, tasiyici, degis-tokuscu vb) ne de aktivasyon mekanizmasi
bilinmemektedir. Bu gegirgenligin aslinda bir gap-junction proteini olan pannexin-1
adli protein tarafindan olusturulduguna dair literatiirde bulgu ve iddialara
rastlanmaktadir (Pelegrin ve Surprenant, 2006). Tartisilan bagka bir iddia da hiicre ici
Ca®" un por aktivasyonunda ikinci mesajci olarak gerekliligi konusundadir (Faria et.
al.,2004) (Cruz et. al.,2006). Bu c¢alismada, P2X; reseptoriiniin aktive ettigi
sozkonusu bu gecirgenligin secicilik 6zellikleri incelenmis, hiicre igi Ca’"”un bu
gecirgenligin aktivasyonundaki roli de arastirilmistir. Bu amagla endojen olarak fare
P2X; reseptorii eksprese eden RAW 264.7 hiicreleri ve kalict olarak sican P2X;
reseptorii eksprese ettirilen HEK-293 hiicre klonu (HEK-K4) kullanilmistir.

HEK-K4 ve RAW 264.7 hiicrelerinde ATP uygulamasiyla goriilen floresan boya
girisi P2X5 reseptoriine baglidir ¢linkii ATP uygulamasi sonrasinda goriilen Lucifer
Yellow ve YO-PRO-1 girisi P2X; reseptorii eksprese etmeyen HEK-293
hiicrelerinde goriilmemistir. P2X5 reseptoriinii endojen olarak eksprese eden RAW
264.7 hiicrelerine P2Y reseptorlerini uyaran UTP (1 mM) uygulamasi herhangi bir
YO-PRO-1 girisi saglamamistir. Diger P2X reseptorlerinden P2X; reseptoriinii
ayiran bir 6zellik BZATP nin ATP den daha efikas bir agonist olmasidir. Diisiik doz
BzATP (20 pM) uygulamast RAW 264.7 hiicrelerine YO-PRO-1 girisi saglarken
ATP (20 pM) uygulamast herhangi bir YO-PRO-1 girisi saglayamamistir. Bu
bulgular RAW 264.7 hiicrelerinde ATP uygulamasina bagli olarak goriilen boya
girisinin diger P2X veya P2Y reseptorleri araciligyla degil P2X; reseptori
araciligiyla olustugu fikri ile tutarlidir.



48

P2X7 reseptoriiniin aktive ettigi porun segicilik 6zellikleri farklt molekiiler agirlikta
ve elektriksel yiikte floresan boyalar kullanilarak incelenmistir. Hiicre dis1 ¢ozeltide
1 mM Ca®" varliginda ATP (1 mM) uygulamasiyla HEK-K4 hiicrelerinde Lucifer
Yellow ve YO-PRO-1 girisi goriiliirken calcein girisi ise gdzlenmemistir (Sekil-3.3).
Ancak nominal Ca®"suz soliisyonda ATP (1 mM) uygulandiginda ise sadece YO-
PRO-1 girisi gozlenmistir (Sekil-3.2). ATP (1 mM) uygulamasiyla olusan YO-PRO-
1 girisi hiicre dig1 ¢ozeltiye 1 mM Ca”" eklendiginde potansiye olmamakta, hiicre dis1
ve i¢i celatorler kullanildiginda da ortadan kalkmamaktadir. ATP uyaris1 olmadan,
Br-A23187 ile hiicre i¢i Ca®" derisimi dogrudan arttirildiginda HEK-K4 hiicrelerinde
YOPRO-1 ve calcein’e gecirgen olmayan sadece Lucifer Yellow geciren bir
membran gegirgenligi tespit edilmistir (Sekil-3.5). Bu bulgular HEK-K4 hiicrelerinde
P2X; aktivasyonuyla aktive olan iki gegirgenlik yolaginin  varhigini
diisiindiirmektedir. Bunlardan biri “Ca’"-bagimli”dir ve sadece Lucifer Yellow
gecirmekte, YO-PRO-1 ve calcein gecirmemektedir. (“Ca’’-bagimli” tabiri “aktive
olmast i¢in hiicre ici Ca®" artist gereken veya sadece hiicre i¢i Ca®" derigimi artis1 ile
aktive olabilen” anlaminda kullanilmistir.) Ancak hiicre ici Ca®" derisimini arttiran
her uygulama bu yolag: aktive edememektedir (Sekil-3.10). Hiicre ici Ca®" derisimini
arttiran P2X; disindaki diger reseptorlerin uyarilmasinin, Hiicre ici Ca>" derisiminde
kalict ve/veya yeterince yiiksek bir artisa neden olamamasi bu yolagi aktive
edememelerinin altinda yatan sebep olabilir. Diger yolak ise “Ca*"’dan bagimsiz”dir
ve YO-PRO-1 gegirmektedir (Sekil-3.7). (“Ca”*"’dan bagimsiz” tabiri “aktive olmasi
icin hiicre ici Ca”" artigt gerekmeyen veya sadece hiicre ici Ca”" derisiminin artig1 ile
aktive olamayan” anlamimnda kullamlnustir. Yoksa Ca®" ‘un modiile edici bir rolii

