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Ozet

Geleneksel olarak kultir ve hicre izlemelerinde kullanilan floresan i1simaya dayali goérintiileme teknikleri,
son on-yillarda in vivo izlemelerde de kullaniimaya baslanmistir. Cogunlukla kiiglik laboratuvar hayvanlarina
uygulanan FLIM, FRET, FRI gibi in vivo géruntileme diizenekleri hedeflenen bir proteinin veya biyo-molekulin
gercek zaman-mekanda in vivo géruntilerinin alinmasinda kullanilirlar. Bu diizenekler genel olarak hayvanin
Uzerine konacagi sahne, bir floresan uyarici 1sik kaynagi, gelen ve emisyon isik filtreleri, kamera aparati (CCD
kamera) ve datalari alip analiz eden bir yazilim programi elemanlarindan olusmaktadirlar. Floresan isaretleme
esasina dayali calisan herhangi bir in vivo izleme sisteminin dizayni iki adimda gerceklestirilir; ncelikle izleme
icin hedef secilen protein veya biyo-molekul uygun bir florofor ile isaretlenir, daha sonra isaretli biyo-molekdl
canli biinyede gériintiilenir. in vivo uygulamalarda kullanilan floresan problar; hedef gézetmeyen problar, hedefli
aktif problar, hedefli aktive edilebilen problar ve nano-partikiiller seklinde siniflandirilabilirler. ilave olarak, bir
sondurlcliye konjuge floresan problar, hedeflerine baglandiktan sonra quantum verimlerini arttiran florofor
problar, organellere spesifik olarak baglanan floresan problar, iki foton absorbsiyonu esasina dayali ¢aligsan
floresan problar, dénebilen konjuge grup iceren florofor problar ve yakin kizilétesi nanopartikiller diger énemli
floresan prob kategorilerini olusturmaktadirlar. Genel olarak floresan boyalarin hedef/arka-plan isima kontrasti,
hedefine 6zglin baglanma, quantum verimi, absorbsiyon ve emisyon dalga boylari, suda ¢ézinurlik, hiicreye
nifuz edebilme ve floresan yasam-suresi gibi 6zelliklerinin gelistiriimesi; bu boya maddelerini klinik kullanim
acisindan elverigli hale getirecektir. Bu derlemede floresan isimanin mekanizmasi, floresan isima prensibine
dayali olarak galisan ve 6nemli goriilen in vivo goriintiileme teknikleri ve florofor bilesikler hakkinda bilgi verilmesi
ve konuyla ilgili 5nemli calismalarin gdézden gegciriimesi hedeflenmistir.
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Abstract

