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Abstract

Some unique living organisms produce visible light from
chemical energy in a process called bioluminescence.
Bioluminescent organisms express luciferase enzymes
which catalyze chemical reactions in which luciferases
convert their substrates and produce visible light.
Different bioluminescent organisms contain different
luciferase enzyme/substrate systems. For creating an assay
system, genes encoding selected luciferase reporter and
any protein, can be fused via cDNA synthesis and then
luciferase-fused protein can be traced in living organism or
in cell culture, depending on bioluminescence glowing
(radiation). Besides, in a predetermined setup, progression
phases of experimentally created infections of any bactetia,
virus, parasite or fungus species which transfected with
luciferase encoding gene can easily be traced via
bioluminescence. Any bioluminescence assay system is
composed from three elements: transfer of luciferase gene
and injection of its substrate material to animal subject,
and acquiring/processing light signals by charge coupled
device (CCD) camera. In bioluminescence resonance
energy transfer (BRET) system which is particularly used
in protein-protein interaction (PPI) studies, closely
positioned or interacting labeled-proteins give both
bioluminescent and fluorescent signals. In comparison to
other protein-assay techniques, bioluminescence imaging is
simple, non-invasive, cost-effective and convenient
technique which is promising in terms of finding more
usage areas in the future. In this paper, besides a review of
important studies focused on the subject, general
knowledge about basic principles of bioluminescence,
various bioluminescence-creating ~ enzyme-substrate
systems and bioluminescence imaging (BLI) modalities
were provided.
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Oz

Canl biinyesinde meydana gelen reaksiyonlar sonucunda
kimyasal enerjiden goriinir 15tk dretilmesine ve buna baglt
olarak meydana gelen 1simaya biyoliiminesans 1gtma denir.
Biyolminesans gosteren organizmalarin  sentezledikleri
lusiferaz  enzimler  ve  kimyasal  dontgstimlerini
katalizledikleri ilgili substratlarin olusturduklart
reaksiyonlar neticesinde biyoliminesans isima meydana
gelmektedir. Farkli canli tirlerinde ¢esitli  lusiferaz
enzimleri bulunmaktadir. Lusiferaz enzimlerden secilecek
olan birini kodlayan reporter gen, cDNA araciligiyla
herhangi bir proteini kodlayan genle kaynastirilmak
suretiyle, ilgili proteinin lokasyonu veya etkilesimleri in
vivo olarak izlenebilmektedir. Tlgilenilen virus, bakteri,
parazit ve maya tirlerine aktarilan lusiferaz enzim genleri
sayesinde, bu tirlerin olusturduklart enfeksiyonlarin seyir
siirecleri izlenebilmektedir. Izleme diizenegi, ilgili denek
hayvana lusiferaz geninin aktarilmasi, hayvana substratin
enjekte  edilmesi ve CCD kamera (foton-elektron
ctkilesimli kamera) ile izlemenin yapilmast
basamaklarindan olusmaktadir. Ozellikle protein-protein
ctkilesim caligmalarinda kullamlan BRET (biyoliminesans
istmaya  dayalt rezonans enerji transferi) teknigi ile
biyoliminesans ve floresan  1stmalar  bir  arada
izlenebilmektedir. Diger protein saptama/izleme teknikleri
ile kiyaslandiginda in vivo biyoliiminesans gorintiileme
denek hayvana girisimde bulunmayr gerektirmeyen, basit,
ucuz ve oldukca elverigli bir tekniktir. Bu calisgmada
biyoliiminesans 1stmanin temel prensipleri, biyoliminesans
1s1ma dreten enzim-substrat sistemleri ve biyoliiminesans
1simaya dayali cesitli in vivo izleme diizenekleri hakkinda
genel bilgiler verilmis ve bu konularla ilgili 6nemli
calismalarin sonuglart derlenmistir.

Anahtar kelimeler: Biyoliminesans, lusiferaz, BRET,
fiizyon proteinler
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GIRIS

Isik, gérme duyusunu uyaran ve egyalart gérinir
hale getiren dogal ajan olarak tanimlanmaktadir.
Tum renkleri ihtiva eden beyaz 151tk veya goriinebilen
glines 15181 bir objenin Uzerine dustiginde; ilgili
obje, sekline ve yapisal kompozisyonuna baglt
olarak, belli dalga boyu araligindaki siklari sogurur
ve belli dalga boyu araligindaki isiklart yansitir,
yanstyan dalga boyundaki stk séz konusu objenin
seklini ve rengini ortaya cikarir.

Dogada objelerin  fiziksel
goruntileri bu sekilde olugur. FElektromanyetik
spektrumda 380-780 nm dalga boyu araligindaki

gozlemlenebilen

istmalar,  gbrindr stk spektrumuna  karsilik
gelmektedir-23* (Sekil 1).
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Sekil 1. Elektromanyetik radyasyon spektrumus.

Istk kaynaginin parlaklik diizeyine baglt olarak
gorinir gtk spektrumu, 310 nm ile 1100 nm dalga
boyu araligina kadar genisletilebilmektedir. Bu
spektrum mor Otesi ve yakin kizil Gtesi dalga
boyundaki 1gtmalart da ihtiva etmektedir!.Isiga
kimyasal veya fiziksel olarak tepki veren, maruz
kaldig1 reaksiyonlarin neticesi olarak 1stk yayan veya
tzerine disen 15181 farkli dalga boyunda ve renkte
yansttan proteinlere fotoaktif proteinler denir®.

