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1. GİRİŞ 

1.1. MEMBRANDA MADDE TAŞINIMI 

1.1.1 Madde Taşınımınım Prensipleri  

O2 ve CO2 gibi polar olmayan moleküller, hücre membranını derişimlerinin yüksek 

olduğu taraftan düşük olduğu tarafa difüzyon yoluyla geçebilirler. Difüzyon hızı 

kısmen molekülün büyüklüğüne ve ağırlıklı olarak yağda çözünebilirliğine bağlıdır. 

Ancak, polar moleküller veya iyonlar bir derişim gradyenti olsa bile membranı 

difüzyon yoluyla geçemezler. Bu moleküllerin hücre membranından geçişi için bazı 

taşıma mekanizmaları mevcuttur. Bunlar, taşıyıcı proteinler ve iyon kanallarıdır. 

(Alberts,1989) 

 
 
1.1.2 Taşıyıcı Proteinler ve Aktif Membran Taşınımı 

Taşıyıcı proteinler, taşıyıcısı oldukları molekül kendilerine bağlandıktan sonra 

konformasyonel değişikliğe uğrarlar ve membranın diğer tarafına sözkonusu 

molekülü bırakırlar. Taşıma işlemi, konstrasyon gradyenti yönünde oluyorsa 

“kolaylaştırılmış difüzyon”, derişim gradyentinin tersi yönündeyse (gerçekleşmesi 

için enerji gerekiyorsa) “aktif transport” adını alır (Aberts,1989). 

 
1.2. P2X RESEPTÖR AİLESİ 

P2X reseptörleri P2Y reseptörleriyle beraber  pürinerjik reseptör ailesine mensuptur. 

P2Y reseptörleri G-proteini kenetli reseptörler iken, P2X reseptörleri hücre dışı 

agonist bağlanmasıyla aktive olarak selektif olmayan bir katyon kanalı oluşturan 

“iyon kanalı kenetli” membran reseptörleridir. ATP, UTP gibi purin ve primidinler 

bu reseptörlerin doğal agonistidir. Bu reseptörlerin uzunlukları 384 ile 595 aminoasit 

arasında değişmektedir. P2X reseptörlerinin 7 alt tipi vardır: P2X1, P2X2, P2X3, 

P2X4, P2X5, P2X6, P2X7. Bu alttipler kendi aralarında heteromerizasyon 

yapabilmektedirler (P2X2/P2X3, P2X4/P2X6, P2X1/P2X5). 
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Tüm P2X reseptörleri tek değerlikli küçük katyonlara geçirgenken, bazıları kalsiyum 

yada anyonlara da geçirgen olabilmektedir P2X7 reseptörünün uyarılması küçük 

katyonlara geçirgen bir kanal oluşturmakla beraber, diğer P2X reseptörerlerinden 

farklı olarak 900 Da’a kadar molekül ağırlığına sahip büyük moleküllere de geçirgen 

bir yolak aktive ettiği, ayrıca hücre içinde başka sinyal yolaklarını da aktive ettiği 

bilinmektedir (North, 2002). Bu yanıtların oluşmasında bazı aksesuar proteinlerle 

etkileşimin gerektiği düşünülmektedir (Kim ve ark., 2001). Bazı hücreler birden fazla 

tip P2X reseptörü taşıyabilmektedir.  

 
1.3 P2X7 RESEPTÖRÜ 

P2X7 reseptörü ilk defa Surprenant ve arkadaşları tarafından 1996’ da fare makrofajı 

ve beyninden klonlanlanmıştır. Diğer P2X reseptörleri gibi iki transmembran 

bölgesine sahiptir. Agonist uygulamasından çok kısa bir süre (ms) sonra küçük 

katyon seçici bir iyon kanalı açması diğer P2X’lerle ortak noktasıyken, uygulamadan 

saniyeler sonra ethidium bromide ve YO-PRO-1 gibi büyük floresan moleküllere de 

geçirgen bir por açması özelliğiyle farklılık göstermektedir (North,2002; North and 

Surprenant, 2000). Ayrıca bu reseptörün aktive olmasının hücrelerde şişme, 

membranda bleblenme gibi değişikliklere neden olduğu bilinmektedir. P2X7 

reseptörü eksprese ettirilen  HEK-293 hücreleriyle yapılan deneylerde ATP veya 

BzATP uygulamasından sonra gözlenen blebler 1-10 μM boyutlarındadır (North, 

2002). 

 

Hücreiçi karboksi terminali diğer P2X reseptörlerinden farklı olarak 177 aminoasit 

kadar daha uzundur (Surprenant ve ark., 1996). Bu uzun aminoasit dizisinin 

reseptörün por oluşturmasında gerekli olduğu delesyon çalışmaları ile gösterilmiştir 

(Surprenant ve ark., 1996).

 
1.3.1 Yapısı ve Fonksiyonu 

P2X7 reseptörü 595 aminoasitten oluşmakta, sistein aminoasiti bakımından zengin ve 

uzun karboksi terminaliyle diğer P2X’lerden farklılık göstermektedir. Yukarıda da 

belirtildiği gibi diğer P2X’lerden 177 aminoasit kadar uzundur. İki tane 
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transmembran bölgesi bulunmaktadır ve fonksiyonel kanalın tetramerik olduğu öne 

sürülmektedir (North, 2002). 

 
 
1.3.2 Agonist ve Antagonistleri 

P2X7 reseptörünü agonistleri bakımından diğer P2X reseptörlerinden ayıran 4 ana 

özellik vardır: 1) Agonist olarak yüksel derişimde, yani 100 μM’dan fazla ATP’nin 

gerekmesi 2) 2-,3--(benzoyl-4-benzoyl)-ATP (BzATP)’nin ATP’den daha potent 

olması 3) Hücredışı magnezyum veya kalsiyumun düşürülmesiyle ATP ve BzATP 

yanıtlarının büyümesi 4) Uzun agonist uygulaması ile desensitizasyon görülmemesi 

(North, 2002). 

 

Klonlanmış sıçan P2X7 reseptörü üzerinde agonistlerin potens sıralaması şu 

şekildedir: 3’-O-(4-benzoyl)benzoyl ATP (BzATP)>> adenosine 5’-triphosphate 

(ATP) >> 2-methylthio ATP (2MeSATP) >adenosine 5’-O-(3-thiotriphosphate) 

(ATPγS) >adenosine 5’-diphosphate (ADP) (Surprenant ve ark., 1996). 

 

Sıçan P2X7 reseptörü eksprese eden HEK-293 hücrelerinde ATP ile oluşan YO-

PRO-1 girişini etkin şekilde inhib eden PPDAS’ın (PPADS, pyridoxalphosphate-6-

azophenyl- 2’,4’-disulfonic acid), fare P2X7 reseptörü eksprese eden hücrelerde bu 

inhibisyon etkisi anlamlı olarak daha az bulunmuştur (Chessell ve ark.,1998). Bir 

başka P2X ve P2Y antagonisti olan suramin, P2X7 kanalını inhibe etmekte diğer 

antagonistlere göre biraz daha zayıftır. Okside ATP (oxATP) tersinmez bir 

inhibitördür ve etkinlik gösterebilmek için 1-2 saatlik inkübasyon süresi 

gerektirmektedir. Başka sınıf P2X7 antagonistleri arasında calmidazolium, 1-[N,O-

bis(5-isoquinolinesulfonyl)-N-methyl-L-tyrosyl]-4-phenylpiperazine (KN-62) ve 

benzeri bileşikler de sayılabilir. Ancak Calmidazolium, sıçan ve insan P2X7 

reseptörü eksprese eden HEK-293 hücrelerinde, BzATP indüklemeli kanal akımını 

inhibe ederken, YO-PRO-1 girişini inhibibe edememektedir. (Surprenant ve ark., 

2005). KN-62 ise insan ve fare P2X7 reseptörü kanal akımını inhibe ettiği gibi, 

floresan boya girişi de inhibe etmektedir. 
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Ayrıca, hücredışı solüsyonda çift değerlikli iyonların varlığı P2X7 aracılı boya 

girişini inhibe etmektedir. Mg2+, Ca2+, Cu2+ ve Zn2+ gibi iyonların hücredışı 

solüsyona eklenmesiyle yapılan çalışmalar boya girişinde açık bir inhibisyon 

olduğunu göstermiştir. (Virginio ve ark., 1997)  

 

HEK-293 hücrelerinde gerek ATP gerekse BzATP indüklemeli kanal akımları birkaç 

saniyelik agonist uygulamasıyla desensitizasyon göstermemekle beraber, daha uzun 

uygulamalarda iyonik akımın büyüklüğünde artış olmaktadır (North, 2002).  

 
1.3.3 Por Yapısı ve Aktivasyon Mekanizması  

 

P2X7 reseptörü hakkında- yapısına, agonistleri ve antagonistlerine dair- her ne kadar 

bilinenler olsa da; büyük moleküllerin geçişini sağlayan bu yolağa net olmayan bir 

şekilde “seçici olmayan por” denmektedir. Bu “por’un” aktivasyon mekanizması ve 

yapısı bugün için net bir şekilde bilinmemektedir ve P2X7 reseptörü tarafından aktive 

edildiği iddia edilen bu por net bir şekilde karakterize edilememiştir. Ancak 

literatürde bu porun aktivasyon mekanizmasına dair iki farklı görüş bulunmaktadır: 

1) reseptör agonist bağlandıktan sonra P2X7 reseptörü önce küçük katyonlara 

geçirgen bir kanal olarak aktive olur ve bir süre sonra da genişleyerek büyük 

moleküllere geçirgen bir pora dönüşür. 2) P2X7 reseptörünün kendisi ligand bağımlı 

bir iyon kanalı oluştururken, bu reseptörün açtığı por reseptörden farklı bir proteindir 

ve bazı aracı proteinler ya da cözünen hücre içi ikinci haberciler aracılığı ile 

uyarılmaktadır. Boya girişi ile kanal akımının birbirinden ayrı inhibe edilebildiğini 

gösteren çalışmalar ikinci görüşe literatürde ağırlık kazandırmıştır. (Virginio ve 

ark.,1997) Boya girişinden sorumlu por için herhangi bir seçicilik henüz 

bilinmezken, iki büyük katyon olan NMDG+ ile YO-PRO-1’ in aynı pordan 

geçmediği de iddia edilmiştir (Jiang ve ark., 2005). 

 

Reseptörün por aktive etmek için Ca2+'u ikinci mesajcı olarak kullandığı, dolayısıyla 

da por aktivasyonu için hücreiçi Ca2+'un derişiminde bir artışın gerekli olup olmadığı 

konusu tartışmalıdır. Fare makrofajlarında Ca2+’un, P2X7 reseptörünün por 

oluşturması için gerekli bir ikinci mesajcı olduğuna dair çalışmalar bulunuyorsa da 
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(Faria ve ark., 2004), aynı hücrelerde por oluşumunun hücreiçi Ca2+ artışını 

gerektirmediğine dair karşıt bulgular da vardır (Cruz ve ark., 2006) 

 

Öte yandan, P2X7 reseptörünün aktive ettiği porun pannexin-1 adlı bir protein 

olduğuna dair yayınlar da mevcuttur (Pelegrin P. ve Surprenant A., 2006). 

Pannexin'ler “gap-junction” oluşturan bir protein ailesidir. İki hücre arasında gap-

junction oluşturarak büyük moleküllerin alış-verişini sağlayabilmenin yanında, 

“hemichannel” oluşturdukları için de başka bir hücrenin varlığına gerek duymaksızın 

hücreyle dış ortam arasında büyük moleküllerin alış-verişini de 

sağlayabilmektedirler. Pannexin'ler için herhangi bir seçicilik özelliği  

bilinmemektedir, 1000 Da'a kadar olan molekülleri geçirebilen non-selektif porlar 

oluşturduğu söylenmektedir (Pelegrin and Surprenant, 2007). Ancak bu konuda kesin 

bulgular eksiktir. P2X7 reseptörünün por oluşturmasında pannexin-1 bağımlı ve 

pannexin-1 bağımsız olmak üzere iki yolağın aktive olduğuna dair bulgular da 

mevcuttur. Pannexin-1 proteini gerek inhibitör peptitlerle gerekse siRNA (small 

interference RNA) kullanılarak inhibe edilmiş ve pannexin-1 varlığında görülen 

Ethidium Bromide girişinin ancak bir kısmı bu şekilde inhibe edilebilmiştir (Pelegrin 

ve Surprenant, 2006). Ayrıca fare makrofajlarında yapılan patch-clamp deneylerinde 

ATP ile aktive olan yüksek geçirgenliğe sahip porların aktive olduğu da gözlenmiştir 

(Faria ve ark., 2004). 

 

Bu tez çelışmasında, P2X7 reseptörünün aktive ettiği söz konusu porun geçirgenlik 

özellikleri ve por aktivasyonunda hücre içi Ca2+’ un rolü incelenmiştir. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. Kültür Hücrelerinin Büyütülmesi 

Çalışmada, kalıcı olarak sıçan P2X7 reseptörü eksprese ettirilmiş insan HEK-293 ve 

endojen olarak fare P2X7 reseptörü taşıyan makrofaj kökenli fare hücresi olan RAW 

264.7 hücre serileri kullanılmıştır. Kalıcı olarak P2X7 reseptörü transfekte edilen 

HEK-293 hücreleri makalenin bundan sonraki bölümlerinde HEK-K4 olarak 

anılacaktır. HEK-K4 hücreleri %10 fetal calf serum (FCS) içeren DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (GIBCO BRL Life Tech. NY, ABD) 

solüsyonu içinde 37ºC’de, pH dengesinin korunması için %5 CO2 içeren ortamda 75 

cm2’lik kültür flaskları içinde büyütülmüştür. RAW 264.7 hücreleri ise aynı fiziksel 

koşullar altında %10 fetal calf serum (FCS) içeren RPMI (GIBCO BRL Life Tech. 

NY, ABD) solüsyonu içinde büyütülmüştür. 

 

HEK-K4 ve RAW 264.7  hücreleri içinde bulundukları flaskın yüzeyinin %70-80’ ini 

kapladıklarında PBS (phosphate buffered saline)-EDTA (1 mM) ile 5 dakika 37º C’ 

de bekletilmek suretiyle (HEK-K4 hücreleri için) veya plastik kürek ile flask 

tabanından kazınarak (RAW 264.7 hücreleri için) kaldırılarak yuvarlak cam 

lamellere ekilip,  2-4 gün sonra deneye alınmıştır. 