olmadig1 anlamina gelmemektedir.)

Nominal Ca®" ‘suz soliisyonda RAW 264.7 hiicrelerine ATP (1 mM) uygulandiginda
YO-PRO-1, TO-TO-1, Lucifer Yellow ve calcein girisi gézlenmistir. Bu hiicrelerde
ATP (I mM) uygulamasina bagh olarak Lucifer Yellow ve YO-PRO-1 girisi
literatiirde de rapor edilmistir (Faria et al, 2004). 1 mM hiicredisi Ca*” varliginda
RAW 264.7 hiicrelerine ATP (1 mM) uygulandiginda iki fazli bir YO-PRO-1 girisi
gbzlenmistir. ATP uygulamasindan hemen sonra baslayan bir boya girisi ve

uygulamadan 15-20 dakika sonra baslayan ¢ok daha hizli kinetige sahip bir baska
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boya girisi olmak tizere iki farkli kinetige sahip iki boya girisi komponenti
izlenmistir. Ayni1 kosullar altinda calcein ve Lucifer Yellow girislerinin ilk kisimlari
belirgin bir sekilde baskilanirken, gecikmeli olan Lucifer Yellow girisi komponeneti
gozlenmistir (Sekil-3.13). Bu baskilanma, hiicre dist Ca*"un reseptor lizerinden
genel bir inhibisyon etkisi degildir zira bu kosullar altinda YO-PRO-1 girisi
etkilenmemektedir. Hiicre i¢i Ca>" artig1 celatorlerle engellendiginde, YO-PRO-1 ve
Lucifer Yellow girisi yavaglasa da ortadan kalkmamigstir. P2X; reseptér uyarimi
sonucu sadece Ethidium Bromide alan hiicreler ve Ethidium Bromide ve Lucifer
Yellow’u beraber alan iki grup RAW 264.7 hiicresinin varligi hatirlanirsa (Sekil-
3.19), bu hiicrelerde sadece ethidium geciren ve boya segiciligi gostermeyen iki
farkli yolak oldugu iddia edilebilir. P2X; reseptoriiniin aktive ettigi gegirgenlikleri
basit bir model ile agiklamak istersek Ethidium geciren yolaginYO-PRO-1 ve TO-
TO-1’1 de gegiren yolak oldugu, Lucifer Yellow geciren yolagin ise Calcein’i de
gecirdigi ileri siiriilebilir. Hiicre disi ¢ozeltilerde Ca®™ varliginda P2X; uyarisi ile
olusan Lucifer Yellow ve calcein girisi inhibe olurken YO-PRO-1 girisinin inhibe
olmamasi da bu iddia ile tutarli goriinmektedir. RAW 264.7 hiicrelerinde P2X;
uyarisi aktive olan birden fazla boya gecgirgen yolak oldugu agiksa da, bu yolaklarin
tam olarak hangi boyalara secicilik gosterdiklerini bilmek elimizdeki verilerle su an
icin miimkiin gériinmemektedir. HEK-K4 ve RAW 264.7 hiicrelerinde elde edilen
gbzlemleri ve literatiirde yeralan bulgulart aciklamak i¢in diisiliniilen en basit model
sekil-3.20°de sematik olarak gosterilmistir. Dogal olarak bunun bir minimal model
oldugu ve gercek hiicrede semada yer alandan daha fazla gegirgenlik yolaginin var

olabilecegi unutulmamalidir.