Fotoaktif proteinler ti¢ grupta ele alinabilirler. Birinci
grup fotoaktif proteinler, 1513a maruz kalmaya bagl
olarak bunyesinde bulunduklart canlinin  tepki
vermesine yol agan foto-reseptorlerdir. Hayvanlarda
bulunan ve gérme isleminde rol alan rhodopsin, mor
fotosentetik  bakterilerde  bulunan ve negatif
fototaksise yol acan foto-aktif sar1 protein
(photoactive yellow protein, PYP) ve bitkilerde
bulunan  flavoprotein 15tk sensorleri  bu
gruptandirlar’8, Tkinci grupta floresan proteinler
bulunmaktadir. Maruz kaldig1 1s181n dalga boyunu ve
dolayisiyla rengini degistirerek yansitan molekilere
floresan molekiiller, bu tip 1stmaya da floresan 1stma
denir. Baglandiklar1 molekiilere floresan 6zellik

kazandiran cesitli  floresan  boyalar ve canlt
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bunyesinde dogal floresan 6zellik gosteren proteinler
bulunmaktadit®. Floresan proteinlerin  prototipi
olarak yesil floresan protein (green fluorescent
protein, GFP) 1961 yilinda deniz anast tiiri olan
Aequorea victoria’da kesfedilmistir ve 2008 yilinda
bu proteini kodlayan gen klonlanarak in vivo izleme
amactyla Escherichia coli’ye transfer edilmigtir. Daha
sonralart GFP benzeri bagka fotoaktif floresan
proteinler de kesfedilmistir®1011- Ugiincii grup olarak
biyoliminesans 1sima olusturan enzimlerden s6z
edilebilir. Canli biinyesinde meydana gelen biyolojik
reaksiyonlar sonucu kimyasal enerjinin géranir 1stk
formuna doéntstirilmesi ve bu sekilde tretilen
gorinir  11gin cevreye  yayllmast  olayina
biyoliminesans 1sima denir. Bu enerji ¢evrimi,
lusiferazlar denilen bir grup enzim ve kimyasal
dontisimlerini katalizledikleri substratlart tarafindan
gerceklestirilir. Lusiferazlar canlt blnyesinde dogal
olarak dretilen enzimler olup, katalizledikleri
reaksiyon neticesinde substratlarinin  gérinar 1tk
tretmesini saglarlar (Sekil 2).
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Sekil 2. Ates bocegi (Firefly), deniz meneksesi
(Renilla) ve deniz bocegi (Gaussia) lusiferazlarin
katalizledikleri biyoliiminesans reaksiyonlari2.

Canlilarin  binyelerinde meydana gelen dogal
isimalar veya 1sikla uyarmaya bagli olarak meydana
gelen 1simalar, biyolojik izleme agisindan ¢ok
énemlidirler. Tk olarak 2002 yilinda Bhaumik ve
ark.’lart enzim-substrat sistemini (RLuc-
coelenterazine)  kullanmak  suretiyle  farelerde
biyoliminesans izleme diizenegi olusturmuslardir!2.
Gunumiuzde, buna benzer enzim-substrat sistemleri
kullamilarak ¢esitli in vivo izleme diizenekleri
olusturulmakta ve bu sekilde bu teknikten yaygin
olarak faydalanimaktadit®!31415,  Benzer sekilde
lusiferaz enzim sistemi ile transfekte edilmis insan,
hayvan ve bitki hicre hatlarnin - kaltirlerinde
biyoliminesans izleme yapilabilmektedir!®!%18. Bu
calismada, biyoliminesans 1stma  cesitleri  ve
biyoliminesans 1simaya dayali olarak olusturulan in
vivo izleme dizenekleri (in-vivo assay) hakkinda
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bilgi verilmesi ve ilgili calismalarin derlenmesi
hedeflenmistir.

BIYOLUMINESANS ISIMA CESITLERI,
ISIMA YAPAN CANLI TURLERI, ILGILI
ENZIMLER VE SUBSTRATLAR

Bugitine kadar cesitli tiirlerde lusiferaz enzimleri
kesfedilmistir. Ates béceklerinin trettigi ates bocegi
lusiferaz enzimi, oksijen ve ATP varhiginda yesil 15tk
cikaran bir reaksiyonu katalizler. Ates bocegi
lusiferaz enziminin substratt D-lusiferin bilesigidit.
D-lusiferin bir seri reaksiyon sonucu esas isimayi
yapan oksilusiferin bilesigine donistirilmektedir
(Sekil 2). Pek ¢ok lusiferaz formunun yart émirleri
birka¢ saatle sinirlidir. Bu durum, bu enzimlerin in
vivo izleme duzeneklerinde reporter olarak
kullanilmasina yol agmaktadir. Ozellikle canlilarin
sitkadiyen ritmlerinin izlenmesinde bu enzimler
elverisli birer ara¢ niteligindedirler!21319.

Teknik olarak lusiferaz reporter genleri, sentetik
olarak eklendikleri genlerin transkripsiyonel ve
translasyonel ifade diizeyleri hakkinda dogal 1s1ma
yapmak suretiyle bilgi verirler, ayn1 zamanda ilgili
proteinin htcre veya organel icerisindeki yeri
hakkinda da bilgi verirler?®. Farkli 1stma yapan
lusiferaz genleri farkli proteinleri kodlayan genlere
eklenmek suretiyle, lusiferazlar ile bitlestirilmis bu
proteinlerin etkilesim durumlart hakkinda bilgi sahibi
olunabilecegi gibi; eger s6z konusu proteinler
herhangi bir sinyal iletim yolaginin elemanlari iseler,
ilgili sinyal iletim yolaginin caligmast hakkinda da
bilgi sahibi olunabilir!2.