 
2.2 Kalıcı Transfeksiyon 

HEK-K4 hücrelerine kalıcı transfeksiyon işlemi için kullanılan sıçan P2X7 reseptörü 

geni taşıyan plazmid Dr. Alan NORTH’dan temin edilmiştir. Hücrelere transfeksiyon 

yapıldıktan sonra geneticin ve %10 fetal calf serum (FCS) içeren DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (GIBCO BRL Life Tech. NY, ABD) 

solüsyonu içinde 37ºC’de, pH dengesinin korunması için %5 CO2 içeren ortamda 96 

kuyuluk plaklarda büyütülmüştür. Geneticine dirençli hücreler seçilerek 6 kuyuluk 

plaklara aktarılmış ve hücre içi Ca2+ artışları ölçülmüştür. P2X7 reseptörü 
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yokluğunda geçici olarak artan hücre içi Ca2+ derişimi, reseptörün başarıyla eksprese 

edildiği durumda kalıcı olarak artmıştır. Bu artışı gösteren klon çoğaltılarak HEK-K4 

olarak adlandırılmış ve tüm tez çalışmasında bu klon kullanılmıştır. 

 

2.3 Floresan Boya Girişi Ölçümü 

 

HEK-K4 ve RAW 264.7  hücrelerinde ATP ile aktive edilen porun seçicilik 

özelliklerinin belirlenmesi için çeşitli büyüklükte ve farklı elektriksel yüklerde 

floresan boyalar kullanılmıştır. Bu floresan boyaların pozitif yüklü olanları Ethidium 

Bromide (314 Da), YO-PRO-1 (375 Da), YO-YO-1(762 Da) ve TO-TO-1(894 Da)  ve 

negatif yüklü olanları ise Lucifer Yellow (443 Da), Calcein (622 Da) dir. Floresan 

boyaların hücre içine girişlerinin takip ve ölçümü için küvet spektroflorimetresi 

(Jasco FP 6500 STR 313, Japonya), konfokal mikroskop (Leica TCS-SP5, DMI 

6000) ve floresan mikroskoba (Nikon TE-300, Nikon corp., Japonya) bağlı bir ICDD 

kamera (IC-300, Photon Technologies International, NJ, ABD) kullanılmıştır. Tüm 

deneyler 37°C’ de yapılmıştır 

  2.3.1 Negatif Yüklü Floresan Boya Girişi Ölçümü 

Lucifer Yellow ve Calcein floresan boyaları negatif yüklü olup, hücre içinde de 

dışında da floresandırlar. Hücrenin içi ile dışındaki floresansı ayırabilmek ve 

boyaların hücre içine girişini izleyebilmek için konfokal mikroskobu (Leica TCS-

SP5, DMI 6000) kullanılmıştır. Bunun için, lamellerde büyütülen hücreler ikişer defa 

banyo solüsyonu (125 mM NaCl, 5 mM KCl, 20 mM HEPES, 1 mM MgCl2, 1,5 mM 

Ca2+ pH:7,4 ) ile yıkandıktan sonra ve lameller teflon cıdarlı bir banyoya 

yerleştirilmiş, banyoya Lucifer Yellow (500 μM) veya Calcein (500 μM) içeren KCl 

solüsyonu (5 mM NaCl, 150 mM KCl, 10 mM HEPES  pH:7,8 ) eklenmiştir. 

Floresan boyanın uyarılabildiği dalgaboyundaki lazer ile aydınlatılan hücrelerde x-y 

düzleminde tarama yapılmış ve floresan ışınım bir “pinhole”dan geçirilerek yalnız 

taramanın yapıldığı odak düzleminden ışık toplanması sağlanmıştır. Bu yolla dar bir 

konfokal kesite ait bir görüntü oluşturulmuştur. Diğer bir deyişle, konfokal 

mikroskobu kullanılarak hücreden sadece istenilen bir kesit görüntülenmiştir. 
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Agonist uygulamasından sonra farklı derinliklerden elde edilen kesit desteleri (z-

stack) kesitler taranıp zaman içinde bu tarama sabit aralıklarla tekrarlanmıştır. Bu 

şekilde zamanla hücreye giren boyanın oluşturduğu floresans artışı gerçek zamanlı 

olarak izlenmiş ve ölçülmüştür. Elde edilen bu optik kesit görüntüleri 

değerlendirilirken, hücrelerin sitoplazmalarını içine alacak şekilde ROI'ler çizilmiş 

ve bu ROI'lerin içinden gelen ortalama floresans, hücredışına çizilmiş ROI'lerin 

içinden gelen ortalama floresansa oranlanmıştır. Konfokal mikroskop kullanılarak 

elde edilen hücre görüntüleri ve bunlardan yapılan değerlendirme işlemine bir örnek 

şekil-2.1 de görülmektedir. 
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Şekil-2.1: Konfokal mikroskobuyla elde edilen Lucifer Yellow giriş ölçümü örneği. Konfokal 
mikroskobuyla negatif yüklü boyaların hücre içine girişleri ölçülürken hücreleri içine alacak şekilde 
ROI’ler ve hücre dışı ortamda “background” ROI’si çizilmiştir. Herbir ROI’den gelen ortalama 
floresans sinyali “background” sinyaline oranlanarak bir normalizasyon yapılmıştır. A) ATP (1mM) 
uygulaması öncesi B) ATP (1mM) uygulamasından 6 dakika sonra C) ATP (1mM) uygulamasından 
20 dakika sonra hücrelerin görünümleri 

 

 

 

 

 

 



 10

Negatif boya girişi ölçümü için ayrıca floresan mikroskobu da kullanılmıştır. HEK-

K4 ve RAW 264.7  hücreleri deneyden önce banyo solüsyonu (125 mM NaCl, 5 mM 

KCl, 20 mM HEPES, 1 mM MgCl2, 1,5 mM Ca2+ ,pH:7,4 ) ile iki defa yıkanmış, 

hücrelerin bulunduğu lameller iki gruba ayrılmıştır. Lamellerden bir grubu, bazal 

boya girişinin görülmesi için 1 mM Lucifer Yellow veya calcein bulunan KCl 

solüsyonu (5 mM NaCl, 150 mM KCl, 10 mM HEPES  pH:7,8 ) ile 20 dakika 

süreyle, 37º C’ de inkübe edilirken; reseptör aktivasyonu nedeniyle oluşan boya 

girişinin gözlenmesi için de diğer lameller floresan boya ve 1 mM ATP  bulunan KCl 

solüsyonu ile 20 dakika süreyle, aynı fiziksel şartlar altında inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon sonrasında hücre dışında kalan boyanın ve ATP nin tamamen yıkanması 

için, hücreler birkaç defa Mg2+ içeren banyo solüsyonuyla yıkanmıştır. Daha sonra 

lameller, floresan mikroskop tablasına yerleştirilip, lamelin çeşitli bölgelerinden 

alınan ışık ve floresan görüntüleri fotoğraflanmıştır. Elde edilen fotoğraflardan boya 

almış hücrelerin tüm hücre sayısına oranı bulunmuştur. Bu oran boya girişinin bir 

ölçüsü olarak tanımlanmıştır. 

 

  2.3.2 Pozitif Yüklü Floresan Boya Girişi Ölçümü 

 

 DNA’ya bağlandıkları zaman floresan ışıma yapan Ethidium Bromide, YO-PRO-1, 

YO-YO-1 ve TO-TO-1 boyalarının hücre içine girişinin ölçümü için ICCD kamera, 

konfokal mikroskop ve küvet spektroflorimetresi kullanılmıştır.  

 

HEK-K4 ve RAW hücreleri deneyden önce banyo solüsyonu (125 mM NaCl, 5 mM 

KCl, 20 mM HEPES, 1 mM MgCl2, 1,5 mM Ca2+ ,pH:7,4 ) ile iki defa yıkanmış, 

lameller bir inverted mikroskopa yerleştirilmiştir. Sonrasında YO-PRO-1(5 μM), 

YO-YO-1(5 μM), TO-TO-1 (5 μM) veya Ethidium Bromide (10μM) içeren KCl 

solüsyonuna (5 mM NaCl, 150 mM KCl, 10 mM HEPES pH:7,8 ) alınmışlardır. 

1mM ATP uygulanmış, reseptör aktivasyonuna bağlı olarak boya girişi, boyalar 

uygun dalgaboylarında uyarılıp, bir ICDD kamera (IC-300, Photon Technologies 

International, NJ, ABD) yardımı ile floresan ışınım görüntülenmiştir. 
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 Pozitif boyaların hücre içine girişinin ölçümünde ayrıca konfokal mikroskop da 

(Leica TCS-SP5, DMI 6000) kullanılmıştır. Yukarıda bahsedilen yöntemle 

hazırlanan hücrelerde söz konusu pozitif boyalar sadece DNA'ya bağlandıklarında 

floresan ışıma yaptıkları için, kesitin hücrenin hangi kısmından alındığına bağlı 

olarak floresan şiddeti de değişecektir. Sadece stoplazmadan geçen bir kesit 

alındığında floresans çok düşük, çekirdekten geçen bir kesit alındığında ise floresans 

çok büyük olacaktır. Hücrelerin özellikle ATP uyarımından sonra her yönde hareket 

ettikleri de düşünüldüğünde bu durumun yaratacağı problemleri engellemek için  

yukarıda bahsedildiği gibi farklı odak derinliklerinde elde edilen x-y taramalar 

yoluyla “z-stack”ler elde edilmiştir. Her bir zaman noktası için bir hücreden gelen 

floresan ışık “z-stack” boyunca integre edilerek hücrelerin tüm hacim içindeki 

floresansın toplamı ölçülmüştür ve bu floresansın zamanla nasıl değiştiği takip 

edilmiştir. Elde edilen bu görüntüler değerlendirilirken, hücreleri içine alacak şekilde 

ROI'ler çizilmiş ve “z-stack” boyunca bu ROI içinden gelen floresans toplanmış ve o 

hücreden gelen toplam floresans elde edilmiştir. Ancak HEK-K4 hücrelerinin aşırı 

hareketli olmaları nedeni ile tek tek hücrelerden ölçüm yapılamamış bunun yerine 

tüm hücrelerden gelen toplam floresans ölçülmüştür. Görüntülerin elde edilmesi ve 

değerlendirilmesinde Leica Advance Fluorescence (Lieca) programı kullanılmıştır. 

Konfokal mikroskop kullanılarak elde edilen hücre görüntüleri ve bunlardan yapılan 

değerlendirme işlemine bir örnek şekil-2.2 de görülmektedir. 

 



 12

A) 

    
 

  
 
Şekil-2.2 : ATP uygulamasına bağlı olarak görüen pozirif boya girişi ölçüm örneği. A) hücrelerin 
ATP uygulamasından önceki ve 20 dakika sonraki ışık ve floresan foroğrafları. B) hücrelerde taranan 
kesitlerin görüntüsü ve ROI lerden ölçülen ortalama floresans şiddet değişim eğrisi. 
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Şekil-2.2 devam : ATP uygulamasına bağlı olarak görüen pozirif boya girişi ölçüm örneği. A) 
hücrelerin ATP uygulamasından önceki ve 20 dakika sonraki ışık ve tek bir z-kesitinden alınan 
floresan foroğrafları. B) hücrelerde taranan farklı derinlikteki z-kesitlerinin görüntüsü ve ROI lerden 
ölçülen ortalama floresans şiddet değişim eğrisi. Şekilde her bir z-kesitinden elde edilen görüntü ve 
ölçülen floresans şiddetleri görülmektedir. 
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 HEK-K4 hücrelerinin ATP uygulamasına bağlı olarak şekil değiştirmelerinin 

yanında lamel tabanından da kalkmaları ve buna bağlı olarak  izlenmelerindeki 

zorluklar nedeniyle, pozitif boyaların hücre içine girişinin ölçülmesinde ayrıca küvet 

spektroflorimetresi de kullanılmıştır. Bunun için, 75 cm2'lik flasklarda büyütülen 

hücreler PBS (phosphate buffered saline)-EDTA (1 mM) ile 5 dakika inkübe edilmek 

suretiyle kaldırılmış ve 70 G'de 3 dakika santrifüj edilerek yıkandıktan sonra DMEM 

içinde 40-45 dakika kültür etüvünde bekletilmiştir. KCl solüsyonu içinde tekrar 

suspanse edilip spektroflorimetre küvetine alınan hücrelere ATP (1mM) uygulanmış, 

uygun dalgaboyunda ışıkla uyarılarak hücrelerden gelen floresan ışık toplanmıştır. 

Deney süresinin sonunda (20 dakika), tüm DNA'nın boya bağlaması için membranı 

permeabilize eden bir deterjan olan Triton-X100 uygulandıktan sonra floresans 

ölçülmüş ve bu değer maksimum floresans olarak kabul edilmiştir. Deneyden elde 

edilen floresans şiddeti bu durumda elde edilen maksimum floresans değerine 

oranlanarak hücre sayısının katkısı ortadan kaldırılmış ve bir normalizasyon 

yapılmıştır. Deneyler 37°C de, hücreler manyetik bir karıştırcı ile sürekli 

karıştırılarak yapılmıştır. 

 

  2.4 Hücre İçi Ca2+ Derişimi Ölçümü  

Br-A23187 (10 µM) uygulamasıyla hücre içi Ca2+ derişiminin arttırılıp arttırılmadığı 

veya BAPTA-AM ile yüklenen hücrelerde hücre içi Ca2+ derişimi artışına engel 

olunup olunmadığı, Fura-2 ile hücre içi Ca2+ derişimi ölçümü yapılarak 

incelenmiştir. Tüm deneyler 37°C de gerçekleştirilmiştir. 