Fluorescence imaging techniques that are conventionally used in culture and cell assays have started to be
used in in-vivo assays in the last decades. In vivo fluorescent assay set-ups such as FLIM, FRET, FRI, which
are mostly applied to small laboratory animals, are used for taking spatiotemporal in vivo images of any targeted
protein or biomolecule. Those set-ups constitute mainly from animal placement stage, an excitation light source,
excitation and emission light filters, camera (charge couple device, CCD) and data collecting/processing
software components. Design of any in vivo assay system, which works based on fluorophore labeling, includes
two steps; firstly, any targeted protein or biomolecule is tagged with appropriate fluorophore and then, this
tagged protein is visualized in the body of living animal. In vivo fluorescent probes can be classified as non-
targeting probes, active targeting probes, activable targeting probes and fluorescent nanoparticles. Besides,
quencher-conjugated fluorescent probes, turn-on fluorophore probes which increase their quantum yields
upon binding to their targets, organelle-specific fluorescent probes, two-photon absorption (TPA) fluorescent
probes, rotatable conjugated moiety-containing fluorophore probes, near-infrared (NIR) nanoparticles are
other important fluorescent probe categories. In general, fluorescent dyes require improvements in their
properties of background/target ratios, specificity, quantum yields, absorption and emission wavelengths, water
solubility, cell permeability and fluorescent lifetimes, for use in clinical applications. In this study, it was aimed
to review important studies and provide knowledge about general mechanism of fluorescence, some important
fluorescence-based in vivo imaging techniques and in-vivo applicable fluorophore compounds.
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Optik gorintileme teknikleri, gosterdikleri
yuksek ¢ozinurlik glicl ve hassasiyetlerinden
dolayi uzun yillardan beri histoloji, biyo-izleme ve
mikroskobi uygulamalarinda kullaniimaktadirlar
[1]. Bu baglamda ele alinan floresan teknikler,
floresan bilesiklerin gerceklestirdikleri floresan
Isima olgusunu goérintileme teknolojisi haline
donusturen tekniklerdir. Bir dalga boyundaki
Isiga maruz kaldiginda, daha uzun dalga
boyunda 1sik Ureten maddelere floresan
maddeler denir [2, 3]. Kimyasal olarak floresan
bilesikler, genellikle aromatik yapidadirlar ve
konjuge pi baglari (molekiiler kompozisyonda
tekli bag ile ayrilan ¢ift baglar) icerirler.
Ancak son zamanlarda aromatik olmayan
bazi biyomakromolekullerin ve polimerlerin
de (protein fibriller, polipeptidler, poli-amido
aminler, poli-etilenimin, ¢ok dalli yap1 gdsteren
poli-amino ester ve poli-Uirea dendrimerler)
aggregat halde ve sollisyon igerisinde floresan
Ozellik gosterebildikleri rapor edilmistir [4, 5].
Herhangi bir florofor (bir kimyasal bilesige
baglandiginda ona floresan 6zellik kazandiran
floresan boya maddesi, reaktif boya), bir 1s1k
kaynagindan gelen 1sida maruz kaldiginda
uyarilir ve bu uyarilma surecinde, florofor
molekiliin zayif bagl elektronlarindan biri
yuksek enerji duzeylerine gikar. S1 veya S2
dizeyleri olarak tanimlanan singlet durumlarda
(singlet states) elektronun kendi ekseni
cevresindeki doénus yodnu (spin) degismez.
Daha sonra elektron temel haline (ground state)
geri donerken (S0) disariya eneriji verir. Disariya
enerji verme iki sekilde olur. Floresan molekul
ISima yapmadan 1s1 enerjisi yayabilir veya 1sima
yaparak floresan foton yayabilir. Floresan foton
yayma durumunda floresan isima gergeklesmis
olur. Floresan yasam suresi (bircok floresan
protein ve floresan boya igin 1 il 5 ns arasindaki
bir siire), bir florofor molekulin uyariimaya bagli
olarak elektronik uyariilma diizeyi olan S1'de
ne kadar sureyle kaldigini ifade eder. Kimi
durumlarda uyarilmaya bagli olarak elektron,
singlet durumdan triplet duruma (triplet state)
gecer. Triplet duruma gecen elektronun donuis
yonu degisir. Elektronun triplet durumdan temel
duruma donerken yaptidi 1simaya fosforesan
(phosphorescence) 1sima denir. (Sekil 1, 2 ve
3’Uncu kaynaklardan uyarlanmistir) [2, 3, 6, 7].

Batun bu fiziko-kimyasal sireglerin sonucu
olarak floresan bilesik, kendisini uyaran isiga
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(gelen 1s13a) nisbeten daha buyik dalga boylu/
daha dusuk enerjili Isima yapar veya sogurdugu
isiktan farkh renkte 1sik verir. Floresan
bilesiklerin absorbe ettikleri 1sik ile ¢ikardiklar
IsIgin dalga boylari arasindaki farka stokes
degisimi denir. Elektronlarin olugturdugu enerji
degisiminin tabiati geregi stabil ve parlak 1sima
veren florofor bilesiklerin absorbe ettikleri ve
cikardiklari 1giklarin dalga boylari 300 ile 700
nm arasinda degismektedir [3, 5, 7, 8]. Ancak bu
arahgin disindaki dalga boylarinda absorbsiyon
ve emisyon yapan florofor bilesikler de
mevcuttur [9-12]. Ultraviyole dalga boylarindaki
gelen 1gsiklar, molekillerde iyonizasyona yol
actiklarindan dolay!i floresan uyarici 1sik olarak
kullanilamazlar [3, 5, 7, 8].