Ayrica  lusiferaz  reporterler kigik hayvanlar
lzerinde olusturulan in vivo izleme duzeneklerinde
ilgilenilen htcrelerin lokasyonlart ve dagilimlari
hakkinda da bilgi verirler. Ozellikle kok hiicre
transplantasyonlarinda  hayvanlara  verilen  kok
hicrelerin uzun streli takiplerinde biyoliiminesans
reporter  genlerden  faydalanidmaktadir.  Son
zamanlarda lusiferaz enzimini kodlayan genin
transferi ile amaca uygun (dokuya 6zgi veya daha
yaygin) 1stma yapan transgenik hayvanlar (light-
producing transgenic animals, LPTA veya light-
producing transgenic, LPT) utetilmeye baglanmustir
ve bu denek hayvanlar kanserlerin, metabolik
hastaliklarin =~ ve enfeksiyonlarin  arastirilmasinda
kullanilmaktadirlar. Fare ve zebra baligt bu sekilde
transforme edilmis transgenik hayvanlardir. Ozellikle
farelerde germline olarak Gnemli bazi proteinleri
kodlayan genlerin promotetleri altina yetlestirilen
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biyoliminesans reporter genler, ilgili genlerin
kodladigi proteinlerin fonksiyonlarmnin in vivo olarak
izlenmesini kolaylastirmaktadirlar!13,1421,

Biyolminesans 1sima yapan prokaryotik tir olarak
Photorhabdus — luminescens — (Xenorhabdus — luminescens)
bakteri tirti 6nemlidir. Bu bakteri, genomunda, lux
ad1 verilen lusiferaz enzimini kodlayan genleri ve bu
enzimin aldehit substratinin olusmasint saglayan
genleri bir operon (lux operon, luxCDABE) halinde
tasimaktadir. Bu operonda luxA ve lux B genleri
lusiferaz enziminin alt birimlerini kodlarken luxC,
luxD ve luxE genleri yag asidinden lux lusiferazin
aldehit substratinin olusmasini saglayan ¢oklu enzim
kompleksinin elemanlarini  kodlamaktadirlar®!1420,
Ginimizde luxCDABE operonu veya diger
biyoliminesans reporter genlerle modifiye edilen
pek cok viris, bakteri, parazit ve maya titleri ile
deneysel olarak hayvanlar tzerinde deri, kemik
dokusu, sindirim yolu, triner yol, akciger, dis, orta
kulak  enfeksiyonlar:t  olusturulmakta ve bu
enfeksiyonlarin ~ seyir  siregleri  ve  tedavi
protokollerine yanitlart takip edilebilmektedir. Bu
calismalarla enfeksiyonlarin gelisim siireclerinin daha
iyi anlagtlmast ve bu enfeksiyonlarla miucadelede
daha ileri stratejilerin gelistirilmesi hedeflenmektedir.
Yine hastalik yapict bakteri genlerinin ekspresyon
diizeylerinin izlenmesi miimkin olmaktadi®!1314,

Biyoliminesans  géruntileme  teknigi  immin
sistemin  etkinligi ile ilgili c¢alismalarda da
kullanilmaktadir. Bu baglamda patojen mikroplarin
yuzey molekillerine baglanan TLR (Toll-like
receptor) reseptoriniin, MyD88 proteininin, tip 1 ve
tip 2 interferon reseptorlerinin dogumsal immin
sistem acisindan 6nemlerini ortaya koyan ¢alismalar
yapimistir. Bu calismalar kapsaminda
biyoliminesans g0Osteren  Pseudomonas — aeruginosa,
Citrobacter  rodentinm bakteri tirlerinin ve herpes

simpleks 1 virGsinin farelerde olusturduklar
enfeksiyonlar izlenmistir.
Calismalar  neticesinde, gen aktarimi  yoluyla

olusturulan biyoliminesans 1stmadan faydalaniarak
antlan tirlerin olusturduklart enfeksiyonlarin gelisim
seyirleri detaylt olarak incelenmis ve anilan reseptor
ve proteinlerin immiin yanit a¢isindan 6nemleri bir
kez daha ortaya konmustur'®. Cesitli canli tiitlerinde
kesfedilmis dogal lusiferaz-substrat sistemlerinin
(Tablo 1) yani sira, 151ma kalitesini arttirmak amaciyla

mutant lusiferaz enzimleri ve kimyasal olarak
modifiye  edilmis  substrat  maddeleri  de
gelistirilmistir.
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Tablo 1. Ana lusiferaz enzim gesitleri, elde edildikler 6rnek tiitler, substratlar: ve olusturduklari 1g1malarin

renkleri. Lusiferazlarin farkl: tiitlerden izole edilebilen bir ¢ok varyantlari bulunmaktadir!213,15,22-28,