 

Hücre içi Ca2+ derişiminin Br-A23187 (10 µM) ile ne kadar arttırılabildiğinin mutlak 

değerlerle ölçülmesi için, lamellere ekilmiş hücreler deney öncesi banyo 

solüsyonuyla (125 mM NaCl, 5 mM KCl, 20 mM HEPES, 1 mM MgCl2, 1,5 mM 

Ca2+ ,pH:7,4 ) birkaç defa yıkanmış, banyo solüsyonu içinde 4 μM Fura-2AM ile oda 

sıcaklığında 50 dakika süreyle inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda hücreler yine 

banyo solüsyonuyla yıkanmıştır. RAW 264.7  hücreleri 1.2 mM Ca2+ içeren KCl 

solüsyonuna 5 mM NaCl, 150 mM KCl, 10 mM HEPES, 1.2 mM Ca2+  pH:7,8 ), 

HEK-K4 hücreleri ise 5 mM Ca2+ içeren KCl solüsyonuna (5 mM NaCl, 150 mM 
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KCl, 10 mM HEPES, 5 mM Ca2+, pH:7,8) alınmıştır. Bir inverted mikroskop altına 

yerleştirilen hücrelerde mikroskoba bağlı bir monokromatör aydınlatma ve PMT 

ölçüm sistemi (Ratiomaster, Photon Technologies International, NJ, ABD) 

kullanılarak, 340nm, 380 nm’ de ve 358 nm’ de uyarılan ve 510 nm’ de emit edilen 

floresan ışık ölçülmüştür. Ölçümlerin kaydedilmesi ve değerlendirilmesinde FELIX 

yazılımı (Photon Technologies International, NJ, ABD) kullanılmıştır. 10 μM Br-

A23187 uygulanılarak 5 mM Ca2+ veya 1 mM EGTA içeren çözeltilerde elde edilen 

maksimum ve minimum f340/f380 oranları kullanılarak yapılan kalibrasyon ile 

hücreiçi  Ca2+ derişimi hesaplanmıştır.  

 

Hücre içi ve dışına eklenen Ca2+ çelatörlerinin hücre içi Ca2+ derişimi artışını etkin 

bir şekilde engelleyip engellemediğini kontrol etmek amacıyla da bir dizi ölçüm 

yapılmıştır. Bu amaçla Fura-2 nin yanı sıra BAPTA-AM (20 µM) ile inkübe edilen 

hücreler 1 mM EGTA içeren banyo çözeltisinde uyarılmış ve hücre içi Ca2+ artışı 

izlenmiştir. Lamel tabanından kalkmaları ve izlenmelerindeki zorluk nedeniyle HEK-

K4 hücreleri için küvet spektroflorimetresi, RAW 264.7 hücreleri için ise 

mikroskoba bağlı spektroflorimetre sistemi kullanılmıştır. Sonuçlar sadece f340/f380 

oranı olarak verilmiştir. 
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3. BULGULAR 
 

 Kalıcı olarak dışarıdan sıçan P2X7 reseptörü eksprese ettirilen HEK-293 hücreleri ve 

endojen olarak fare P2X7 reseptörü ekpres eden RAW 264.7 hücrelerinin ATP (1 

mM) uygulamasını takiben YO-PRO-1 gibi büyük molekül ağırlıklı floresan 

boyalara geçirgen hale geldikleri ve bu boya girişine membranda bleblenmenin eşlik 

ettiği literatürde bilinmektedir (North, 2002). Bu bilgilerle uygun olarak, bu tez 

çalışmasında gerçekleştirilen deneylerde, her iki tip hücrede de ATP (1 mM) 

uygulamasını takiben hücre içine floresan boya girişi, hücre membranında 

bleblenme, hücrelerin yapışık oldukları lamelden kalkma gibi davranışlar 

gözlenmiştir  (Şekil-3.1). 

 

Çalışmada kullanılan HEK-K4 ve RAW 264.7 hücrelerinde görülen ATP uyarısı ile 

hücre içine floresan boya girişinin P2X7 reseptöründen kaynaklandığı yapılan kontrol 

deneyleriyle gösterilmiştir. Bununla ilgili bulgular şöyle sıralanabilir; 1) P2X7 

reseptörünü kalıcı olarak eksprese eden HEK-K4 hücreleri ATP (1 mM) 

uygulamasından sonra YO-PRO-1 alırken, bu giriş P2X7 reseptörü eksprese etmeyen 

HEK-293 hücrelerinde görülmemiştir. 2) P2Y reseptörlerini uyaran ancak P2X 

reseptörlerini uyarmayan bir agonist olan UTP (1mM) RAW 264.7 hücrelerinde 

herhangi bir YO-PRO-1 girişi oluşturmamıştır. Dolayısıyla aktive olan reseptör P2Y 

reseptörlerinden biri değildir. 3) P2X7 reseptörünü diğer P2X’lerden ayıran bir 

özellik BzATP'nin agonist olarak ATP'den çok daha potent olmasıdır. Bu kriterle 

uygun olarak, RAW 264.7 hücrelerinde aynı derişimde (20 µM) kullanılan BzATP 

ve ATP agonistleri arasında BzATP yanıt oluştururken ATP oluşturamamıştır (Data 

gösterilmemiştir). 

 

HEK-K4 ve RAW 264.7 hücrelerinde ATP (1 mM) uygulamasına bağlı olarak 

görülen floresan boya girişinden, bu hücrelerde bulunan P2X7 reseptörünün sorumlu 

olduğu gösterildikten sonra aktive olan boya geçirgen yolağın seçicilik özellikleri ve 

aktivasyonunun hücre içi Ca2+' a bağlı olup olmadığına dair deneylere geçilmiştir. 
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A) 

  
 
 
B) 

  
 
Şekil-3.1: ATP uygulamasıyla P2X7 uyarısına bağlı olarak hücrelerde oluşan şekil 
değişikliklerinin ışık mikroskobuyla elde edilen görüntüleri ve boya girişinin floresan 
mikroskopla elde edilen görüntüleri. A) Lamellerde büyütülmüş hücrelerin ATP (1 mM) 
uygulaması öncesi ışık görüntüsü (solda) ve floresan görüntüsü (sağda) B) ATP (1 mM) uygulaması 
sonrası 20. dakikada ışık görüntüsü (solda) ve floresan görüntüsü (sağda) (Şekilde RAW 264.7 
hücreleri ve ATP uyarı sonrası YO-PRO-1 almaları dolayısıyla hücre içinde özellikle çekirdek ve 
çekirdekçikteki floresans şiddetindeki artma görülmektedir) 
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 3.1 HEK-K4 Hücreleri Nominal Ca2+ suz Solüsyonda ATP Uygulamasına Bağlı 

Olarak YO-PRO-1ve TO-TO-1 Geçirmektedir   

 
Nominal Ca2+'suz solüsyonda HEK-K4 hücrelerine ATP (1 mM) ile P2X7 reseptör 

uyarısından sonra, bu hücrelerin YO-PRO-1 (375 Da) ve TO-TO-1 (894 Da) 

geçirmelerine rağmen Lucifer Yellow (443 Da), Calcein (622 Da) geçirmedikleri 

görülmüştür. (Şekil-3.2) YO-PRO-1 girişi ATP uygulaması olmadan hemen hemen 

hiç yok gibidir. TO-TO-1 girişi ATP uygulaması olmadan da bir miktar 

görülebiliyorsa da bu girişi ATP uygulamasıyla oluşan girişle karşılaştırıldığında 

ihmal edilebilecek düzeydedir. (Şekil-3.2B) ATP uygulaması olmadan görülen 

Lucifer Yellow girişi ATP ile görülenle farklılık göstermemektedir. (Şekil-3.2C) 

Çalışmamızda her ne kadar pozitif yüklü boyalar olan YO-PRO-1 (375 Da) ve TO-

TO-1 (894 Da) ile gerçekleştirilen ölçümlere yer verilmişse de, YO-PRO-1’e ek 

olarak HEK-K4 hücrelerinde nominal Ca2+’suz solüsyonda ATP (1 mM) 

uygulamasına bağlı olarak diğer pozitif yüklü boyalar olan Ethidium Bromide (314 

Da) ve YO-YO-1 (762 Da) girişleri de gerek ICDD kamera ekli mikroskopla gerekse 

konfokal mikroskobuyla ölçülmüştür. HEK-K4 hücrelerinin nominal Ca2+’suz 

solüsyonda ATP (1 mM) uygulamasına bağlı olarak diğer pozitif yüklü boyalar olan 

Ethidium Bromide (314 Da) ve YO-YO-1 (762 Da)’ya da geçirgenoldukları 

görülmüştür. (Data gösterilmemiştir).
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Şekil-3.2 : HEK-K4 hücrelerinin nominal Ca2+ suz solüsyonda P2X7 reseptör stimülasyonundan 

sonra  YO-PRO-1 ve TO-TO-1 geçirmektedir. HEK-K4 hücrelerine nominal Ca2+suz solüsyonda 

ATP (1mM) uygulanarak (Ca 0 ATP) ve uygulanmayarak (Ca 0 Kontrol) boya girişi ölçülmüştür. A) 
YO-PRO-1 (5 µM)  girişi floresans artışı şeklinde konfokal mikroskobuyla kısım 2.3.2’ de analtıldığı 

gibi ölçülmüştür. Başlangıçtaki floresans değeri floresans şiddet artış eğrisinden çıkarılmıştır. Herbir 

eğri 80-100 hücre içeren tek bir ROI’den gelen zamana bağlı toplam floresansı temsil etmektedir. B) 

TO-TO-1 (5 µM)  girişi floresans artışı şeklinde konfokal mikroskobuyla kısım 2.3.2’ de analtıldığı 

gibi ölçülmüştür. Başlangıçtaki floresans değeri floresans şiddet artış eğrisinden çıkarılmıştır. Herbir 

eğri 80-100 hücre içeren tek bir ROI’den gelen zamana bağlı toplam floresansı temsil etmektedir. C) 

Lucifer Yellow (500 µM)  girişi kısım 2.3.1’ de anlatıldığı gibi gözlenmiştir. Hücre içi bu floresans 

artışı, hücre içi floresansın hücre dışı floresansa oranı şeklinde ifade edilmiştir.(FHD/FHİ) Hücre dışı 

floresans hücrelere yakın bir bölgede çizilmiş ROI’den gelen floresanstır. Boya giriş eğrisileri en az 

83 hücrenin teker teker ölçümlerinin ortalaması ile oluşturulmuş ve ortalama±SEM şeklinde ifade 

edilmiştir. D) Calcein (500 µM)  girişi kısım 2.3.1’ de anlatıldığı gibi gözlenmiştir. Hücre içi bu 

floresans artışı, hücre içi floresansın hücre dışı floresansa oranı şeklinde ifade edilmiştir.(FHD/FHİ) 

Boya giriş eğrisileri en az 44 hücrenin teker teker ölçümlerinin ortalaması ile oluşturulmuş ve 

ortalama±SEM şeklinde ifade edilmiştir. 
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3.2  HEK-K4 Hücreleri Hücredışı 1mM Ca2+ Varlığında Lucifer Yellow’a 

Geçirgelik Kazanmaktadır 

 
Nominal Ca2+’suz solüsyonda ATP(1 mM) uygulamasını takiben HEK-K4 

hücrelerinde YO-PRO-1 ve TO-TO-1 girişi görülürken (Şekil-3.3A ve B), hücre dışı 

1 mM Ca2+ içeren solüsyonda Ca2+ suz solüsyondan farklı olarak, YO-PRO-1 ve TO-

TO-1 girişinin yanında Lucifer Yellow girişi de görülmüştür (Şekil-3.3C). Ancak 

calcein girişi görülmemiştir (Şekil-3.3D). HEK-K4 hücrelerine YO-PRO-1 girişi 

hücre dışı Ca2+ gerektirirmezken Lucifer Yellow girişi hücre dışı Ca2+ varlığını 

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

 

3.3  HEK-K4 Hücrelerinde Görülen YO-PRO-1 Girişi Hücredışı Ca2+ Varlığı 

Gerektirmemektedir 

 
HEK-K4 Hücrelerinde nominal olarak Ca2+’ suz ortamda Lucifer Yellow’un aksine 

YO-PRO-1 ve TO-TO-1 girişi ortadan kalkmamaktadır (Şekil 3.3). Ancak HEK-K4 

hücrelerinin ATP uygulamasından sonra aşırı hareketli olmaları kantitatif ölçümü 

güçleştirmektedir. Bu amaçla süspanse edilmiş HEK-K4 hücrelerinde küvet 

spektroflorimetresiyle hücre dışı 1mM Ca2+ varlığında ve yokluğunda ölçülen YO-

PRO-1 girişleri karşılaştırılmış ve aralarında minimal bir fark görülmüştür (Şekil 

3.4). YO-PRO-1 giriş eğrisine fit edilen eğri parametreleri; maksimum değerler Ca2+ 

varlığında ve yokluğunda sırasıyla 0,32 ve 0,42, aynı sırayla zaman sabitleri ise 701 

ve 714’ tür. 
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Şekil-3.3 : HEK-K4 hücrelerinde hücre dışı 1 mM Ca2+ varlığı Lucifer Yellow geçirgenliğini 
oluşmakta ancak YO-PRO-1 girişi etkilenmemektedir. Lamellerde büyütülen HEK-K4 hücrelerine  
nominal Ca2+ suz (Ca 0 ) veya 1mM hücredışı Ca2+ içeren solüsyonda (Ca 1 ) ok işaretiyle gösterilen 
anda ATP (1 mM) uygulanmış ve floresan boya girişi ölçülmüştür. A) YO-PRO-1 (5 µM)  girişi hücre 
içi floresans artışı şeklinde konfokal mikroskobuyla  gözlenmiştir. Başlangıçtaki floresans değeri 
floresans şiddet artış eğrisinden çıkarılmıştır. Herbir eğri 80-100 hücre içeren tek bir ROI’den gelen 
zamana bağlı toplam floresansı temsil etmektedir. Deneyler en az iki farklı günde tekrarlanmıştır B) 
TO-TO-1 (5 µM)  girişi hücre içi floresans artışı şeklinde konfokal mikroskobuyla  gözlenmiştir. 
Hücre dışı 1 mM Ca2+ varlığında ATP uygulaması olmaksızın TO-TO-1 girişi de ölçülmüştür. (Ca 1 
kontrol) Başlangıçtaki floresans değeri floresans şiddet artış eğrisinden çıkarılmıştır. Herbir eğri 45-
73 hücre içeren tek bir ROI’den gelen zamana bağlı toplam floresansı temsil etmektedir. C) Lucifer 
Yellow girişi konfokal mikroskobu kullanılarak gözlenmiştir. Hücre içi bu floresans artışı, hücre içi 
floresansın hücre dışı floresansa oranı şeklinde ifade edilmiştir.(FHD/FHİ) Hücre dışı floresans 
hücrelere yakın bir bölgede çizilmiş ROI’den gelen floresanstır. Lucifer Yellow girişinde gözlenen 
varyasyonu ifade etmek amacıyla, şekilde iki ayrı gün gerçekleştirilen ölçüm yeralmaktadır. Boya 
giriş eğrisileri en az 54 hücrenin ölçümlerinin ortalaması ile oluşturulmuş ve ortalama±SEM şeklinde 
ifade edilmiştir. Deneyler en az 3 ayrı gün tekrarlanmıştır. Şekildeki deneyler aynı gün ve aynı 
mikroskop ayarlarıyla yapılmıştır. D) Calcein (500 µM)  girişi hücrenin stoplazmasındaki floresans 
artışı şeklinde konfokal mikroskobu kullanılarak gözlenmiştir. Hücre içi bu floresans artışı, hücre içi 
floresansın hücre dışı floresansa oranı şeklinde ifade edilmiştir.(FHD/FHİ) Hücre dışı floresans 
hücrelere yakın bir bölgede çizilmiş ROI’den gelen floresanstır. Lucifer Yellow girişinde gözlenen 
varyasyonu ifade etmek amacıyla, şekilde iki ayrı gün gerçekleştirilen ölçüm yeralmaktadır. Boya 
giriş eğrisileri en az 55 hücrenin ölçümlerinin ortalaması ile oluşturulmuş ve ortalama±SEM şeklinde 
ifade edilmiştir. Deneyler en az 3 ayrı gün tekrarlanmıştır.  
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Şekil-3.4 : HEK-K4 hücrelerinde hücre dışı 1 mM Ca2+ varlığı YO-PRO-1 girişi üzerinde 