Floresan isimaya dayali floresan mikroskobi
teknigi 1911 yilindan beri bilimsel arastirmalarda
kullaniimaktadir. Ancak son zamanlarda
olusturulan kompleks duzenekler yardimiyla
floresan goruntileme teknikleri in vivo izleme
calismalarinda kullaniimaya baslanmistir. In
vivo floresan gorintiileme teknikleri olarak FLIM
(fluorescence lifetime imaging, floresan yasam-
sureli goruntileme), FRET (Forster resonance
energy transfer, Forster veya floresan rezonans
enerji transferi) ve FRI (fluorescence reflectance
imaging, whole body fluorescence reflectance
imaging, floresan-reflektans  gorintileme)
teknikleri 6zellikle canli deneysel calismalarda
kullaniimaktadirlar. ilk olarak 1946 yilinda teorik
cercevesi ortaya konan FRET teknigi in vivo
protein etkilesim calismalarinda kullaniimaya
baglanmigtir. Yine FLIM ve FRI teknikleri
son yillarda in vivo izlemelerde kullaniimaya
baslanan ve in vivo goéruntileme acisindan
gelecek vadeden 6nemli tekniklerdir [1, 2, 13,
14). Sozu edilen in vivo izleme duizeneklerinin
etkin kullanimlari, uygun floresan boyalarin
veya florofor bilesiklerin secgilmesini veya kimi
durumlarda uygun konjugatlarin kimyasal olarak
sentezini gerekli kilmaktadir. Bu baglamda
kullanilacak olan ideal bir floresan materyalin in
vivo ortamda kararli olmasi, hedeflenen bdlgede
toplanabilmesi ve kontrast olusturarak hedefi
goérunur hale getirebilmesi gerekmektedir. Yine
floresan materyalin ylksek floresan etkinlige
sahip olmasi, suda iyi ¢bdzlUnebilmesi ve
biyolojik blnyeye uyumlu olmasi g6z 6éniinde
bulundurulmasi gereken diger Ozelliklerdir
[14, 15]. Bu derlemede floresan isimanin
mekanizmasi, floresan 1simaya dayali in vivo
gorintileme sistemleri ve yukarida ifade edilen
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Sekil 1. Floresan ve fosforesan isimalara yol agan foto-fiziksel surecleri gésteren Perrin-dablonski
diagrami. Diagramda bir sistemdeki elektronlarin bulunabilecekleri S=0, S=1 veya S=2 olarak ifade
edilen farkl enerji seviyeleri verilmistir. Elektronlarin spin quantum sayilari (-1/2, +1/2) ile karakterize
acisal hizlar vardir. Bir elektronun singlet diizeyi olarak tanimlanan diizende; S=0 temel seviyeyi,
S=1 ilk uyariima seviyesini gostermektedir. Uygun enerjili bir foton bir molekile ¢arptiginda, ilgili
molekdl enerji sogurur (fotonun enerjisini alir) ve bir elektronu quantum dénme sayisini koruyarak,
yiiksek eneriji seviyesine gikar. i¢ dénlistim kavrami, 1sima olmadan en disiik uyariima diizeyine (en
dusuk titresim dizeyine) gegcisi ifade eder. Bir stire sonra ilgili elektron temel enerji dizeyine iner ve
bu esnada floresan isima meydana gelir. Kutu igerisindeki oklar farkli diizeylerdeki elektronlarin do-
nas yonlerini gdstermektedirler. Oklarin yonleri géz éniine alindiginda elektronlarin donis yonlerinin
(spinlerinin) singlet halde degismedigi, ancak triplet halde degistigi gérilmektedir.