Biyoliiminesans enzimin | Bulundugu tiriin Protein Substrat1 Maksimum Kaynaklar
ad1 adi biiytiklagi emisyon
dalga boyu ve

rengi
Firefly luciferase (FLuc) Photinus pyralis 62 kDa D-luciferin 562 nm 2,3
(Atesbocegt lusiferazi) Sart-yesil
Renilla luciferase (RLuc) Renilla reniformis 36 kDa Coclenterazine 480-482 nm 23
(Deniz meneksesi Mavi-yesil
lusiferazi)
Gaussia luciferase (GLuc) Gaussia princeps 19.9 kDa Coclenterazine 480-600 nm 3,15,23
(Deniz bocegi lusiferazi) Mavi-yesil
Bacterial luciferase (Lux) Photorhabdus 37 ve 40 - 490 nm 3,28
(bakteri lusiferazi) luminescens kDa Mavi-yesil
Vargula luciferase (Vluc) Vargula 62 kDa Vargulin 460 nm 23
(Deniz ategbocegi hilgendorfi Mor-mavi
lusiferazi)
Metridia luciferase Metridia longa 24 kDa Coclenterazine 480 nm 23
(Deniz bocegi lusiferazi) Mavi-yesil
NanoLuc (NL) luciferase Oplophorus 19 kDa Furimazine 460 nm 3,26
(Derin deniz karidesi gracilirostris Mavi
lusiferazi)
Cypridina luciferase (CnL) Cypridina ~61,5 kDa Cyprinidid ~460 nm 3,27
(Deniz ategb6cegi noctiluca luciferin Mavi
lusiferazi)
Genetik  mihendisligi  teknikleri ile olusturulan ~ modifikasyonlarla hem 1sima kalitesinin hem de

mutant lusiferazlar, dogal lusiferazlara gére daha ileri
istma Ozellikleri  gostermektedirler. Ornegin  son
zamanlarda PLG2 olarak adlandirdan mutant bir
lusiferaz enzimi P. pyralis lusiferaz enziminin N
domaini ile R. ialica lusiferaz enzminin C
domaininden olusturulmustur. Bu degisikliklere ilave
olarak PLG2 enziminin protein dizisini olusturan
aminoasitlerden 5% yine genetik mihendisligi
teknikleri ile degistirilmistir. Sonugta olusturulmus
olan varyant kendisini olusturan dogal enzimlerden
daha kaliteli 1s1ma vermistir'3?2. Son zamanlarda D-
lusiferin substrat maddesinin 1stma kalitesini arttiran
kimyasal modifikasyonlar1 da kesfedilmistir. Bu
modifiye  substratlar  arasinda  aminolusiferin
(NH2LH) ve  N-alkylated
sayilabilit. Buna gbre P. pyralis lusiferaz enzimini
katalizledigi reaksiyonda, N-alkylated 6-
aminolusiferin substratt, aminolusiferin
substratindan daha iyi 1sima vermektedir. Yine P.
pyralis lusiferaz enziminin katalizledigi reaksiyonda,
siklik alkilaminolusiferin, D-lusiferinden daha iyi
1stma vermektedir. Buna benzer sekilde amaca uygun
olarak  substrat bilesiklere uygulanacak  bazt

6’-aminolusiferin
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istmanin dalga boyunun/renginin degistirilebilecegi
gosterilmigtir!321,

iZLEME DUZENEGININ
HAZIRLANMASI VE
BIiYOLUMINESANS GORUNTULEME
(BLI)

Konvansiyonel
goruntiilleme

biyoliiminesans

Biyoliminesans gorintileme amaciyla olugturulan
izleme duzeneklerinde, birinci agamada, hedeflenen
gen ile birlikte lusiferaz genini eksprese edecek
ekspresyon vektorleri olusturulur.  Vektor olarak,
lipozomlar, enfeksiyon yetenegini kaybetmis virtsler,
adenoviral ekspresyon vektorleri, ekspresyonlart
sonradan indiiklenebilen ve ¢ogunlukla tedavi amaclt
kullanllan  lentiviral vektotler, lipopolamin ve
plasmid DNA’dan olusturulan lamellar vezikiiller
yaygin olarak kullanilmaktadirlar!'62.




Cilt/Volume 44 Yil/Year 2019

a) Biyoliiminesans reporter genlerin
vektorler aracthgyla kiiciik deney
hayvanlarina transfer edilmeleri

[+7]
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b} Biyoliiminesans substratin
hayvanlara enjekte edilmesi
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Sekil 3. Kiigiikk hayvanlara uygulanan in vivo BLI tekniginin sematize gosterimi:
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¢} in vivo gériintiileme sistemi
ile 151k sinyallerinin alinmas
ve elde edilen
islenmesi

datalarin

Sekilde in vivo BLI

goriintiileme tekniginin {ic ana agamasi verilmigtir. a) Lusiferaz eksprese eden vektériin hayvana verilmesi b)
biyoliiminesans substratin hayvana verilmesi c) goriintiileme ile ilgili datalarin alinmasi ve iglenmesi'3.

1.G promnane e;lenlk reseptor proteini (GPCR] ve etklestigi GIP 2. Hiicrelerin transfekte

3. Hiicrelerin mikropleyt'e

dondr ve fi alici p le edilmesi eklenmesi
kaynastlrma —
GPCR — e —_ wb
GPCR GIP A 4. Protein-protein interaksiyonunu etkileyen
modiilatorlerin eklenmesi
[ aabstrate | 15-30 dakika aras: inkiibasyon
W < 6. Mikropleyt'in
E dz1004 .
Etkilegim yok A— -
Modiilator bilesik €— 4 g |
6B " 5. Koelenterazin veya lusiferin
GPCR GIP substratlann eklenmesi
5 dakika inkiibasyon
o] € X
ligili proteinler arasindaki etklegim durumunun ve modiilator
i molekiillerin etkinliklerinin degerlendirilmesi
ds100A
Etkilegim var

Sekil 4. BRET teknigi asamalarinin sematize gosterimi. Bu goésterimde modilator molekilleriny GPCR (G
proteinine eslenik reseptér) proteini ile GIP proteinleti (GPCR reseptoriin etkilesim yaptig1 proteinler)
arasindaki etkilesime nasil tesir ettikleri ile ilgili prosediir gosterilmigtir3”.