minimal etkiye sahiptir. Kısım 2.3.2’de anlatıldığı gibi süspanse edilen HEK-K4 hücrelerine  

nominal Ca2+ suz (Ca 0 ) veya 1mM hücredışı Ca2+ içeren solüsyonda (Ca 1 ) ok işaretiyle gösterilen 

anda ATP (1 mM) uygulanmış ve yine kısım 2.3.2’de anlatıldığı gibi YO-PRO-1 (5 µM)  girişi 

flroesans şiddet artışı şeklinde küvet spektroflorimetresiyle  gözlenmiştir. Deney sonunda (20 dk) 

triton-X100 uygulanarak elde edilebilecek maksimum floresans değeri bulunmuş ve elde edilen boya 

giriş eğrisi bu değere göre normalize edilmiştir. 
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3.4 HEK-K4 Hücrelerinde Tek Başına Hücreiçi Ca2+ Derişimi Artışı Lucifer 

Yellow Girişini Sağlarken, YO-PRO-1 Girişi Oluşturmamaktadır 

 

1 mM Ca2+ varlığında HEK-K4 hücrelerinde Lucifer Yellow girişi görülmesi tek 

başına hücre içi Ca2+ derişimi artışının Lucifer Yellow girişine yetip yetmeyeceğini 

düşündürmüştür. Bunun için, hücre membranını Ca2+ geçirgen hale getiren bir 

iyonofor olan Br-A23187 ile hücre içi Ca2+ derişimi arttırılarak Lucifer Yellow girişi 

incelenmiştir. 5 mM Ca2+  içeren solüsyonda HEK-K4 hücrelerine Br-A23187 (10 

µM) uygulanmış ve Lucifer yellow girişi konfokal mikroskobu kullanılarak 

incelenmiştir. Br-A23187 uygulamasını takiben açık bir Lucifer Yellow girişi 

görülmüştür (Şekil-3.5B). Herhangi bir ATP uygulaması olmadan hücre içi Ca2+ 

derişimi artışı tek başına Lucifer Yellow girişi oluşturmaya yetmektedir.  

 

Ancak 5 mM Ca2+ içeren solüsyonda hücrelere Br-A23187 (10 µM) uygulandığında 

herhangi bir YO-PRO-1 (5µM) girişi görülmemiştir (Şekil-3.5A). Hücre içi Ca2+ 

derişimi artışı tek başına hücreye YO-PRO-1 girişi oluşturmak için yetmemektedir. 

Hücrelerin yanıt verebilirliklerini kontrol etmek amacıyla aynı deney koşullarında (5 

mM hücre dışı Ca2+ varlığında) hücrelere ATP (1mM) uygulanmış ve YO-PRO-1 

girdiği görülmüştür. 

 

5 mM Ca2+  varlığında uygulanan Br-A23187 (10µM)'nin hücre içi Ca2+'u arttırıp 

arttırmadığı da kontrol edilmiş ve bu uygulama ile hücre içi Ca2+ derişiminin mikro 

molarlar düzeyine çıkabildiği gözlenmiştir (Şekil-3.6). 
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Şekil-3.5 : HEK-K4 hücrelerinde hücre içi Ca2+ derişimi Br-A23187 uygulamasıyla 
arttırıldığında YO-PRO-1 ve Calcein girişi görülmezken Lucifer Yellow girişi görülmektedir. 
Lamellerde büyütülen HEK-K4 hücrelerine 5mM Ca2+ içeren solüsyonda okla gösterilen anda Ca2+ 
iyonoforu olan Br-A23187 (10 μM) uygulanarak boya girişi ölçülmüştür. (Br-A23187). A) YO-PRO-
1 (5 µM) girişi ölçümü kısım 2.3.2’ de anlatıldığı gibi konfokal mikroskop kullanılarak gerçekleştiril 
miştir. Her bir boya giriş eğrisi 50-60 hücrelik bir gruptan gelen toplam floresanstaki artışı temsil 
etmektedir. Kontrol olarak aynı solüsyonda Br-A23187 uygulaması olmaksızın boya girişi 
ölçülmüştür. (Kontrol) hücrelerin yanıt verebilirliklerini test etmek amacıyla aynı solüsyonda ATP 
(1mM) uygulanmış ve YO-PRO-1 girişi gözlenmiştir. (ATP) Şekildeki deneyler 2 farklı gün 
tekrarlanmıştır. B) Lucifer Yellow (500 µM) ve Calcein (500 µM) girişi kısım 2.3.1 de anlatıldığı gibi 
konfokal mikroskopla ölçülmüştür. Calcein giriş eğrisi en az 82 hücreden elde edilen ölçümlerin 
ortalamasıdır ve ortalama±SEM olarak gösterilmiştir. Lucifer Yellow giriş eğrisi en az 70 hücreden 
elde edilen ölçümlerin ortalamasıdır ve ortalama±SEM olarak gösterilmiştir.  Şekildeki deneyler aynı 
gün ve aynı mikroskop ayarlarıyla yapılan deneyi göstermekle birlikte, bu deneyler 3 farklı gün 
tekrarlanmıştır. 
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Şekil-3.6 : HEK-K4 hücreleri için kalibre edilmiş fura-2 ölçümleri. Br-A23187 uygulamasından 
sonra ortalama hücre içi  Ca+2 derişimi 1μM’ın üzerine çıkmaktadır. HEK-K4 hücrelerinde herhangi 
bir fura-2 kaybı gözlenmemiştir. A) 340, 380 ve 360 nm deki floresan emisyonlarını göstermektedir. 
B) A panelinde gösterilen ölçümlerden hesaplanmış Ca+2 derişimi. Hücre içi fura-2 derişimiboyanın 
izosbastik noktadaki (360 nm’de eksitasyon) floresans ile izlenmiştir. HEK-K4 hücrelerine Br-
A23187 (10 µM) uygulaması 5 mM hücre dışı Ca+2  içeren banyo solüsyonunda yapılmıştır 
.
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3.5 HEK-K4 Hücrelerinde ATP Uygulamasıyla Görülen YO-PRO-1 Girişi İçin 
Hücreiçi Ca2+ Derişimi Artışı Gerekmemektedir 
 

Literatürde hücre içi Ca2+'un hücre içersine boya girşinin aktivasyonu için ikinci 

mesajcı olarak gerekli olduğuna dair çelişkili bulguların varlığından dolayı hücre içi 

Ca2+ derişimi artışının boya girişinin aktivasyonu için gerekli olup olmadığı 

incelenmiştir. 

 

HEK-K4 hücrelerinde nominal hücre dışı Ca2+ varlığında görülen YO-PRO-1 girişi, 

BAPTA ve EGTA kullanılarak hücre içi Ca2+ artışı belirgin olarak yavaşlamasına 

rağmen ortadan kalkmamıştır (Şekil-3.7A). Elde edilen YO-PRO-1 giriş eğrilerine 

eksponansiyel bir eğri fit edildiğinde maksimum değerler arasında belirgin bir fark 

görülmezken BAPTA-EGTA uygulamasının YO-PRO-1 girişinin kinetiğini 

yavaşlattığı görülmüştür. Bu da, hücre içi Ca2+ artışının P2X7 reseptör aktivasyonu 

ile oluşan YO-PRO-1 girişi için gerekli olmadığını göstermekte ancak bu iyonun 

modülatör bir rolü olabileceğini düşündürmektedir. 

 

Fura-2 ile yapılan gözlemler nominal olarak Ca2+ suz hücre dışı çözelti içinde ATP 

(1mM) uygulamasının HEK-K4 hücrelerinde hücre içi Ca2+ derişiminde belirgin ve 

kalıcı bir artışa neden olduğunu göstermektedir. Bu artış hücre dışında 1mM EGTA 

varlığında ve hücrelerin BAPTA-AM yüklemesi ile tamamen engellenebilmektedir 

(Şekil-3.7B). Bu da kullanılan çelatörlerin hücre içi Ca2+ derişimi artışını tamamen 

engellemede başarılı olduğunu göstermektedir.   
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Şekil-3.7 : HEK-K4 hücrelerinde hücre içi ve dışı Ca2+ çelasyonu hücre içi Ca2+ artışını 
inhibe edebilirken, YO-PRO-1 girişini inhibe etmemektedir. A) Süspanse HEK-K4 
hücrelerinden bir kısmı BAPTA (20 μM) ile yüklenerek 1mM EGTA içeren solüsyona alınmış 
(BAPTA-EGTA), diğer kısmı ise nominal Ca2+ suz solüsyona alınmıştır (Ca 0) ve ok 
işaretiyle gösterilen  anda ATP(1mM) uygulanmıştır. YO-PRO-1 girişi kısım 2.3.2’ de 
anlatıldığı gibi küvet spektroflorimetresindeki floresans artışı şeklinde ölçülmüş ve Triton-X  
uygulamasından sonra elde edilen maksimum floresans değerine oranlanarak ifade edilmiştir. 
(f / fmax). Herbir boya giriş eğrisi çiftler halinde 3 farklı gün yapılan deneylerin ortalamasını 
göstermekte ve ortalama±SEM şeklinde gösterilmiştir. B) Süspanse HEK-K4 hücrelerinden bir 
kısmı BAPTA (20 μM) ile yüklenerek 1mM EGTA içeren solüsyona alınmış (BAPTA-
EGTA), diğer kısmı ise nominal Ca2+ suz solüsyona alınmıştır (Ca 0) ve ok işaretiyle 
gösterilen  anda ATP(1mM) uygulanmıştır. Hücre içi Ca2+ derişimi artışı süspanse HEK-K4 
hücreleri Frura-2AM ile yüklendikten sonra kısım 2.4’ te anlatıldığı gibi küvet 
spektroflorimetresiyle ölçülmüştür. Floresans ölçümler, 340 nm ve 380 nm ışıkta uyarılan 
hücrelerden 510 nm ışıkta gelen floresans oranlanarak yapılmıştır. (f340 / f380). Deneyler 3 farklı 
günde tekrarlanmıştır. 
 

 



 28

3.6 HEK-K4 Hücrelerinde Sadece Hücre içi Ca2+ Derişimi Artışı İle Oluşan 

Geçirgenlik ile Hücredışı Ca2+ Varlığını Gerektiren P2X7 Aracılı Geçirgenlik 

Boya Seçiciliği Açısından Benzerlik Göstermektedir 

  

Calcein, hücre dışı Ca2+ (1 mM) varlığında P2X7 reseptörünün ATP ile stimülasyonu 

ile de, hücre içi Ca2+' un direkt olarak Br-A23187 ile arttırılmasıyla da HEK-K4 

hücrelerine girmemektedir (Şekil-3.8A). Benzer şekilde Lucifer Yellow 1mM hücre 

dışı Ca2+ varlığında yapılan P2X7 stimülasyonuyla da hücreiçi Ca2+ 'un direkt olarak 

arttırılmasıyla da HEK-K4 hücrelerine girebilmektedir (Şekil-3.8B). Buna karşılık 

ATP ile tetiklenen YO-PRO-1 girişi Ca2+ gerektirmemekte ve doğrudan iyonofor 

aracılı hücre içi Ca2+ artışı da YO-PRO-1 girişi tetikleyememektedir (Şekil 3.8C, 3.5 

A).  

 

3.7 P2X7 İle Transfekte Olmamış HEK-293 Hücrelerinde Br-A23187 Sadece 

Lucifer Yellow Girişi Sağlamaktadır 

 

HEK-K4 hücrelerinde P2X7 stimülasyonu olmadan, hücre içi Ca2+ direkt olarak Br-

A23187 ile arttırıldığında Lucifer Yellow’a seçici bir boya girişinin görülmesi, bu 

geçirgenliğin HEK-293 hücrelerinin P2X7 reseptöründen bağımsız bir özelliği olup 

olmadığını incelemeye itmiştir. Bunun için P2X7 reseptörü eksprese etmeyen HEK-

293 hücrelerine 5 mM hücredışı Ca2+  varlığında Br-A23187 (10 µM) uygulanmıştır. 