Literatiirde P2X; reseptor uyarimina bagli boya girisinden sorumlu “por”’un bilinen
bir gap-junction proteini olan pannexin-1 olduguna dair bulgular yeralmaktadir
(Pelegrin and Surprenant, 2006). Pannexin-1, siRNA veya inhibitor peptitlerle inhibe
edildiginde ATP uygulamasina bagli olarak goriilen floresan boya girisi
engellenmektedir. Sozkonusu proteinin non-selektif bir por olusturdugu
diisiiniilmektedir ve molekiil agirligi 1 kDa’a kadar olan tiim molekiilleri (ATP ve
carboxyfluorescein gibi) gegirebildigi sdylenmektedir (Suadicani et. al., 2006).

Ayrica makrofaj hiicrelerinde hiicre zarinda P2X; reseptor aktivasyonu ile agilan
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non-selektif bir porun varligir patch-clamp teknigi ile de gosterilmistir (Faria et.
al.,2004). Ancak bizim HEK-K4 hiicrelerindeki bulgularimiz pannexin-1’in bu segici
olmayan gecirgenlik Ozellikleriyle tam uyusmamakta aksine bu hiicrelerde segici
gecirgenlik gosteren yolaklarin varligina isaret etmektedir. (ATP uygulamasina baglh
olarak HEK-K4 hiicrelerinin nominal Ca®" ‘suz ortamda Lucifer Yellow ve calcein
gecirmedikleri hatirlanmalidir). Bu noktay1 acgiklamak i¢in akilda tutulmasi gereken
pannexin-1’in literatiirde sOylenen gecirgenlik Ozelliklerinin kesin ve sistematik
bulgulara dayanmadigidir. P2X5 reseptor aktivasyonuna bagl olarak goriilen boya
girisinden sorumlu proteinin hangi protein oldugu bir yana, bu ¢aligmada HEK-K4
ve RAW 264.7 hiicrelerinde boya girisinin aktivasyon ve secicilik 6zellikleri farkl
birden fazla yolagin akivasyonu ile gerceklestigi gosterilmistir. Dolayisi ile eger
pannexin-1 sdylendigi gibi P2X; reseptér uyarisi ile olusan boya girisinden
sorumluysa bile bulgularimiz pannexin-1’e ek olarak bir bagka proteinin daha boya
gecisinden sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir. Bu ikinci protein pannexin-1’den
baska simdilik bilinmeyen bir protein olabilecegi gibi pannexin-1 proteini iizerinde
fosforilasyon gibi bir takim degisiklikler de bu ikinci yolagin olusumunu
saglayabilir. P2X; reseptor uyarist ile birden fazla yolagin aktive oldugunu
diisiindiiren bulgular literatiirde de mevcuttur (Pelegrin and Surprenant, 2007). HEK-
293 hiicrelerinde pannexin-1 siRNA’s1 uygulamasi ile P2X7 reseptor aktivasyonuna
bagli olarak goriilen boya girisinin ancak bir kismi inhibe edilebilmistir. Bu bulgu
P2X; reseptor uyarisi ile olusan boya girigsinde birden fazla yolagin rol alabilecegini

gostermektedir.

Nominal Ca®" ‘suz ortamda HEK-K4 hiicrelerinde goriilen boya seciciligi basitce
boyalarin molekiiler biiyiikliigl ile agiklananamaktadir. 864 Da molekiil agirliginda
olan TO-TO-1 girisi goriiliirken 443 Da molekiil agirligindaki Lucifer Yellow
girisinin olugmamasi kritik bir bulgudur. Bu bulgu sadece belirli bir boydan kiigiik
molekiilleri gegiren non-selektif bir por ile uyumlu degildir. Ayrica literatiirde, HEK-
293 ve J774 hiicrelerinde pannexin-1 inhibe edildiginde P2X5 reseptdr aktivasyonuna
bagli boya girisi tamamen inhibe olurken, membranda olusan iyonik-akimlarinin bu
inhibisyondan etkilenmedigi bulgusu yeralmaktadir. Bir baska bulgu da
calmidazolium adli inhibitérin NMDG" akimlarin1 inhibe ederken YO-PRO-1
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girisini etkilemedigine dairdir. HEK-293 hiicrelerindeki P2X5 ile aktive olan yolagin
iri bir molekiil olan YO-PRO-1 ge¢irmesine ragmen klor iyonu gecirmedigi de
bilinmektedir (Virginio et. al, 1999). Bu bulgular da se¢ici olmayan ve 1 kDa’a kadar
olan tiim molekiilleri geciren -dogal olarak klor ve NMDG" gibi kiiciik molekiilleri
gecirmesi beklenen- bir porla uyugsmamaktadir. Dolayisi ile P2X7 reseptorii araciligi
ile olusan hiicre zar1 permeabilizasyonunda secici olmayan porlar kadar hem daha
secici, hem de pek membran akimi olusturmayan tasiyict yada degis-tokuscu