Bundan sonra ckspresyonu hedeflenen gen ile
lusiferaz genini bir gen kaseti seklinde igeren
vektorler, icinde bulunduklart vezikillerin hucre
zarlartyla lipofilik kaynasmasi, elektroporasyon veya
viral vektorlerin dogrudan organizmaya verilmesi
yontemleri ile hedef hiicre veya dokulara transfer
edilirler!63031 Vektorler aracithigiyla 6nce bir grup
htcre transfekte edilip, sonra bu transfekte hiicreler
canlt organizmaya verilebilecegi gibi, vektor
dogrudan da canlt organizmaya verilebilir. Ozellikle
viral ~ vektorler dogrudan canli  organizmaya
verilebilirler3233, Tkinci asamada organizmaya ilgili
lusiferaz enziminin substrat maddesi enjekte edilir.
Son asamada ise olusan biyoliiminesans 1stma, CCD
kameralarla izlenerek elde edilen gorinti ve datalar

1477

kaydedilir (Sekil 3). CCD kameralar, yart iletken
silikon maddesinden olusan bir dizleme fotonlarin
garpmast sonucu elektronlarin atomik
baglamlarindan kopmalari ve bu kopan elektronlarin
akisindan goriinti elde edilmesi prensibine gore
calisan kameralardir. Standart hali ile biyoliminesans
goruntileme cihazlart 400-700 nm dalga boyu
arasindaki 1simalart okuyabilmekteditler (Sekil 1),
ancak yakin kizilStesi sensoér aparatt bulunan CCD
kameralar 700-800 nm dalga boyu araligindaki
istmalart da okuyabilmektedirler. CCD kameralarin
farkli amaglara donik cesitleri de gelistirilmistir3433,
Azot sogutmalt CCD kameralari 6zellikle tekil hiicre
1stmalarinin uzun sureli izlenmesinde
kullanilmaktaditlar. Daha dusik ¢cozuntrlikla foton
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sayan CCD kameralar ise kisa streli canli hiicre
izlemelerinde kullanilmaktadirlar!S. CCD
kameralardan daha ileri biyoliminesans goriintilleme
teknigi olarak, biyoliminesans tomography (BLT)
gorintileme sistemi gelistirilmistir. BLT
gorintileme sistemi, 1stk gegirmeyen bir kutu
icerisinde bir CCD kamera, bir lens ve fare veya in
vivo incelemeye konu olan kiigiik hayvanin tzerine
konacagt sahneden olusmaktadir. Cekim sirasinda
hayvanin tzerinde bulundugu sahne bilgisayar
komutuyla doéndirilmekte  ve farkli  agt  ve
dizlemlerden 2 boyutlu  gérintiler  elde
edilmektedir. Elde edilen bu 2 boyutlu gériintiler bir
bilgisayara aktarilmakta ve ¢esitli algoritmalar
yardimiyla 3 boyutlu gorinti olusturulmaktadir.
Daha gelismis versiyonlarda eszamanl olarak
multispektral coklu gorintiler alinmaktadir. Tlave
olarak, BLT ile bilgisayarli tomografinin (CT) bir
arada kullaniddigt daha kaliteli ve daha detaylt
goruntilerin  alindigt sistemler de gelistirilmistir.
Optik PET olarak adlandirilan sistemde tek bir
dedektor, biyoliiminesans fotonlart ve gama 1sinlarint
birlikte yakalayabilmekte ve bu her iki 1gimadan
yuksek ¢coztintrlikla gorintiler elde
edebilmektedir!330.

BRET

BRET olarak adlandirilan teknik ile biyoliiminesans
ve floresan 1stma bir arada izlenmektedir. Bu
yontem, Ozellikle sinyal yolaklarinda meydana gelen
protein etkilesimlerinin in vivo olarak izlenmesi
amactyla  kullanidmaktadir. Buna gore sinyal
yolagindan bulunan bir protein (donér protein) bir
biyoliiminesans reporter  ile  isaretlenirken,
kendisinden sonra gelen veya etkilestigi protein (alict
protein) floresan reporter ile isaretlenmektedir®. Bu
dizenckte donér protein, biyoliiminesans reporter
olarak RLuc, FLuc, GLuc, NLuc lusiferazlarin dogal
ve mutant formlarindan biriyle, alict protein ise
floresan reporter olarak sart, yesil, kirmiz1 floresan
proteinler (yellow fluorescence protein, YFP; green
fluoresecence protein, GIFP; red fluorescence
protein, RFP) veya bunlarin versiyonlarindan biri ile
isaretlenmektedir’”%. Isaretleme icin ilgili lusiferaz
genini, dondr protein genine; ilgili floresan protein
genini, alict protein genine eckleyen sentetik
cDNA’lar olusturulmakta ve bunlarin
ekspresyonlart saglanmaktadir. Tlave olarak, ekprese
edilen lusiferaz enzimin substratt (Rluc lusiferaz icin
coelenterazine ve varyantlar, Fluc icin d-lusiferin)
ilgili  hicre

verilmektedir.