Bu uygulamanın ardından HEK-293 hücrelerinde Lucifer Yellow girişi görülmüştür 

(Şekil-3.9A). Bununla beraber Br-A23187 (10 µM) uygulaması Calcein ve YO-

PRO-1 girişine neden olmamıştır (Şekil-3.9B). Dolayısıyla sadece hücre içi Ca2+ 

derişimi artışı ile aktive olan bu boya giriş yolağı endojen olarak HEK-293 

hücrelerinin sahip olduğu ve dışarıdan eksprese ettirilen P2X7 reseptörlerinden farklı 

ve onlardan bağımsız bir mekanizma gibi gözükmektedir. 
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Şekil-3.8 : HEK-K4 hücrelerinde hücre dışı Ca2+ varlığında ATP uygulaması ile Br-A23187 
uygulaması sonrası görülen geçirgenlik özellikleri benzemektedir. HEK-K4 hücrelerine 5 mM 
hücre dışı Ca2+ varlığında ok işaretiyle gösterilen anda Br-A23187 (10µM) veya 1mm hücre dışı Ca2+ 
varlığında ok işaretiyle gösterilen anda ATP(1 mm) uygulanmıştır. A) 5mM hücre dışı Ca2+ varlığında 
ok işaretiyle gösterilen anda Br-A23187 (10 µM) uygulanmıştır. Lucifer Yellow (500 µM) ve calcein 
(500 µM) ölçümleri kısım 2.3.1’de anlatildiği gibi gerçekleştirilmiştir. Boya girişi eğrileri 
ortalama±SEM olarak verilmiştir. B) 1mM hücre dışı Ca2+ varlığında ok işaretiyle gösterilen anda 
ATP (1 mM) uygulanmıştır. Lucifer Yellow (500 µM) ve calcein (500 µM) ölçümleri kısım 2.3.1’de 
anlatildiği gibi gerçekleştirilmiştir. Boya girişi eğrileri ortalama±SEM olarak verilmiştir. Lucifer 
Yellow giriş eğrisi en az 70 hücreden elde edilen ölçümlerin ortalamasıdır ve ortalama±SEM olarak 
gösterilmiştir.  Şekildeki deneyler aynı gün ve aynı mikroskop ayarlarıyla yapılan deneyi göstermekle 
birlikte, bu deneyler 3 farklı gün tekrarlanmıştır.  
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Şekil-3.9: P2X7 reseptörü transfekte edilmemiş HEK-293 hücrelerinde hücre içi Ca2+ artışıyla 

aktive olan Lucifer Yellow geçirgenliği mevcuttur. P2X7 reseptörü taşımayan HEK-293 hücrelerine 

5mM hücre dışı Ca2+ içeren solüsyonda ok işaretiyle gösterilen anda Br-A23187 (10 µM) 

uygulanmıştır. A) Br-A23187 (10 µM) uygulmasından sonra Lucifer Yellow (500 µM) ve calcein 

(500 µM) ölçümleri kısım 2.3.1’de açıklandığı gibi gerçekleştirilmiştir. (Br-A23187) Boya girişi 

eğrisi en az 54 hücreden elde edilen sonuçları göstermektedir ve ortalama±SEM olarak verilmiştir. B) 

Br-A23187 (10µM) uygulmasından sonra YO-PRO-1 (5µM) girişi ölçümü kısım 2.3.2’ de anlatıldığı 

gibi konfokal mikroskop kullanılarak kısım 2.3.2’ de anlatıldığı gibi gerçekleştirilmiştir. (Br-A23187) 

Boya giriş eğrisi en az 66 hücrelik bir gruptan gelen toplam floresanstaki artışı temsil etmektedir. 

Kontrol olarak aynı solüsyonda Br-A23187 uygulaması olmaksızın boya girişi ölçülmüştür. (Kontrol) 

Görülebilecek negatif sonucun mikroskop ayarlarından kaynaklanmadığını kontrol etmek amacıyla 

aynı gün HEK-K4 hücrelerine aynı mikrsokop ayarları ve aynı solüsyon içinde ATP (1 mM) 

uygulanmıştır. (HEK-K4 ATP) Şekildeki deneyler 2 farklı gün tekrarlanmıştır. Şekildeki deneyler 2 

farklı gün tekrarlanmıştır. 
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3.8 Hücre İçi Ca2+ Derişimini Artışı Sağlayan Her Uygulama Lucifer Yellow 

Girişi Tetikleyememektedir 

 
Hücre içi Ca2+ derişimi artışının P2X7 reseptör aktivasyonu olmadan tek başına 

Lucifer Yellow girişi tetiklemesi, hücre içi Ca2+ derişimini arttıran her uyarının bu 

boyanın hücreiçine girişine neden olup olamayacağını düşündürmüştür. Bu nedenle, 

P2X7 reseptörü eksprese etmeyen HEK-293 hücrelerine 1mM hücre dışı Ca2+ 

varlığında 1 mM Ach (asetilkolin) uygulanarak muskarinik reseptörler, 1mM ATP 

uygulanarak ise P2Y reseptörleri aktive edilmiştir. Hem konfokal mikroskobu ile 

hücre içine Lucifer Yellow girişi oluğp olmadığı gözlenmiş, hem de Fura-2 yüklenen 

hücrelerde mikroskopa bağlı spektroflorimetre kullanılarak hücre içi Ca2+ derişimi 

artışı izlenmiştir. HEK-293 hücrelerinde muskarinik reseptör stimülasyonu ile hücre 

içi Ca2+ derişiminde geçici bir artış gözlenmiştir. Hücre içi Ca2+ bu şekilde artarken, 

HEK-293 hücrelerine Lucifer Yellow girişi ölçülememiştir (Şekil-3.10A). Aynı 

şekilde, 1mM ATP uygulanarak HEK-293 hücrelerinde bulunan endojen P2Y 

reseptörleri de aktive edildiğinde hücre içi Ca2+ derişiminde geçici bir artış 

gözlenirken, bu durumda da bir Lucifer Yellow girişi tetiklenmemiştir (Şekil-3.12B). 

P2X7 reseptör stimüslayonuyla ise hücre içi Ca2+ derişiminde kalıcı olarak yükseldiği 

görülmüştür ve Lucifer Yellow girişi oluşmuştur (Şekil-3.10A ve B). 
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Şekil-3.10 : Hücre içi Ca2+ artışı sağlayan her uygulama boya girişi  sağlayamamaktadır. 
Lamellerde büyütülmüş HEK-K4 ve P2X7 reseptörünü eksprese etmeyen HEK-293 hücrelerine ok 
işaretiyle gösterilen anda agonist uygulanmıştır. A) 1 mM hücre dışı Ca2+ varlığında, HEK-K4 
hücrelerine ATP (1 mM, ATP Ca 1 (HEK-K4) ), HEK-293 hücrelerine ATP (1 mM, (ATP Ca 1 
(HEK-293)), ve asetilkolin (Ach, 1mM (Ach Ca 1 (HEK-293)) uygulanmış ve kısım 2.3.1’ de 
anlatıldığı gibi Lucifer Yellow (500 μM) girişi ölçülmüştür. Boya giriş eğrileri en az 99 hücreden elde 
edilmiş elde edilmiş ölçümlerin ortalamasıdır ve ortalama ± SEM ile gösterilmiştir. B) Yine lameller 
de büyütülmüş, HEK-K4 hücrelerine ATP (1 mM, ATP Ca 1 (HEK-K4) ), HEK-293 hücrelerine ise 
ATP (1 mM, (ATP Ca 1 (HEK-293)), ve asetilkolin (Ach, 1 mM (Ach Ca 1 (HEK-293)) 1 mM 
hücre dışı Ca2+ içeren solüsyonda uygulanmış ve kısım 2.4’ te anlatıldığı gibi hücre içi Ca2+ artışı 
ölçülmüştür.  
 
 
3.9 RAW 264.7 Hücreleri Nominal Ca2+ suz Banyo Çözeltisi İçinde P2X7 

Reseptör Uyarısı ile Pozitif ve Negatif Yüklü Boyalara Geçirgenlik 

Göstermektedir 

 
Nominal olarak Ca2+ suz banyo solüsyonunda RAW 264.7 hücrelerinin ATP (1 mM) 

uygulamasına bağlı olarak pozitif yüklü ethidium bromide, YO-PRO-1, TO-TO-1’ ya 

geçirgen hale geldiği gerek ICDD kamera gerekse konfokal mikroskop aracılığıyla 

gözlenmiştir (Şekil-3.11). Bu boyaların varlığında ATP uygulaması olmadan da 

özellikle hücre dışında noktalar şeklinde floresans artışı gözlenmekte ancak bu 

floresans ATP uygulamasıyla elde edilenle karşılaştırıldığında ihmal edilebilir 

miktarlarda kalmaktadır. RAW 264.7 hücreleri ATP (1 mM) uygulamasıyla negatif 

boyalar olan Lucifer Yellow ve calceine de geçirgen hale gelmektedir. Bu boyaların 

ATP (1 mM) uygulamasına bağlı olarak RAW 264.7 hücrelerine girişi hem konfokal 

mikroskobuyla görülmüş hem de  çekilen fotoğraflarda boya alan hücrelerin sayısı 

yüzde olarak ifade edilerek teyit edilmiştir (Şekil-3.12). Bu bulgular RAW 264.7 
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hücrelerinin ATP (1 mM) uygulamasına sonucu negatif ve pozitif yüklü çeşitli 

büyüklükte ve yükteki boyalara geçirgen hale geldiğini göstermiştir. 

 

Belirtilmesi gereken başka bir nokta da; HEK-K4 ve RAW 264.7 hücreleri arasında 

boya alış kinetikleri bakımından fark görüldüğüdür. Aynı gün aynı ayarlarla ICDD 

kamera aracılığıyla ölçülen YO-PRO-1 girişi, HEK-K4 hücrelerinde  RAW 264.7 

hücrelerine göre belirgin şekilde hızlıdır. Bu fark, hücrelerden gelebilecek 

maksimum floresans Triton-X adlı deterjanla ölçülüp normalizasyon yapıldıktan 

sonra da gözlenmiştir (Data gösterilmemiştir). 

 

3.10  Hücredışı Ca2+ Varlığı RAW 264.7 Hücrelerine P2X7 Aracılı Lucifer 

Yellow ve Calcein Girişini Etkilerken YO-PRO-1 Girişini Etkilememektedir. 

 
Hücredışı Ca2+ (1 mM) varlığı, ATP (1 mM) uygulamasıyla RAW 264.7 

hücrelerinde görülen  Calcein ve Lucifer Yellow girişini belirgin şekilde 

yavaşlatmıştır, ancak hücrelerin bir kısmı ATP uygulamasından uzun bir süre sonra 

(20-25 dakika kadar) ortaya aniden çıkan ve çok hızlı ek bir Lucifer Yellow ya da 

Calcein girişi komponenti göstermektedir (Şekil-3.13B ve Şekil-3.13C). 

 

Hücredışı Ca2+’un varlığı ATP (1 mM) uygulamasıyla görülen Lucifer Yellow veya 

Calcein girişini etkilerken YO-PRO-1 girişini etkilememiştir (Şekil-3.13A). Ancak  

hücre dışı Ca2+’un varlığında ATP uygulamasını takiben oluşan erken YO-PRO-1 

girişine ek olarak, gecikmiş Lucifer Yellow ve calcein girişine benzeyen hızlı bir 

giriş komponenti YO-PRO-1 için de gözlenmiştir (Şekil-3.13A). 

 

Bu bulgular hücre dışındaki Ca2+ un Lucifer Yellow ve calcein girişinde inhibitör bir 

etkisi olduğunu göstermektedir ancak bu inhibitör etki P2X7 reseptörü üzerinde 

divalan iyon tarafından oluşturulan bir etki değildir. Çünkü hücre dışı Ca2+ varlığında 

ATP (1 mM) uygulamasına bağlı olarak görülen YO-PRO-1 girişi bu divalan iyonun 

varlığından etkilenmemektedir. 
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Şekil-3.11 : RAW 264.7 hücrelerinin nominal Ca2+ suz solüsyonda P2X7 reseptör 
stimülasyonundan sonra  YO-PRO-1,TO-TO-1, Lucifer Yellow ve Calcein geçirmektedir. RAW 
264.7 hücrelerine nominal Ca2+suz solüsyonda ok işaretiyle gösterilen anda ATP (1 mM) uygulanarak 
(ATP) veya sadece banyo çözeltisi uygulanarak (Kontrol) boya girişi ölçülmüştür. A) YO-PRO-1 (5 
µM)  girişi hücre içi floresans artışı şeklinde, konfokal mikroskobuyla kısım 2.3.2’de anlatıldığı gibi 
ölçülmüştür. Her bir eğri 104-133 hücreden elde edilen ölçümlerin ortalanmasıyla oluşturulmuş ve 
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Şekil-3.11 devam : ortalama±SEM şeklinde ifade edilmiştir. B) TO-TO-1 (5µM) girişi hücre içi 
floresans artışı şeklinde, konfokal mikroskobuyla  kısım 2.3.2’de anlatıldığı gibi ölçülmüştür. Her bir 
eğri 78-109 hücreden elde edilen ölçümlerin ortalanmasıyla oluşturulmuş ve ortalama±SEM şeklinde 
ifade edilmiştir. C) Lucifer Yellow (500 µM)  girişi hücrenin stoplazmasındaki floresans artışı 
şeklinde, kısım 2.3.1’ te anlatıldığı gibi konfokal mikroskobu kullanılarak gözlenmiştir. Hücre içi bu 
floresans artışı, hücre içi floresansın hücre dışı floresansa oranı şeklinde ifade edilmiştir.(FHD/FHİ) 
Hücre dışı floresans hücrelere yakın bir bölgede çizilmiş ROI’den gelen floresanstır. Boya giriş 
eğrisileri en az 48 hücrenin teker teker ölçümlerinin ortalaması ile oluşturulmuş ve ortalama ± SEM 
şeklinde ifade edilmiştir. D) Calcein (500 µM)  girişi hücrenin stoplazmasındaki floresans artışı 
şeklinde şeklinde, kısım 2.3.1’ te anlatıldığı gibi konfokal mikroskobu kullanılarak ölçülmüştür. 
Hücre içi bu floresans artışı, hücre içi floresansın hücre dışı floresansa oranı şeklinde ifade 
edilmiştir.(FHD/FHİ) Hücre dışı floresans hücrelere yakın bir bölgede çizilmiş ROI’den gelen 
floresanstır. Boya giriş eğrisileri en az 34 hücrenin teker teker ölçümlerinin ortalaması ile 
oluşturulmuş ve ortalama±SEM şeklinde ifade edilmiştir. E) Ethidium Bromide (10µM)  girişi hücre 
içi floresans artışı şeklinde, konfokal mikroskobuyla  kısım 2.3.2’de anlatıldığı gibi ölçülmüştür. Her 
bir eğri 50-96 hücreden elde edilen ölçümlerin ortalanmasıyla oluşturulmuş ve ortalama±SEM 
şeklinde ifade edilmiştir. Deneyler en az iki farklı günde tekrarlanmıştır  
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Şekil-3.12 : RAW 264.7 hücrelerinin nominal Ca2+ suz solüsyonda ATP (1mM) uygulamasına 
bağlı olarak Lucifer Yellow ve Calcein alanlarının yüzde olarak ifadesi. RAW 264.7 hücreleri 
Lucifer Yellow veya Calcein içeren nominal Ca2+’suz solüsyonda ATP (1 mM) varlığında (ATP+) 
veya yokluğunda (ATP-) banyo çözeltisi içinde 37º C de 20 dakika inkübe edildikten sonra taze 
solüyonla iki kere yıkanmış ve hücreler floresan mikroskopla gözlenmiştir. Hücre içine Lucifer 
Yellow ve Calcein girişi çekilen fotoğraflarda boya almış olan hücrelerin yüzdesi olarak ölçülmüştür. 
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Şekil-3.13 : ATP ile uyarılmış RAW 264.7 hücreleri nominal Ca+2 ‘suz solüsyonda YoPro-1, 