ideal bir floresan maddede bulunmasi gereken
Ozellikleri belli oranlarda tagiyan farkli florofor
bilesikler ve bu bilesiklerin ¢alisma prensipleri
hakkinda bilgi veriimesi hedeflenmistir. Dinya
Olgeginde Uzerinde calismalarin surdigua in
vivo floresan gorintileme teknolojisi ile ilgili
olarak oldukga sinirh miktarda Turkge literatr
bulunmaktadir. Bundan dolayr bu derleme,
gelecekte bu konuyla ilgili galisma yapacak olan
arastirmacilara konuya giris dizeyinde Turkge
kaynak olusturacaktir.

in vivo floresan gériintiileme teknikleri

Cok farklh duzenekler gelistiriimis olmasina
ragmen floresan gorintileme teknikleri temel
olarak, floresan mikroskobiye dayali incelemeler
vefloresan isimayadayali makroskobikinceleme
diizenekleri olarak kategorize edilebilirler. in
vivo floresan gorintileme teknikleri, kamera ve
uygun filtre sistemlerinden olusan makroskopik
izleme teknikleridir. Bu tekniklerle incelenen

objeler fare, sigan gibi kigik laboratuvar
hayvanlaridir [15]. Bu derlemede, in vivo
floresan goruntileme teknikleri olarak FLIM,
FRET ve planar yakin kizilétesi floresan
goruntileme (planar NIR fluorescence imaging,
FRI) teknikleri ele ainmistir [1, 13].

FLIM (Fluorescence lifetime imaging,
Floresan yasam-siireli goriintiileme) teknigi