in vivo

grubuna veya denek organizmaya

Bundan sonra in vivo izleme
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yapilmaktadir?’#).  Diizenek kabaca su seklide
islemektedir:  Proteinler eger yeterince yakin
konumda iseler (aralarinda etkilesim varsa veya aynt
sinyal yolaginin elemani iseler), biyoliiminesans
reporter elektronik relaksasyan enerjisini 1$1masiz
dipol-dipol  eslesmesi ile floresan reporter’a
aktarmakta ve onu uyarmaktadir. Bu sekilde
uyartlmis  olan floresan reporter Ozgun dalga
boyunda photonik enetji  Uretmektedir/1stma
yapmaktadir. BRET olusumunun isareti olarak
biyoliminesans reporter’in emisyonunda azalma,
floresan reporter’in emisyonunda artma meydana
gelmekte; bu durum da isaretli proteinlerin yapisal ve
fonksiyonel olarak etkilestikleri anlamina
gelmektedir. Eger proteinler arasinda etkilesim yoksa
floresan 1stma meydana gelmemektedir. Yine BRET
teknigi ile proteinlerin  etkilesim  durumlarint
degistiten modiilatér molekullerin (PPI modulators)
etkinlikleri de izlenebilmektedir (Sekil 4).

Bu gine kadar BRET1, BRET2, BRETS3,
NanoBRET, Quantum Dot-Based BRET seklinde
baslica 5 ¢esit BRET izleme  diizenegi
olusturulmustur. Bu BRET izleme dizenekleri
kapsaminda  lusiferaz enzimlerin, substrat
maddelerin ve floresan reporter proteinlerin farkl
kombinasyonlar:  ihtiyaca ~ gbre  bir  araya
getirilmislerdir?”404142, Bu baglamda, G proteinine
eslenik reseptor galismalarinda kullanilan BRET1 ve
BRET2 teknikleri model teskil etmekteditler. G
proteinine eslenik reseptérler (GPCR), iki veya ¢oklu
alt birimlerden olugmaktaditlar. Bu reseptorler
htcrelerin - ¢ogalma, farklilasma, gé¢ etme ve
yasamlarini idame ettirme Ozelliklerini  etkileyen
yolaklarda gorev almaktadirlar. Reseptor
kompleksini olusturan proteinlerin etkilesimlerinde
veya  kompleksin  baska  proteinlerle  olan
etkilesimlerinde =~ meydana  gelecek  olan  bir
dizensizlik ilgili sinyal yolaklarini etkileyecek ve
hiicrede ilgili islevlerin bozulmasina yol agacaktir. Bu
yuzden bunun gibi protein-protein etkilesimlerinin
calisilmast BRET yoéntemi bu
etkilesimlerin in vivo olarak calisilmasint olanakl
kilmaktadir. GPCR c¢alismalarinda RLuc lusiferaz
enzim geni, dondr reseptor geni ile; sart veya yesil
floresan protein geni (sirastyla BRET1 ve BRET?2),
alict protein geniyle (G, Gg, G, proteinlerini

onemlidir  ve

kodlayan  genlerden  birf) cDNA  araciligiyla
kaynastirtlir.  Olusan  BRET  1simalarina  gore
proteinlerin  etkilesim  durumlart  degerlendirilir.

Benzer sckilde rapamisin bilesiginin varliginda FRB
ve FKBP12 proteinlerinin yaptigt etkilesim, protein-
protein etkilesimi c¢alismalarinda model olarak
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kullanilmaktadir. Bu baglamda rapamisin bilesigine
baglanan FRB ve FKBP12 proteinlerinin fare
akcigerinde  etkilestikleri BRET  teknigi ile
gosterilmistir (Sekil 5).  Ayrica BRET teknigi ile
donér ve alict proteinlerin konformasyonlarindaki
kiiciik degisiklikler de anlasilabilmektedir. Cinki

BRET kompleksinin elemani  proteinlerin
konformasyonlarinda meydana gelen kugtcik
degisiklikler dahi sinyal yogunlugunu
degistirebilmektedir?”41:42.
RLuc8.6 TurboFP-RLuc8.6
. e ‘ [ T pfseciome i
. 23
0 -
S 0 08
o1

Sekil 5. Bir antibiyotik olan rapamisin bilesigi FRB
ve FKBPI12 proteinlerine yiiksek afinite ile
baglanmaktadir.

Antlan her iki proteine baglanmasindan dolayr rapamisin
bilesiginin varhginda FRB ve FKBP12 proteinlerinin yaptig
etkilesim, protein-protein etkilesimi ¢alismalarinda model olarak
kullanilmaktadir. Rapamisin bilesigi aracihigiyla FRB ve FKBP12
proteinlerinin fare akcigerinde etkilestiklerini gbsteren BRET
gorintileri. Bu izleme diizeneginde FRB proteinini kodlayan gen,
mavi-yesil 1s1ma yapan Rluc8.6 lusiferaz enzim geni ile; FKBP12
proteinini kodlayan gen, kirmizi isima yapan TurboFP protein
geni ile kaynastirilmuslardir. Bu fiizyon proteinletle transfekte
edilen memeli HT1080 hiicreleri kuyruk veni yoluyla farelere
enjekte  edildiklerinde,  transfekte  hiicrelerin  farelerin
akcigerlerinde kiimelendikleri izlenmistir. Yine Rluc8.6 lusiferaz
enziminin substrati olarak coelenterazine bilesigi farelere enjekte
edilmistir. Sekildeki farelerin akciger bélgelerinde, a) sadece dénor
FRB-Rluc8.6 fiizyon proteininin asir1 eksprese oldugu kosullarda
RLuc8.6 lusiferaz enziminin katalizasyonuna bagh mavi-yesil
renkli biyoliminesans 1simanin baskin olarak meydana geldigi b)
her iki fiizyon proteinin (d6nér FRB-Rluc8.6 ve alict FKBP12-
TurboFP) asirisi eksprese oldugu kosullarda, biyoliiminesans
1simaya dayali rezonans enetji transferi olaymnin gerceklesmesine
baglt olarak, hem mavi-yesil biyoliiminesans 1simanin ve hem de
kirmizi tonlarda floresan isimanin meydana gelmis oldugu
go6zlenmektedir®?.