proteinlerin de rol almasi olasilig1 g6z dniinde bulundurulmalidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada, endojen olarak fare P2X; reseptorii tasiyan RAW 264.7 hiicreleriyle
sigan P2X7 reseptorii eksprese ettirilmis HEK hiicrelerinde P2X7 rseptoriiniin aktive
ettigi porun segicilik gegirgenlik 6zellikleri ve hiicre igi Ca®"un bu aktivasyondaki
rolii incelenmistir. Bu amagla ¢esitli biiyiikliiklerde ve zit yiliklerde floresan boyalar
kullanilmistir. Bu boyalar pozitif yiiklii Ethidium Bromide (314 Da), YO-PRO-1
(375 Da), YO-YO-1 (762 Da) ve TO-TO-1 (894 Da) ve negatif yiiklii Lucifer
Yellow (443 Da), Calcein (622 Da)’dir

Hiicre disi 1 mM Ca*” varliginda P2X; stimiilasyonu HEK-K4 hiicrelerinde YO-

PRO-1 ve Lucifer Yellow girisi saglamustir. Ilging olarak, nominal Ca*"s

uz
solisyonda YO-PRO-1 girisi hala gozlenitken Lucifer Yellow girisi ortadan
kalmistir. Hiicre i¢i ve disi Ca®" ¢elasyonu da YO-PRO-1 girisini ortadan
kaldiramamuistir. Hiicre dis1 Ca”* yoklugunda RAW 264.7 hiicrelerinde YO-PRO-1
ve Lucifer Yellow girisi gbzlenmistir. Hiicre i¢i ve dist Ca*" celasyonu bu boyalarin
girisini ortadan kaldiramamistir. Hiicre ici Ca”" derigimini ATP uygulamasi olmadan
direkt olarak Br-A23187 iyonoforu ile arttirildiginda HEK-K4 hiicrelerinde Lucifer
Yellow girisi, RAW 264.7 hiicrelerinde YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow girisi
gdzlenmistir. Hiicre ici Ca®" derisiminin ATP uygulamasi olmadan Br-A23187 ile
arttirilmasi durumunda P2X; reseptorii tasimayan HEK-293 hiicrelerinin de Lucifer
Yellow almasi, bu hiicrelerde zaten hiicre ici Ca>" ile aktive olan bir gecirgenligin
var oldugunu gostermektedir. Bu bulgular P2X; reseptoriiniin aktive ettigi ve boya
girisinden sorumlu birden fazla yolak oldugunu ve bu yolaklarin gecgirgenlik

ozelliklerinin HEK-K4 ve RAW 264.7 hiicrelerinde farkli oldugunu goéstermektedir.

Ayrica bu yolaklar hiicre i¢i Ca®>”ya olan bagimliliklarila ayristirilabilmektedirler.

Literatiirde P2X; reseptOriinlin boya girisi i¢in iki yolak aktive ettigi ve bu
yolaklardan birinin pannexin-1 bagimli oldugu bulgusu yeralmaktadir. Pannexin-1

proteini siRNA (small interference RNA) veya inhibitor peptitlerle inhibe edilerek,
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boya girisi incelenebilir ve calismada kesfedilen yolaklardan hangisinin pannexin-1

bagimli oldugu incelenebilir.

Literatiirde boya girisi inhibe oldugu halde membran akimlarinin bu inhibisyondan
etkilenmedigi bulgusu yeralmaktadir. Bu bulgu, sézkonusu boya girisinden sorumlu
porteinin elektro-ndtral bir tasiyict veya degis-tokuscu oldugunu diistindiirmektedir.
Tastyic1 veya degis-tokuscu inhibitorleri kullanilarak sézii edilen proteinin tastyici

veya degis-tokuscu olup olmadigi incelenebilir.
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OZET

P2X7 Reseptorlerinin Aktive Ettigi Porlarin Gegirgenlik Ozelliklerinin

Incelenmesi

P2X7 bir non-selektif katyon kanalidir ve 900 Da’a kadar olan molekiilleri gecirebi
len bir “por” aktive etmesiyle bilinir. Ayrica por aktivasyonu i¢in hiicre i¢i Ca2+’un

gerekli oldugu da sdylenmektedir.