Lucifer-yellow ve Calcein almaktadır fakat Ca+2 içeren banyo solüsyonunda bu boyaların giriş 

kinetikleri değişmektedir. Lamelde büyütülmüş RAW 264.7 hücreleri, Ca+2 (1 mM) içeren (Ca 1) 

veya nominal Ca+2’suz (Ca 0) solüsyonda, ATP (1 mM) ile uyarılmıştır. A) YO-PRO-1 girişi kısım 

2.3.2’de tarif edildiği gibi ölçülmüştür. Her eğri en az 28 hücreden gelen floresan sinyaldeki ortalama 

zaman bağımlı değişikliği göstermektedir ve ortalama±SEM şeklinde ifade edilmiştir. Sonuçlar 5 

farklı günde yapılmış en az 5 benzer deneyi temsil etmektedir. B) Lucifer-yellow girişi, kısım 2.3.1’de 

tarif edildiği gibi ölçülmüştür. Her eğri en az 57 hücreden gelen floresan sinyaldeki ortalama zaman 

bağımlı değişikliği göstermektedir ve ortalama±SEM şeklinde ifade edilmiştir. Sonuçlar 4 farklı 

günde yapılmış en az 4 benzer deneyi temsil etmektedir. C) Calcein girişi, kısım 2.3.1’de tarif edildiği 

gibi ölçülmüştür. Her eğri en az 62 hücreden gelen floresan sinyaldeki ortalama zaman bağımlı 

değişikliği göstermektedir ve ortalama±SEM şeklinde ifade edilmiştir. Deneyler 4 farklı günde 

yapılmış en az 4 benzer deneyi temsil etmektedir.
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3.11 RAW 264.7 Hücrelerinde Tek Başına Hücreiçi Ca2+ Derişimi Artışı ATP 

Uygulaması Olmadan da YO-PRO-1, TO-TO-1, Lucifer Yellow ve Calcein 

Girişi Sağlamaktadır 

 
RAW 264.7 hücrelerine 1.2 mM hücre dışı Ca2+ varlığında ATP olmadan bir 

iyonofor olan Br-A23187 (10 µM) uygulaması hücre içi Ca2+ derişimini belirgin 

şekilde arttırmakta, ayrıca bu hücrelere YO-PRO-1, TO-TO-1, Lucifer Yellow ve 

Calcein girişi de sağlamaktadır (Şekil-3.14A, B, C ve D). Ancak Br-A23187  

uygulamasıyla elde edilen bu boya girişlerinin kinetiği ATP ile oluşandan farklılık 

göstermektedir. Br-A23187 uygulamasından bir süre sonra (5-10 dakika) ortaya 

çıkan bu yanıt çok daha hızlı bir kinetiğe sahiptir. Dikkat çekici başka bir nokta da, 1 

mM Ca2+ varlığında ATP (1 mM) uygulamasıyla ortaya çıkan gecikmiş ve hızlı YO-

PRO-1 ve Lucifer Yellow girişiyle, ATP uygulaması olmadan Br-A23187 (10 µM) 

uygulamasına bağlı olarak görülen gecikmiş ve hızlı YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow 

girişi, ortaya çıkış süresindeki gecikme ve sahip olduğu hızlı kinetik bakımından 

benzerlik göstermesidir (Şekil-3.13A, B ve Şekil 3.14A, B). Br-A23187 

uygulamasıyla görülen boya girişinin, Br-A23187’ nin hücre içi Ca2+ derişimi artışı 

yapmaktan başka bir etkisinden dolayı olmadığını kontrol etmek amacıyla nominal 

Ca2+’suz solüsyonda veya 1 mM EGTA içeren solüsyonda boya girişi incelenmiş 

ancak gözlenmemiştir. Dolayısıyla görülen boya girişi Br-A23187’ nin sadece hücre 

içi Ca2+ derişimini arttırmasının sonucudur. 

 

Br-A23187 (10 µM) uygulaması RAW 264.7 hücrelerinde YO-PRO-1 girişine 

benzer kinetikte TO-TO-1 girişi de sağlamıştır (Şekil-3.14B). Ancak ilginç olarak 

Br-A23187 uygulaması olmaksızın da yaklaşık 10 dakika sonra kendiliğinden artan 

bir TO-TO-1 girişi gözlenmiştir. Bu gecikmeli bazal giriş Lucifer Yellow, Calcein ve 

YO-PRO-1 için ve daha düşük derişimde Ca2+ içeren çözeltideki TO-TO-1 için 

gözlenmemiştir (Şekil-3.14A,C ve D) (Şekil-3.11B). 

 

Br-A23187 (10 µM) uygulaması aynı hücrelerde Calcein (500 µM) girişine de neden 

olmuştur (Şekil-3.14D). Ortalama davranış iyonofor uygulamasından kısa bir süre 

sonra YO-PRO-1 girişine göre yavaş bir kinetikle calcein girişini gösteriyorsa da 
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teker teker hücrelerin davranışlarına bakıldığında, bazı hücrelerin uygulamadan 

hemen sonra lineer sayılabilecek kinetikle calcein aldıklarını, 8-10 dakika sonra da 

hızlı bir kinetikle calcein almaya devam ettiklerini göstermektedir. Bazı hücrelerde 

bu iki farklı kinetik açıkça gözlenebilirken bazılarında yalnızca geç fakat hızlı 

bazılarında ise yalnızca yavaş kinetik gösteren boya girişi gözlenmiştir (Şekil-

3.14D). Bu bulgu RAW 264.7 hücrelerinde iyonofor aracılığı ile uyarılan boya 

girişinin  birden fazla yolak tarafından oluşturulabileceği izlenimini vermektedir. 

 

YO-PRO-1 girişinin gözlendiği deneysel şartlarda yapılan hücre içi Ca2+ ölçümleri, 

hücre dışında 1.2 mM Ca2+ varlığında hücre içi Ca2+ derişiminin yaklaşık olarak 1 - 2 

µM civarına çıktığını göstermiştir (Şekil-3.15). 

 

3.12 Hücreiçi Ca2+ Derişimi Artışı RAW 264.7 Hücrelerinde Lucifer Yellow ve 

YO-PRO-1 Girişi İçin Şart Değildir 

 
Hücre içi Ca2+’un P2X7 reseptörünün ile tetiklenen porun aktivasyonunda ikinci 

haberci olduğuna dair çeşitli bulguların varlığından dolayı ayrıca bir önceki 

paragrafta bahsi geçen ve bunu destekleyen bulgular nedeni ile hücre içi Ca2+un Ca2+ 

suz banyo solüsyonunda elde edilen P2X7 reseptör yanıtlarında bir rolü olup 

olmadığı konusu ayrıca incelenmiştir. Bunun için, hücreler BAPTA-AM (20 µM) ile 

yüklenip 1 mM EGTA içeren solüsyona alınmak sureti ile hücre içi Ca2+un 

tamponlandığı ve tamponlanmadığı hücrelerde ATP (1 mM) uygulanarak Lucifer 

Yellow ve YO-PRO-1 girişi ölçülmüştür. 
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Şekil-3.14 Hücre içi Ca+2 derişiminin Br-A23187 ile arttırılması, YoPro-1 ve Lucifer-yellow’un 
RAW 264.7 hücrelerine girişini uyarmak için yeterlidir. Lamelde büyütülmüş RAW 264.7 
hücreleri, Ca+2 (1,2 mM) içeren (Br-A23187) veya 1 mM EGTA içeren nominal Ca+2’suz (EGTA 
Kontrol) solüsyonda Br-A23187 (10 µM)  ile uyarılmış veya 1.2 mM Ca+2 içeren solüsyonda 
(Kontrol) Br-A23187 uygulaması olmadan bekletilmiştir. A) YO-PRO-1 (5 µM) girişi kısım 2.3.2’de 
tarif edildiği gibi ölçülmüştür. Her eğri en az 57 hücreden gelen floresan sinyaldeki ortalama zaman 
bağımlı değişikliği göstermektedir ve ortalama±SEM şeklinde ifade edilmiştir. Sonuçlar 3 farklı 
günde yapılmış en az 3 benzer deneyi temsil etmektedir. B) TO-TO-1 (5 µM) girişi kısım 2.3.2’de 
tarif edildiği gibi ölçülmüştür. Her eğri en az 40 hücreden gelen floresan sinyaldeki ortalama zaman 
bağımlı değişikliği göstermektedir ve ortalama±SEM şeklinde ifade edilmiştir. Sonuçlar 2 farklı 
günde yapılmış en az 3 benzer deneyi temsil etmektedir. C) Lucifer-yellow (500 µM) girişi, kısım 
2.3.1’de tarif edildiği gibi ölçülmüştür. Her eğri en az 24 hücreden gelen floresan sinyaldeki ortalama 
zaman bağımlı değişikliği göstermektedir ve ortalama±SEM şeklinde ifade edilmiştir. Gri eğriler teker 
teker hücreleri göstermektedir. Sonuçlar 3 farklı günde tekrarlanmıştır. D) Calcein (500 µM) girişi, 
kısım 2.3.1’de tarif edildiği gibi ölçülmüştür. Her eğri en az 48 hücreden gelen floresan sinyaldeki 
ortalama zaman bağımlı değişikliği göstermektedir ve ve ortalama±SEM şeklinde ifade edilmiştir. Gri 
eğriler teker teker hücreleri göstermektedir. Sonuçlar 2 farklı günde tekrarlanmıştır. 
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Şekil-3.15: RAW 264.7 hücreleri için kalibre edilmiş fura-2 ölçümleri. Hücrelere 1.2 mM (kırmızı 

çizgi) ve 400 nM (Pembe çizgi) serbest Ca+2 içeren banyo çözeltileri içerisinde Br-A23187 

uygulanmıştır.  Ortalama hücre içi  Ca+2 derişimi 1μM’ın üzerine çıktığında, RAW 264.7 

hücrelerinden fura-2’nin hızlı kaybı oluşmaktadır. Uzun süre de olsa hücre içi Ca+2 derişiminin daha 

düşük değerlerde seyretmesi hücreden bir boya kaçışı tetiklememektedir. Üst paneller 340, 380 ve 360 

nm deki floresan emisyonlarını göstermektedir. Alt paneller, üstteki eğrilerde gösterilen data’dan 

hesaplanmış hücre içi Ca+2 derişimini göstermektedir. Hücre içi fura-2 derişimi boyanın izosbastik 

noktada uyarılması ile oluşan (360 nm eksitasyon ile oluşan) floresans şiddeti ile izlenmiştir.
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Hücre içi Ca2+ artışının inhibe edildiği koşullarda ATP (1mM) uygulaması Lucifer 

Yellow girişini de YO-PRO-1 girişini de engellememiştir. Ancak bu boyaların hücre 

içine girişlerinde bir yavaşlama görülmüştür. Bu yavaşlama Lucifer Yellow için 

oldukça belirgin iken (Şekil-3.16A), YO-PRO-1 için daha az belirgindir (Şekil-

3.16B). YO-PRO-1 giriş traselerine doğrular fit edilmiş ve elde edilen eğimler 

Τkontrol/ ΤBAPTA-EGTA olacak şekilde oranlanmıştır. (Şekil-3.16A’nın inseti) Bu eğim 

oranlarının ortalaması 1.2 civarındadır (yani BAPTA-EGTA uygulaması ile YO-

PRO-1 girişi ortalamada %20 yavaşlama göstermiştir).  

 

Hücre içi Ca2+ çelasyonu hücre içi Ca2+ derişimi artışını tamamen engelleyebildiği, 

Fura-2 kullanılarak gerçekleştirilen hücre içi Ca2+ derişimi ölçümleriyle kontrol 

edilmiştir (Şekil-3.16B’nin inseti). Sözü edilen koşullarda RAW 264.7 hücrelerine 

ATP (1 mM) uygulandığında hücre içi Ca2+ ölçülebilir bir artış göstermemektedir. 

 

Hücre içi Ca2+ artışı BAPTA ve EGTA uygulamasıyla başarılı bir şekilde 

engellenmesine rağmen YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow girişi ortadan kalkmamıştır. 

Bu boyaların hücre içine girişinde hücre içi Ca2+ gerekli değildir ancak yavaşlama 

göstermektedir ki, hücre içi Ca2+ YO-PRO-1 girişi için modülatör role sahip olabilir. 
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Şekil-3.16: RAW 264.7 hücrelerinde hücre içi Ca+2 artışının çelatörlerle engellenmesi, ATP ile 

oluşturulan YoPro-1 veya Lucifer-yellow girişini yavaşlatmış fakat ortadan kaldırmamıştır. 