Cok alt birimli protein kompleksleri ile ilgili
calismalarda, kompleksi olusturan protein birimlerin
arasindaki etkilesimlerin eszamanli gdsterimi icin
multipleks BRET dizenekleri gelistirilmistir. Bu
multiplex dizeneklerden SRET (sequential rezonans
energy transfer, sequential RET) teknigi, i¢ protein
birim arasindaki etkilesim calismalarinda
kullanilmaktadir. Proteinlerden biri RLuc lusiferaz
enzimi ile, diger ikisi ise floresan proteinlerle
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kaynastirilmaktadir. Bu sekildeki izleme
diizeneginde, biyoliminesans protein BRET ile
birinci floresan proteini uyarmakta, ilk floresan
protein ise floresan rezonans enetji transferi (FRET)

ile ikinci floresan proteini uyarmaktadir®?.

a) Klasik BRET b) BRET-BiFC c) CODA-RET
Ay R ,.k‘" A,‘R’”" Ag REVFIA RETP D2 D‘]
i @JU
\ Wa @ O
h-codenterazine  gy70 Q] ' h-coclenternzine S2nm BRET' \_/ p
A7Snm 475nm

d) BiLC-BiFC
Donér:
A-GLucN / D-GLucC
Aher:

B-Venus™'™ / C-Venus®'®*

Sekil 6. Klasik a) BRET, b) BRET-BiFC, c) CODA-
RET, d) BilC-BiFC teknikleri ile elde edilen
goriintiilerin temsili gésterimleri

a) Adenosin reseptorii A2A homomerleri, RLuc lusiferaz ve YFP
floresan proteini ile  kaynastirilmislardir; bu iki homomerin,
homodimer olusturmak tizere 10 nm’den daha kisa mesafede
etkilesmeleri BRET isimalarina  yol a¢mustir b) Adenosin
reseptérd A2A homomerleri, Rluc lusiferaz, N-YFP (N terminal
fragment) ve C-YFP (C terminal fragment) flotesan proteinleri ile
kaynastirilmuglardir; bu ¢ homomerin, homotrimer olusturmak
tzete etkilesmeleri BRET-BiFC 1stmalatina yol acmustir43. ¢) D2
ve D1 dopamin reseptorleri, Rluc8 lusiferaz enziminin sirasiyla N
terminal (1) ve C terminal (I.2) fragmentleri ile; G protein
kompleksinin Gas alt birimi ise Venus floresan proteini ile
kaynagtirlmislardir.  Géstetimdeki BRET 1sima, D2 ve D1
reseptorlerin heteromerik olarak etkilestikleri ve Rluc lusiferaz
enzim patcalarinin bir araya gelmesiyle olusan biyoliiminesansin
enetji transferi yoluyla Venus floresan proteinini uyardigina isaret
etmektedir44. d) D ve A proteinleri Gluc lusiferaz eziminin

sirastyla, N terminal ve C  terminal fragmentleri ile
kaynagtirilmislardir; B ve C proteinleti, floresan proteinin (Venus)
sirastyla. N terminal ve C  terminal ile fragmentleri

kaynagtirtlmislardir. Dért protein bitimin bir araya geldiklerinin
isareti olarak BRET 1stmalari gerceklesmistir®.

Neticede t¢ protein birimin yapmis oldugu isimalar
izlenebilmektedir. =~ BRET-BiFC  (biomolecular-
fluorescence complementation) yonteminde, Rluc
enzimi bir proteinle, floresan proteinin N terminal
pargast bir proteinle, C terminal parcast baska bir
proteinle cDNA araciligtyla kaynastirtlmaktadir. Rluc
enziminin  olusturdugu  biyoliminesans  enetji,
floresan protein parcalarini barindiran proteinlerin
bir araya gelmesi durumunda floresan 1simayi
uyarmaktadir ve bu sekilde ilgili G¢ proteinin
etkilesim durumlart izlenebilmektedir#?43,

CODA-RET  (complemented donor acceptor
resonance energy transfer) teknigi  Ozellikle
heterodimerik reseptorlerin etkilesim calismalarinda
kullanilmaktadir. Bu teknikte heterodimer reseptor
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kompleksini  olusturan  dnitelerin =~ her  biri
biyoliminesans Rluc enziminin N ve C terminal
fragmentleri ile c¢DNA aracihgiyla kaynagtrilir.
Reseptor kompleksinin etkilestigi protein ise uygun
floresan  protein ile  kaynastirillir.  Reseptor
heterodimerizasyonu meydana geldiginde, lusiferaz
enziminin pargalart bir araya gelmis olur ve
biyoliminesans 1sima gerceklesir, olusan enefji
transferi ile de floresan proteini uyarilir ve floresan
1stma meydana gelir. Sonucta etiketli ii¢ proteinin,
hucresel isleyisin bir patrcast olarak, uygun sekilde
etkilesmis olduklart bu 6zel BRET teknigi ile
gostetilmis olur4#5,