Bu c¢alismada, endojen olarak P2X7 reseptorii tastyan RAW 264.7 hiicreleriyle
P2X7 reseptorii eksprese ettirilmis HEK hiicrelerinde P2X7 reseptoriiniin aktive
ettigi porun segicilik gecirgenlik 6zellik leri ve hiicre i¢i Ca2+’un bu aktivasyondaki
rolii incelenmistir. Bunun i¢in ¢esitli biiyiikliiklerde ve zit yiiklerde floresan boyalar
kullanilmistir. Bu boyalar pozitif yiiklii Ethidium Bromide, YO-PRO-1, TO-TO-1 ve
negatif yiikli Lucifer Yellow, Calceindir. Bu boyalarin hiicre igine girisi kiivet
spektroflorimetresi, mikroskop eklenmis ICDD kamera ve konfokal mikroskobu

kullanilarak izlenmistir.

Hiicre dis1 1 mM Ca2+ varliginda P2X7 stimiilasyonu HEK-K4 hiicrelerinde YO-
PRO-1 ve Lucifer Yellow girisi saglamistir. Ilging olarak, nominal Ca2+’suz soliis
yonda YO-PRO-1 girisi hala gozlenirken Lucifer Yellow girisi ortadan kalkmis tir.
Hiicre i¢i ve dis1 Ca2+ gelasyonu da YO-PRO-1 girisini ortadan kaldiramamustir.
Hiic re dis1 Ca2+ yoklugunda RAW 264.7 hiicrelerinde YO-PRO-1 ve Lucifer
Yellow giri si gbzlenmistir. Hiicre i¢i ve dis1 Ca2+ ¢elasyonu bu boyalarin girisini
ortadan kaldira mamustir. Hiicre i¢i Ca2+ derisimini direkt olarak Br-A23187
iyonoforu ile arttirildiginda HEK-K4 hiicrelerinde Lucifer Yellow girisi, RAW 264.7
hiicrelerinde YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow girisi gézlenmistir. Bu bulgular P2X7
reseptoriiniin aktive ettigi ve boya girisinden sorumlu birden fazla yo lak oldugunu
ve bu yolaklarin gegirgenlik 6zelliklerinin HEK-K4 ve RAW 264.7 hiicrelerinde
farkli oldugunu gostermektedir. Ayrica bu yolaklar hiicre i¢i Ca2+’ya olan

bagimliliklari ile ayristirilabilmektedirler.

Anahtar kelimeler: P2X7, Por olusumu, Floresan Mikroskopisi, Lucifer Yellow, YO-PRO-
1, HEK-293, RAW
SUMMARY
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The Investigation of Permeabilization Properties of P2X7-Activated Pores

P2X7 is a cation channel and has been known to form a non-selective large “pore”
which is permeable to large molecules weights up to 900Da. It has been also claimed

that intracellular Ca2+ is neccesary to activation of the pore.

In this study, we investigated permeability properties of P2X7-activated pores and
role of intracellular Ca2+ in activation of these pores in HEK-K4 (stabily expresses
P2X7 receptor) and RAW 264.7 (endogenly expresses P2X7 receptor) cells. We
used fluorescence tracers with different charges and molecular weights. These dyes
are positively charged Ethidium Bromide, YO-PRO-1, TO-TO-1 and negatively
charged Lucifer Yellow, Calcein. Uptake of the dyes were observed by fluorescence

microscopy.

In the presence of extracellular Ca2+, after P2X7 stimulation HEK-K4 cells
permeates YO-PRO-1 and also Lucifer Yellow dyes. Interestingly, in the absence of
extracellular Ca2+ Lucifer Yellow uptake was disappeared but YO-PRO-1 did not
and also YO-PRO-1 uptake was not blocked by intracellular Ca2+ chelation. In
RAW 264.7 cells ATP application induced YO-PRO-1 and Lucifer Yellow uptake in
the absence of extracelluler Ca2+. In RAW cells uptake of these dyes were not
supressed by intracellular Ca2+ chelation. When intracellular Ca2+ concentration is
increased by an ionophore, uptake of Lucifer Yellow in HEK-K4 and uptake of YO-
PRO-1 and Lucifer Yellow in RAW cells is activated. These findings show that
multiple pathways with different permeant selectivity is responsible for the P2X7
activated uptake of large fluorescent tracers in RAW 264.7 and HEK-K4 cells. These

pathways can be seperated by their dependency on intracellular Ca2+.

Key Words: P2X7, Pore formation, Fluorescense Microscopy, Lucifer Yellow,

YO-PRO-1, HEK-293, RAW
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