Lamelde büyütülmüş RAW 264.7 hücreleri, nominal Ca+2 ‘suz (Ca 0)  veya 1 mM EGTA içeren 

nominal Ca+2’suz (BAPTA-EGTA) banyo solüsyonda belirtilen zaman noktasında, ATP (1 mM) ile 

uyarılmıştır. EGTA içeren banyo solüsyonunda uyarılan hücreler BAPTA ile de yüklenmiştir. A. YO-

PRO-1 (5µM) girişi kısım 2.3.2’de tarif edildiği gibi ölçülmüştür. Her eğri en az 41 hücreden gelen 

floresan sinyaldeki ortalama zaman bağımlı değişikliği göstermektedir ve ortalama±SEM şeklinde 

ifade edilmiştir. Sonuçlar, aynı mikroskop ayarlarının kullanıldığı çiftler olarak, 4 farklı günde 

yapılmış 4 benzer deneyi temsil etmektedir. A’nın inseti. Nominal Ca+2’suz ve EGTA içeren banyo 

solüsyonlarında ATP (1mM) uygulamasına bağlı olarak ölçülen YoPro-1 giriş eğrilerine doğrusal fitle 

elde edilen eğim değerlerinin oranı (EGTA/Ca 0). B. Lucifer-yellow (500µM) girişi, kısım 2.3.2’de 

tarif edildiği gibi ölçülmüştür. Her eğri en az 42 hücreden gelen floresan sinyaldeki ortalama zaman 

bağımlı değişikliği göstermektedir ve ortalama±SEM şeklinde ifade edilmiştir. Sonuçlar, aynı 

mikroskop ayarlarının kullanıldığı çiftler olarak,  4 farklı günde yapılmış 4 benzer deneyi temsil 

etmektedir. B’nin inseti. Fura-2 ile yüklenmiş RAW 264.7 hücrelerinde ATP (1 mM) 

uygulamasından sonraki hücre içi Ca+2 derişimindeki artış, mikroskopa bağlı bir spektroflurometre ile 

ölçülmüştür. Ölçümler 1 mM Ca+2 içeren (Ca 1), nominal Ca+2’suz (Ca 0) veya EGTA (1 mM) içeren 

nominal Ca+2’suz (BAPTA-EGTA) banyo solüsyonlarında yapıldı. EGTA içeren solüsyonlardaki 

hücreler BAPTA-AM ile de yüklendi. Floresan ölçümler, 340 nm ve 380 nm ışıkdaki eksitasyonların 

510 nm’deki floresanslarının oranı olarak verilmiştir (f340 / f380). Eğri 3 farklı günde yapılmış birbirinin 

benzeri 3 deneyi temsil etmektedir.  
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3.13 RAW 264.7 Hücrelerinde Yalnızca Ethidium Bromide Alanlar ve Ethidium 

Bromide ile Lucifer Yellow’u Beraber Alanlar Olmak Üzere İki Ayrı Alt-

popülasyon Bulunmaktadır 

 
İlginç başka bir bulgu da, RAW 264.7 hücrelerinde Lucifer Yellow ile ethidium 

bromide’in P2X7 uyarısı ile hücre içersine girişlerinin konfokal mikroskobunda aynı 

anda görüntülenmesi ile elde edilmiştir. Eksitasyon ve emisyon spektrumları 

yeterince ayrık olduğu için bu boyaları beraber incelemek mümkündür. 

 

Hücreler Lucifer Yellow (500 µM) ve ethidium bromide (10 µM) içeren KCl 

solüsyonuna alınıp ATP (1 mM) uygulanarak konfokal mikroskopta ethidium 

bromide ve Lucifer Yellow girişi aynı anda izlenmiştir. Bazı hücreler sadece 

ethidium bromide’i hücre içerisine alırken bazı hücreler ise ethidium bromide ve 

Lucifer Yellow’u beraberce almışlardır (Şekil-3.17A). Örneğin HÜCRE 1 ethidium 

bromide’i alırken Lucifer Yellow’u almamış, buna HÜCRE 2 her iki boyayı da 

almıştır. Bu hücrelerden elde edilen boya giriş ölçümlerinden de bu boya seçicilik 

açıkça görülebilmektedir (Şekil-3.17B). 

 

3.14 RAW 264.7 ve HEK-K4 Hücrelerinde ATP Uygulamasıyla Oluşan 

Geçirgenlik Tersinmez Bir Membran Delinmesi Değildir 

 
P2X7 reseptör uyarısına bağlı olarak gözlenen boya girişlerinin non-spesifik bir 

membran delinmesi olmadığı ayrıca gösterilmesi amacı ile Lucifer Yellow ve ATP (1 

mM) içeren KCl solüsyonunda 20 dakika yüklenen hücreler banyo solüsyonuyla 

(125 mM NaCl, 5 mM KCl, 20 mM HEPES, 1 mM MgCl2, 1,5 mM Ca2+ ,pH:7,4 ) 

yıkanarak ATP  ve boya ortamdan uzaklaştırıldıktan sonra hücrelerin içlerine boya 

tutabildikleri görülmüştür. Bu da, non-spesifik membran delinmesi kuşkusunu 

ortadan kaldırmaktadır. ATP (1 mM) içeren KCl solüsyonunda tekrar 15 dakika 

bekletilen hücreler floresan mikroskop altında incelenmiş ve hücrelerin içlerine 

aldıkları boyayı hücredışına verdikleri görülmüştür. Dolayısıyla boya girişi P2X7 

uyarısı gerektirmekte ve aktif bir şekilde gerçekleşmektedir. (data gösterilmemiştir) 
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Şekil-3.17: RAW 264.7 hücreleri arasında nominal Ca2+ suz solüsyonda ATP (1 mM) 

uygulamasından sonra sadece Ethidium Bromide alan ve Ethidium Bromide ile Lucifer Yellowu 

beraber alan gruplar görülmüştür. A) Hücrelerin ATP (1 mM) uygulamasından önce ve 20 dakika 

sonra çekilmiş floresan fotoğrafları. Üst paneldeki fotoğraf Lucifer Yellow girişini alt paneldeki 

fotoğraf ise Ethidium Bromide girişini göstermektedir. B) Fotografta belirtilen hücrelerden ölçülmüş 

Lucifer Yellow (solda) ve Ethidum Bromide (sağda) giriş eğrileri. 
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3.15 RAW 264.7 ve HEK-K4 Hücrelerinde Gözlenen Boya Girişleri ve Bunların 

Aktivasyon Özellikleri Dikkate Alınarak Bir Şema Çizilebilir 

 
RAW 264.7 ve HEK-K4 hücrelerinde yapılan deneylerden elde edilen bulgular 

ışığında bir aktivasyon şeması çizilebilir (Şekil-3.18). bu şemadan da anlaşılacağı 

üzere hücreler birden fazla boya geçirgenlik yolağına sahiptirler ve bu yolakların 

aktivasyon özellikleri de birbirinden farklıdır. Akılda tutulması gereken nokta ise, bu 

şemanın “en basit” şema olduğu, gerçeğin bundan daha karmaşık olabileceğidir. 

 

HEK-K4 hücrelerinde P2X7 reseptörü Ethidium Bromide, YO-PRO-1, YO-YO-1 ve 

TO-TO-1’e geçirgen bir yolağı aktive etmektedir (Şekil 3.2) ve bu yolak hücre içi 

Ca2+ artışı gerektirmemektedir (Şekil 3.7). Hücre içi Ca2+ artışıyla direkt olarak 

aktive olan bir yolak daha vardır (Şekil 3.5) ve bu yolak yalnızca Lucifer Yellow 

geçirmektedir. Bu yolak HEK-293 hücrelerinde zaten var olan bir geçirgenlik 

yolağıdır (Şekil 3.9). 

 

RAW 264.7 hücrelerinde ise nominal Ca2+’suz ortamda P2X7 reseptör 

stimülasyonuna bağlı olarak Ethidium Bromide, YO-PRO-1, Lucifer Yellow, 

Calcein, TO-TO-1 geçiren –selektif olmayan- bir yolağın aktive olduğu 

görülmektedir (Şekil-3.11). Bu yolak hücre içi Ca2+ artışı gerektirmemektedir (Şekil-

3.16). 1 mM hücre dışı Ca2+ içeren ortamda ise bu yolağa ek olarak başka bir yolak 

daha geç olarak aktive olmakta, bu yolak da YO-PRO-1, Lucifer Yellow ve Calcein 

geçirmektedir (Şekil-3.13). Hücre dışı Ca2+ varlığını gerektiren bu yolak sadece 

hücre içi Ca2+ artışıyla da aktive olabilmektedir (Şekil-3.14). 
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Şekil-3.18 RAW 264.7 ve HEK-K4 hücrelerinde boya girişi ve aktivasyonu şeması. RAW 264.7 
ve HEK-K4 hücrelerinden elde ettiğimiz deneysel bulgular ışığında çizilen basit bir şema 

görülmektedir. Şekilde ++  işareti aktivasyonu, ? işareti gösterilen aktivasyonun kesin olarak iddia 
edilemediğini göstermektedir. A) RAW 264.7 hücrelerindeki aktivasyon ve geçirgenlik özellikleri 
görülmektedir. B) HEK-K4  hücrelerindeki aktivasyon ve geçirgenlik özelliklerini temsil etmektedir. 
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4. TARTIŞMA 

 
P2X7 reseptörü bir pürinerjik iyonotropik reseptördür ve agonist uyarısı sonucu 

reseptörün parçası olan non-spesifik bir katyon kanalı aktive olur. Diğer iyonotropik 

P2X reseptörlerinden farklı olarak P2X7 reseptörünün aktivasyonuyla beraber 

900Da’a kadar büyüklükteki molekülleri taşıyabilen bir membran geçirgenliği de 

oluşmaktadır (North, 2002). Ancak ne bu geçirgenliğin altında yatan proteinin ne 

olduğu (bir por, taşıyıcı, değiş-tokuşçu vb) ne de aktivasyon mekanizması 

bilinmemektedir. Bu geçirgenliğin aslında bir gap-junction proteini olan pannexin-1 

adlı protein tarafından oluşturulduğuna dair literatürde bulgu ve iddialara 

rastlanmaktadır (Pelegrin ve Surprenant, 2006). Tartışılan başka bir iddia da hücre içi 

Ca2+ un por aktivasyonunda ikinci mesajcı olarak gerekliliği konusundadır (Faria et. 

al.,2004) (Cruz et. al.,2006). Bu çalışmada, P2X7 reseptörünün aktive ettiği 

sözkonusu bu geçirgenliğin seçicilik özellikleri incelenmiş, hücre içi Ca2+’un bu 

geçirgenliğin aktivasyonundaki rolü de araştırılmıştır. Bu amaçla endojen olarak fare 

P2X7 reseptörü eksprese eden RAW 264.7 hücreleri ve kalıcı olarak sıçan P2X7 

reseptörü eksprese ettirilen HEK-293  hücre klonu (HEK-K4) kullanılmıştır. 

 

HEK-K4 ve RAW 264.7 hücrelerinde ATP uygulamasıyla görülen floresan boya 

girişi P2X7 reseptörüne bağlıdır çünkü ATP uygulaması sonrasında görülen Lucifer 

Yellow ve YO-PRO-1 girişi P2X7 reseptörü eksprese etmeyen HEK-293 

hücrelerinde görülmemiştir. P2X7 reseptörünü endojen olarak eksprese eden RAW 

264.7 hücrelerine P2Y reseptörlerini uyaran UTP (1 mM) uygulaması herhangi bir 

YO-PRO-1 girişi sağlamamıştır. Diğer P2X reseptörlerinden P2X7 reseptörünü 

ayıran bir özellik BzATP nin ATP den daha efikas bir agonist olmasıdır. Düşük doz 

BzATP (20 µM) uygulaması RAW 264.7 hücrelerine YO-PRO-1 girişi sağlarken 

ATP (20 µM) uygulaması herhangi bir YO-PRO-1 girişi sağlayamamıştır. Bu 

bulgular RAW 264.7 hücrelerinde ATP uygulamasına bağlı olarak görülen boya 

girişinin diğer P2X veya P2Y reseptörleri aracılığyla değil P2X7 reseptörü 

aracılığıyla oluştuğu fikri ile tutarlıdır. 
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P2X7 reseptörünün aktive ettiği porun seçicilik özellikleri farklı moleküler ağırlıkta 

ve elektriksel yükte floresan boyalar kullanılarak incelenmiştir. Hücre dışı çözeltide 

1 mM Ca2+ varlığında ATP (1 mM) uygulamasıyla HEK-K4 hücrelerinde Lucifer 

Yellow ve YO-PRO-1 girişi görülürken calcein girişi ise gözlenmemiştir (Şekil-3.3). 

Ancak nominal Ca2+’suz solüsyonda ATP (1 mM) uygulandığında ise sadece YO-

PRO-1 girişi gözlenmiştir (Şekil-3.2). ATP (1 mM) uygulamasıyla oluşan YO-PRO-

1 girişi hücre dışı çözeltiye 1 mM Ca2+ eklendiğinde potansiye olmamakta, hücre dışı 

ve içi çelatörler kullanıldığında da ortadan kalkmamaktadır. ATP uyarısı olmadan, 

Br-A23187 ile hücre içi Ca2+ derişimi doğrudan arttırıldığında HEK-K4 hücrelerinde 

YOPRO-1 ve calcein’e geçirgen olmayan sadece Lucifer Yellow geçiren bir 

membran geçirgenliği tespit edilmiştir (Şekil-3.5). Bu bulgular HEK-K4 hücrelerinde 

P2X7 aktivasyonuyla aktive olan iki geçirgenlik yolağının varlığını 

düşündürmektedir. Bunlardan biri “Ca2+-bağımlı”dır ve sadece Lucifer Yellow 

geçirmekte, YO-PRO-1 ve calcein geçirmemektedir. (“Ca2+-bağımlı” tabiri “aktive 

olması için hücre içi Ca2+ artışı gereken veya sadece hücre içi Ca2+ derişimi artışı ile 

aktive olabilen” anlamında kullanılmıştır.) Ancak hücre içi Ca2+ derişimini arttıran 

her uygulama bu yolağı aktive edememektedir (Şekil-3.10). Hücre içi Ca2+ derişimini 

arttıran P2X7 dışındaki diğer reseptörlerin uyarılmasının, Hücre içi Ca2+ derişiminde 

kalıcı ve/veya yeterince yüksek bir artışa neden olamaması bu yolağı aktive 

edememelerinin altında yatan sebep olabilir. Diğer yolak ise “Ca2+’dan bağımsız”dır 

ve YO-PRO-1 geçirmektedir (Şekil-3.7).  (“Ca2+’dan bağımsız” tabiri “aktive olması 

için hücre içi Ca2+ artışı gerekmeyen veya sadece hücre içi Ca2+ derişiminin artışı ile 

aktive olamayan” anlamında kullanılmıştır. Yoksa Ca2+ ‘un modüle edici bir rolü 

olmadığı anlamına gelmemektedir.) 