BiLC-BiFC (Biomolecular luminescence
complementation-biomolecular fluoresecence
complementation) teknigi ile dort alt birimli protein

komplekslerinde, birimler arast etkilesim
izlenebilmektedir. Boyle bir kompleksi olusturan
protein birimlerden ikisi, biyoliminesans Gluc

lusiferaz enziminin N ve C terminal fragmentleri ile,
kalan iki protein birim ise Venus floresan proteinin
N ve C terminal parcalart ile cDNA araciligtyla
kaynastirlir.  Do6rt  birimli - kompleksi  olusturan
proteinler bir araya geldiklerinde; Gluc enziminin ve
Venus floresan proteininin parcalart bir araya gelmis
olurlar ve BRET izleme diizenegi olusur. Boyle bir
dizenekte BRET 1simalarinin olugmast, dort protein
birimin  bir kompleks dahilinde etkilestikleri
anlamina gelir*>4647(Sekil 6).

BiYOLUMINESANS
GORUNTULEMENIN CANLI iZLEME
BAKIMINDAN ONEMI, AVANTAJLARI
VE DEZAVANTAJLARI

Halihazirda deneysel olarak olusturulan kanserlerin
ve enfeksiyonlarin seyir stireclerinin takibinde, deney
hayvanlarina verilen kok hiicrelerin izlenmesinde,
proteinletin ekspresyon duzeylerinin/lokasyonlatinin
belirlenmesinde ve protein etkilesim calismalarinda
yaygin olarak kullanilan in vivo biyoliminesans
gorintileme basit, ucuz ve olduke¢a elverisli bir
yontemdir®:48.49,5051,5253  Bu yéntemde kendiliginden
1$1ma yapan protein veya molekil izlendigi icin, ilgili
protein veya molekil hassas bir sekilde tespit
edilebilmekte ve olciimlenebilmektedir. Uzerinde
calistlan  denek hayvana herhangi bir girisimde
bulunulmadan in vivo izleme yapilabilmektedir.
Biyoliminesans gorintilemede gbzlemlenen
molektl kendiliginden 1sima yapugr icin, 1stk
mikroskoplart icin gecerli olan biylitme oraninin

1480

Cukurova Medical Journal

¢oztinirlik gtct ile sturlt olma kurall ortadan
kalkmaktadir. Bundan dolayt 1stk mikroskobuyla
gozlemlenemeyen, 200 nm’den ¢ok daha kuguk
boyutlardaki proteinler veya molekiller
biyoliminesans gorintileme teknigi ile goriiniir hale
gelmekteditler6-48:5455,56,

Isik fotonlarinin 6nemli kisminin dokudan gegerken
kaybolmast, biyoltiminesans gorintileme
yonteminin dezavantaji olarak degetrlendirilmektedir.
Bu durum, CCD kameranin tespit ettigi 1sima
miktart ile canlt dokuda arastirilan reporter proteinin
yaydigt gercek 1stma miktart arasinda fark olusmasina
yol a¢maktadir. Ayrica biyoliiminesans 1stmanin
olusmast icin ortamda (izlenen doku veya organda)
yeteri kadar O, ve lusiferazin gesidine gore gerekli
kofaktérlerin olmast gerekmektedir. Bu kosullarin
olusmadigi sartlarda istenen kalitede biyoliminesans
1sima elde edilemeyebilir. Ozellikle izlenecek protein
derin dokudaysa, 600 nm ve usti dalga boyundaki
kirmiz1 ve yakin kizil Stesi 1simalarla calismak daha
isabetli olmaktadir. Cunkii 600 nm ve Gstd dalga
boyundaki kirmiz1 ve yakin kizil Stesi 1stmalar canlt
dokulardan daha az kayipla gecebilmektedirler®5051,

Ozellikle biyoliiminesans gériintillemenin, floresan
gorintileme (FI), bilgisayarli tomografi (CT),
manyetik rezonans gorintileme (MRI) ve pozitron
emisyon tomografi (PET) goruntileme teknikleri ile
bir araya getirildigi multi-modal diizenekler daha ¢ok
kanser arastirmalarinda  kullanilmaktaditlar.  Bu
multi-modal ~ diizenekler  ileride  enfeksiyon
hastaliklarinin seyitlerinin takip edilmesi bakimindan
da ¢ok faydali olacaklardir. Ozellikle enfeksiyon
ajani  patojenin ve ona yamt olusturan konak
organizmanin immin hicrelerinin  farkll 1simalar
yaptigt  izleme  dizeneklerinin = hazirlanmasi,
enfeksiyonlarin gelisim seyitleri ve enfeksiyonlarla
miicadele bakimindan ¢ok yararh bilgiler verecektitS.

SONUGC

Biyoliminesans géruntileme, in vivo calismalarda
tzerinde calistlan hayvana girisimde bulunmay:
gerektirmeyen, uzun streli takibi olanakli kian, 151k
mikroskoplart i¢in sinirlayict olan ¢oziinirlik glctine
bagli olmayan ve bu y6nleriyle gelecek vaat eden bir
tekniktir. Bu  Ozelliklerinden dolay1, gelecekte
Ozellikle proteinlerin, hucrelerin  ve enfeksiyon
ajanlarinin in vivo takibi ¢aligmalarinda daha yaygin
olarak kullanilacag 6ngoriilmektedir. Tlave olarak
daha kaliteli 1stma veren enzim-substrat sistemlerinin
de gelistirilebilecegi g6z 6ntinde bulundurulmalidir.
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