Bir florofor bilesigin floresan yasam-suresi,
ilgili floroforun ortalama olarak ne kadar sireyle
uyariimis halde kalabildigini ifade etmektedir.
Herhangi bir floroforun yasam-suresi 1si, pH,
viskozite, iyon konsantrasyonu, oksijen doyumu,
protein veya molekullerle yapti§i baglar gibi
molekuler-cevresel etmenlere baghdir. Bu
derleme kapsaminda incelenen birinci in vivo
floresan goérintuleme teknigi olarak FLIM, canli
doku ortamina verilmis olan florofor bilesiklerin
karakteristik emisyon yasam-sureleri arasindaki
farklardan yararlanma ve bu prensibe dayali
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olarak olusan isimalarin gorintiye cevrilmesi
esasina bagh olarak cahsir. Baska bir ifade
ile, 6zellikle uyarim ve emisyon spektrumlari
cakisan florofor bilesiklerin uyariimis halde
kalma sureleri (floresan yasam-sireleri)
Uzerinden ayrilmalari  ve bu farkhligin
goruntileme teknolojisine donustirilmesi FLIM
tekniginin  esasini olusturmaktadir [16-18].
Floresan yasam-suresi, bir florofor bilesigin
yapisal 6zelligi olmakla birlikte, ilgili floroforun
icinde bulundugu mikro-gevreden de etkilenir.
Dolayisiyla FLIM teknidi, izlenen floroforun
cevre sartlari hakkinda da bilgi verir [19]. Bu
Ozelligin sonucu olarak bazi durumlarda FLIM
teknigi, ayni floroforun c¢evreleriyle degisik
etkilesimler icerisinde olan farkh kisimlarinin
ayirt edilmesinde de kullanilir [20]. Bu prensibe
gore calisan bir FLIM dlzenegi; optik anahtar,
ayarlanabilir vuruglu lazer kaynagdi, zaman
bagdasiml foton sayaci (time-correlated single
photon counter, TCSPC), foto-cogaltici tup
(Photomultiplier tube, PMT), i1s1 kontrolll tarama
sahnesi, 1s1g1 aktaran fiberler, sogutmali CCD
kamera, uygun floresan filtreler, goérintuileri
alan ve analiz eden bir yazilim programindan
olusmaktadir. Floresan yasam-sureli
goruntilemede, goéruntlyl olusturan datalar,
zaman (time domain) veya frekans oOlgumleri
(frequency domain) esas alinarak alinir ve
islenir [13]. Zaman o6l¢gimli FLIM diizeneginde
veriler TCSPC sayaci Uzerinden okunur. Bu
dizenekte incelenecek ornek, ylksek frekansta
vurus yapan lazer isikla taranir. Lazer vurus ani
ile olusan floresan fotonun varis ani arasindaki
zaman belirlenir ve bu sekilde tek tek butlin
floresan fotonlar igin elde edilen datalar
kaydedilir. Ayrica fotonun elde edildigi anda lazer
Isidinin odaklandigi pozisyonda degerlendirilir.
Bu parametrelerin islenmesiyle fotonlarin
dagilimlari ve olug zamanlari (lazer vuruslarina
nispetle) koordinat sistemi Uzerinde gosterilir.
Sonugta iki boyutlu taramalardan Ug¢ boyutlu
data dizileri elde edilmis olur [20]. Frekans
Olcimli FLIM duzeneginde ise oOlcim 1s1gin
dalga modeli (analog dalga formu) tzerinden
gerceklestirilir. incelenecek materyal modiile
edilmis veya vuruslu 1sik ile uyarilir. Neticede
gelen wuyarici 1sikla kiyaslandiginda, o6rnek
materyalin yaydidi floresan i1sigin modulasyon
derecesi duser ve 1sik faz degisimine ugrar. Bu
degdisim degerlerinin 6lcimine dayali datalar
elde edilir. Baska bir ifade ile gelen uyarici 1s1ga
kiyasla 6rnek materyalin yaydidi floresan 1s1gin
moduilasyon derecesinde meydanagelendiisme
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ve faz degisimi degerlerinden floresan yasam-
suresi belirlenir [20]. FLIM teknigi, hacrelerin
fonksiyonlarinin degerlendiriimesinde, protein-
protein etkilesim calismalarinda, protein izleme
calismalarinda ve DNA vyapi ¢alismalarinda
kullanilan bir tekniktir. FLIM teknigine dayali
in vivo c¢alhsmalar ile 06zellikle hastaliklarin
gelisim seyirlerine bagh olarak gelisen ve
hicre fonksiyonlarini  etkileyen molekiler
degisimlerin izlemesi yapilabilmektedir.
Ozellikle yakin kizil 6tesi floresan problarin
kullanildigi FLIM calismalariyla derin
dokularin ve tumorlerin gelisim seyirlerinin
izlenmesi olanakli hale gelmektedir [13].
ilave olarak ilaglarin viicuttaki dagihmlar ve
metabolizmalari ile ilgili ¢alismalarda, doku
canhligini izleme ve pigmentasyon ile iligkili deri
hastaliklari ¢alismalarinda FLIM tekniginden
faydalaniimaktadir (Sekil 2, 13’'Unct kaynaktan
uyarlanmistir) [16].

FRET (Forster resonance energy transfer,
Forster veya floresan rezonans enerji
transferi) teknigi