 

Nominal Ca2+ ‘suz solüsyonda RAW 264.7 hücrelerine ATP (1 mM) uygulandığında 

YO-PRO-1, TO-TO-1, Lucifer Yellow ve calcein girişi gözlenmiştir. Bu hücrelerde 

ATP (1 mM) uygulamasına bağlı olarak Lucifer Yellow ve YO-PRO-1 girişi 

literatürde de rapor edilmiştir (Faria et al, 2004). 1 mM hücredışı Ca2+ varlığında 

RAW 264.7 hücrelerine ATP (1 mM) uygulandığında iki fazlı bir YO-PRO-1 girişi 

gözlenmiştir. ATP uygulamasından hemen sonra başlayan bir boya girişi ve 

uygulamadan 15-20 dakika sonra başlayan çok daha hızlı kinetiğe sahip bir başka 
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boya girişi olmak üzere iki farklı kinetiğe sahip iki boya girişi komponenti 

izlenmiştir. Aynı koşullar altında calcein ve Lucifer Yellow girişlerinin ilk kısımları 

belirgin bir şekilde baskılanırken, gecikmeli olan Lucifer Yellow girişi komponeneti 

gözlenmiştir (Şekil-3.13). Bu baskılanma, hücre dışı Ca2+’un reseptör üzerinden 

genel bir inhibisyon etkisi değildir zira bu koşullar altında YO-PRO-1 girişi 

etkilenmemektedir. Hücre içi Ca2+ artışı çelatörlerle engellendiğinde, YO-PRO-1 ve 

Lucifer Yellow girişi yavaşlasa da ortadan kalkmamıştır. P2X7 reseptör uyarımı 

sonucu sadece Ethidium Bromide alan hücreler ve Ethidium Bromide ve Lucifer 

Yellow’u beraber alan iki grup RAW 264.7 hücresinin varlığı hatırlanırsa (Şekil-

3.19), bu hücrelerde sadece ethidium geçiren ve boya seçiciliği göstermeyen iki 

farklı yolak olduğu iddia edilebilir. P2X7 reseptörünün aktive ettiği geçirgenlikleri 

basit bir model ile açıklamak istersek Ethidium geçiren yolağınYO-PRO-1 ve TO-

TO-1’i de geçiren yolak olduğu, Lucifer Yellow geçiren yolağın ise Calcein’i de 

geçirdiği ileri sürülebilir. Hücre dışı çözeltilerde Ca2+ varlığında P2X7 uyarısı ile 

oluşan Lucifer Yellow ve calcein girişi inhibe olurken YO-PRO-1 girişinin inhibe 

olmaması da bu iddia ile tutarlı görünmektedir. RAW 264.7 hücrelerinde P2X7 

uyarısı aktive olan birden fazla boya geçirgen yolak olduğu açıksa da, bu yolakların 

tam olarak hangi boyalara seçicilik gösterdiklerini bilmek elimizdeki verilerle şu an 

için mümkün görünmemektedir. HEK-K4 ve RAW 264.7 hücrelerinde elde edilen 

gözlemleri ve literatürde yeralan bulguları açıklamak için düşünülen en basit model 

şekil-3.20’de şematik olarak gösterilmiştir. Doğal olarak bunun bir minimal model 

olduğu ve gerçek hücrede şemada yer alandan daha fazla geçirgenlik yolağının var 

olabileceği unutulmamalıdır.  

 

Literatürde P2X7 reseptör uyarımına bağlı boya girişinden sorumlu “por”un bilinen 

bir gap-junction proteini olan pannexin-1 olduğuna dair bulgular yeralmaktadır 

(Pelegrin and Surprenant, 2006). Pannexin-1, siRNA veya inhibitör peptitlerle inhibe 

edildiğinde ATP uygulamasına bağlı olarak görülen floresan boya girişi 

engellenmektedir. Sözkonusu proteinin non-selektif bir por oluşturduğu 

düşünülmektedir ve molekül ağırlığı 1 kDa’a kadar olan tüm molekülleri (ATP ve 

carboxyfluorescein gibi) geçirebildiği söylenmektedir (Suadicani et. al., 2006). 

Ayrıca makrofaj hücrelerinde hücre zarında P2X7 reseptör aktivasyonu ile açılan 
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non-selektif bir porun varlığı patch-clamp tekniği ile de gösterilmiştir (Faria et. 

al.,2004). Ancak bizim HEK-K4 hücrelerindeki bulgularımız pannexin-1’in bu seçici 

olmayan geçirgenlik özellikleriyle tam uyuşmamakta aksine bu hücrelerde seçici 

geçirgenlik gösteren yolakların varlığına işaret etmektedir. (ATP uygulamasına bağlı 

olarak HEK-K4 hücrelerinin nominal Ca2+ ‘suz ortamda Lucifer Yellow ve calcein 

geçirmedikleri hatırlanmalıdır). Bu noktayı açıklamak için akılda tutulması gereken 

pannexin-1’in literatürde söylenen geçirgenlik özelliklerinin kesin ve sistematik 

bulgulara dayanmadığıdır. P2X7 reseptör aktivasyonuna bağlı olarak görülen boya 

girişinden sorumlu proteinin hangi protein olduğu bir yana, bu çalışmada HEK-K4 

ve RAW 264.7 hücrelerinde boya girişinin aktivasyon ve seçicilik özellikleri farklı 

birden fazla yolağın akivasyonu ile gerçekleştiği gösterilmiştir. Dolayısı ile eğer 

pannexin-1 söylendiği gibi P2X7 reseptör uyarısı ile oluşan boya girişinden 

sorumluysa bile bulgularımız pannexin-1’e ek olarak bir başka proteinin daha boya 

geçişinden sorumlu olduğunu düşündürmektedir. Bu ikinci protein pannexin-1’den 

başka şimdilik bilinmeyen bir protein olabileceği gibi pannexin-1 proteini üzerinde 

fosforilasyon gibi bir takım değişiklikler de bu ikinci yolağın oluşumunu 

sağlayabilir. P2X7 reseptör uyarısı ile birden fazla yolağın aktive olduğunu 

düşündüren bulgular literatürde de mevcuttur (Pelegrin and Surprenant, 2007). HEK-

293 hücrelerinde pannexin-1 siRNA’sı uygulaması ile P2X7 reseptör aktivasyonuna 

bağlı olarak görülen boya girişinin ancak bir kısmı inhibe edilebilmiştir. Bu bulgu 

P2X7 reseptör uyarısı ile oluşan boya girişinde birden fazla yolağın rol alabileceğini 

göstermektedir. 

 

Nominal Ca2+ ‘suz ortamda HEK-K4 hücrelerinde görülen boya seçiciliği basitçe 

boyaların moleküler büyüklüğü ile açıklananamaktadır. 864 Da molekül ağırlığında 

olan TO-TO-1 girişi görülürken 443 Da molekül ağırlığındaki Lucifer Yellow 

girişinin oluşmaması kritik bir bulgudur. Bu bulgu sadece belirli bir boydan küçük 

molekülleri geçiren non-selektif bir por ile uyumlu değildir. Ayrıca literatürde, HEK-

293 ve J774 hücrelerinde pannexin-1 inhibe edildiğinde P2X7 reseptör aktivasyonuna 

bağlı boya girişi tamamen inhibe olurken, membranda oluşan iyonik-akımlarının bu 

inhibisyondan etkilenmediği bulgusu yeralmaktadır. Bir başka bulgu da 

calmidazolium adlı inhibitörün NMDG+ akımlarını inhibe ederken YO-PRO-1 
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girişini etkilemediğine dairdir. HEK-293 hücrelerindeki P2X7 ile aktive olan yolağın 

iri bir molekül olan YO-PRO-1 geçirmesine rağmen klor iyonu geçirmediği de 

bilinmektedir (Virginio et. al, 1999). Bu bulgular da seçici olmayan ve 1 kDa’a kadar 

olan tüm molekülleri geçiren -doğal olarak klor ve NMDG+ gibi küçük molekülleri 

geçirmesi beklenen- bir porla uyuşmamaktadır. Dolayısı ile P2X7 reseptörü aracılığı 

ile oluşan hücre zarı permeabilizasyonunda seçici olmayan porlar kadar hem daha 

seçici, hem de pek membran akımı oluşturmayan taşıyıcı yada değiş-tokuşçu 

proteinlerin de rol alması olasılığı göz önünde bulundurulmalıdır. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 
 

Bu çalışmada, endojen olarak fare P2X7 reseptörü taşıyan RAW 264.7 hücreleriyle 

sıçan P2X7 reseptörü eksprese ettirilmiş HEK hücrelerinde P2X7 rseptörünün aktive 

ettiği porun seçicilik geçirgenlik özellikleri ve hücre içi Ca2+’un bu aktivasyondaki 

rolü incelenmiştir. Bu amaçla çeşitli büyüklüklerde ve zıt yüklerde floresan boyalar 

kullanılmıştır. Bu boyalar pozitif yüklü Ethidium Bromide (314 Da), YO-PRO-1 

(375 Da), YO-YO-1 (762 Da) ve TO-TO-1 (894 Da)  ve negatif yüklü Lucifer 

Yellow (443 Da), Calcein (622 Da)’dir 

 

Hücre dışı 1 mM Ca2+  varlığında P2X7 stimülasyonu HEK-K4 hücrelerinde YO-

PRO-1 ve Lucifer Yellow girişi sağlamıştır. İlginç olarak,  nominal Ca2+’suz 

solüsyonda YO-PRO-1 girişi hala gözlenirken Lucifer Yellow girişi ortadan 

kalmıştır. Hücre içi ve dışı Ca2+ çelasyonu da YO-PRO-1 girişini ortadan 

kaldıramamıştır. Hücre dışı Ca2+ yokluğunda RAW 264.7 hücrelerinde YO-PRO-1 

ve Lucifer Yellow girişi gözlenmiştir. Hücre içi ve dışı Ca2+ çelasyonu bu boyaların 

girişini ortadan kaldıramamıştır. Hücre içi Ca2+ derişimini ATP uygulaması olmadan 

direkt olarak Br-A23187 iyonoforu ile arttırıldığında HEK-K4 hücrelerinde Lucifer 

Yellow girişi, RAW 264.7 hücrelerinde YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow girişi 

gözlenmiştir. Hücre içi Ca2+ derişiminin ATP uygulaması olmadan Br-A23187 ile 

arttırılması durumunda P2X7 reseptörü taşımayan HEK-293 hücrelerinin de Lucifer 

Yellow alması, bu hücrelerde zaten hücre içi Ca2+ ile aktive olan bir geçirgenliğin 

var olduğunu göstermektedir. Bu bulgular P2X7 reseptörünün aktive ettiği ve boya 

girişinden sorumlu birden fazla yolak olduğunu ve bu yolakların geçirgenlik 

özelliklerinin HEK-K4 ve RAW 264.7 hücrelerinde farklı olduğunu göstermektedir. 

Ayrıca bu yolaklar hücre içi Ca2+’ya olan bağımlılıklarıla ayrıştırılabilmektedirler. 

 

Literatürde P2X7 reseptörünün boya girişi için iki yolak aktive ettiği ve bu 

yolaklardan birinin pannexin-1 bağımlı olduğu bulgusu yeralmaktadır. Pannexin-1 

proteini siRNA (small interference RNA) veya inhibitör peptitlerle inhibe edilerek, 
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boya girişi incelenebilir ve çalışmada keşfedilen yolaklardan hangisinin pannexin-1 

bağımlı olduğu incelenebilir. 

 
Literatürde boya girişi inhibe olduğu halde membran akımlarının bu inhibisyondan 

etkilenmediği bulgusu yeralmaktadır. Bu bulgu, sözkonusu boya girişinden sorumlu 

porteinin elektro-nötral bir taşıyıcı veya değiş-tokuşçu olduğunu düşündürmektedir. 

Taşıyıcı veya değiş-tokuşçu inhibitörleri kullanılarak sözü edilen proteinin taşıyıcı 

veya değiş-tokuşçu olup olmadığı incelenebilir. 
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ÖZET 

P2X7 Reseptörlerinin Aktive Ettiği Porların Geçirgenlik Özelliklerinin 

İncelenmesi 

P2X7 bir non-selektif katyon kanalıdır ve 900 Da’a kadar olan molekülleri geçirebi 

len bir “por” aktive etmesiyle bilinir. Ayrıca por aktivasyonu için hücre içi Ca2+’un 

gerekli olduğu da söylenmektedir.  

Bu çalışmada, endojen olarak P2X7 reseptörü taşıyan RAW 264.7 hücreleriyle  

P2X7 reseptörü eksprese ettirilmiş HEK hücrelerinde P2X7 reseptörünün aktive 

ettiği porun seçicilik geçirgenlik özellik leri ve hücre içi Ca2+’un bu aktivasyondaki 

rolü incelenmiştir. Bunun için çeşitli büyüklüklerde ve zıt yüklerde floresan boyalar 

kullanılmıştır. Bu boyalar pozitif yüklü Ethidium Bromide, YO-PRO-1, TO-TO-1 ve 

negatif yüklü Lucifer Yellow, Calceindir. Bu boyaların hücre içine girişi küvet 

spektroflorimetresi, mikroskop eklenmiş ICDD kamera ve konfokal mikroskobu 

kullanılarak izlenmiştir.  

Hücre dışı 1 mM Ca2+  varlığında P2X7 stimülasyonu HEK-K4 hücrelerinde YO-

PRO-1 ve Lucifer Yellow girişi sağlamıştır. Ilginç olarak,  nominal Ca2+’suz solüs 

yonda YO-PRO-1 girişi hala gözlenirken Lucifer Yellow girişi ortadan kalkmış tır. 

Hücre içi ve dışı Ca2+ çelasyonu da YO-PRO-1 girişini ortadan kaldıramamıştır. 

Hüc re dışı Ca2+ yokluğunda RAW 264.7 hücrelerinde YO-PRO-1 ve Lucifer 

Yellow giri şi gözlenmiştir. Hücre içi ve dışı Ca2+ çelasyonu bu boyaların girişini 

ortadan kaldıra mamıştır. Hücre içi Ca2+ derişimini direkt olarak Br-A23187 

iyonoforu ile arttırıldığında HEK-K4 hücrelerinde Lucifer Yellow girişi, RAW 264.7 

hücrelerinde YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow girişi gözlenmiştir. Bu bulgular P2X7 

reseptörünün aktive ettiği ve boya girişinden sorumlu birden fazla yo lak olduğunu 

ve bu yolakların geçirgenlik özelliklerinin HEK-K4 ve RAW 264.7 hücrelerinde 

farklı olduğunu göstermektedir. Ayrıca bu yolaklar hücre içi Ca2+’ya olan 

bağımlılıkları ile ayrıştırılabilmektedirler.  

 

Anahtar kelimeler: P2X7, Por oluşumu, 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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