Bu derlemede ele alinan ikinci teknik olarak
FRET teknigi, iki floresan bilesik arasinda
dipol-dipol eslesmesi mekanizmasi ile 1Isimasiz
enerji transferi prensibine dayali galisan bir
tekniktir. Ozgiin dalga boylu 1sinla uyarilan
birinci florofor bilesik (dondr), rezonans ener;ji
transferi yoluyla ikinci florofor bilesigi (alici)
uyarir. Bu sekilde uyariimis olan alici florofor
bilesik emisyon yaparak, ortama foton yayar.
Rezonans enerji transferinin gergeklesmesi
icin dondr ve alici florofor bilesiklerin ¢ok yakin
pozisyonda olmalari (1-10 nm mesafede) ve
uygun yonlerde dizilmis bulunmalari gerekir.
Yine FRET’in olugsmasi igin dondr emisyonu
ile alicinin uyarilma enerjileri arasinda spektral
uyum olmasi da gerekir. Bu teknik o6zellikle
protein-protein etkilesim calismalarinda
kullanilmaktadir. Calisilacak proteinlere, dogal
floresan proteinlerle kaynastirma veya uygun
florofor bilesiklere baglama yontemlerinden
birisi kullanilarak floresan 6zellik kazandirilir. Bu
sekilde floresan olarak isaretlenmis iki protein
arasindaki etkilesim durumu izlenir [6, 21, 22].
Isima yodunlugu (steady-state, intensity based)
veya floresan yasam-siresi (FLIM-FRET)
prensiplerine gore galisan FRET goéruntileme
dlzenekleri bulunmaktadir [21, 23]. Isima
yogunluguna dayali FRET &l¢cumlerinde dondr
ve alict molekdullerin floresan 1sima yogunluklari
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Sekil 2. A) FLIM (Fluorescence lifetime imaging, Floresan yasam-sureli goriintileme) teknigi ile in

vivo fare izleme dizeneginin sematize gdsterimi.

konsantrasyona baglidir. FLIM-FRET tekniginde
ise dondr bilesigin floresan yasam-siresinin
Olcilmesi esastir [20]. Calisilan proteinlerin
floresan proteinlerle flizyon yapmasi esasina
gore olusturuimus FRET diizenekleri oldugu
gibi, floresan boyalarla isaretleme esasina
gore olusturulmus olan FRET duzenekleri de
bulunmaktadir [22-24].

FRI (Fluorescence reflectance imaging,
Floresan-reflektans goriintiileme) teknigi

Uglincii olarak planar yakin kizilétesi floresan
goruntileme tekniginde fare veya sicanlara
verilen floresan problar, FRI sistemi ile izlenir
(Sekil 3, Tinci kaynaktan uyarlanmistir). Bu
teknik, birden fazla hayvanin bir anda izlenmesini
olanakl kilan ve kolay gérunti analizine olanak
saglayan 6nemli bir tekniktir. Bir planar yakin
kizilétesi floresan  gorlintileme  dlzenedi,
baslica; Uzerine hayvanlarin konacagi destek
dizeneklerini iceren gorintileme kabini (light-
tight imaging chamber), CCD (charge coupled
device) kameraya dayali preklinik FRI sistemi,
genis bantta i1sik yayan (xenon) isik kaynagi,
uyaran 1sik filtreleri, emisyon 1sik filtreleri,

sogutmali dijital kamera ve géruntuleritoplayan ve
analiz eden bir software programi pargalarindan
olusmaktadir. Dlzenek kabaca sdyle c¢aligir:
Kullanilan floresan probun absorbsiyon ve
emisyon dalga boylarina uygun floresan filtreler
secilir. Uyaran isik filtresi 1s1k kaynagi ile denek
hayvan arasina, emisyon filtresi denek hayvan
ile kamera arasina yerlestirilir. Anestezik madde
(%2 izofluran veya 100 mg/kg ketamin-10 mg/kg
ksilazin kokteyli maddelerinden birisi) verilerek
uyusturulmus olan hayvan, goérintileme kabini
icerisindeki  platformun (zerine yerlestirilir.
Denek hayvanin platforma, esas gorintu
alinacak vlcut bélgesinin (region of interest,
ROIl) kameranin goérius agisi igerisinde olacak
sekilde yerlestiriimesi, istenen gorintindn elde
edilmesi agisindan 6nemlidir. Kamera ve ilgili
yazilim programi yardimiyla gorintiler toplanir
ve analiz edilir. Son olarak hayvan, sodutma
yastigl (warming pad) Gzerine alinir ve uyanmasi
beklenir [1]. Yukarida ana-hatlariyla ifade edilen
goruntileme duzeneklerinin istenen verimde
calismasi, takibi yapilacak olan protein veya
molekullerin  uygun floresan isaretleyicilerle
isaretlenmis olmasina baghdir.
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Sekil 3. A) Planar FRI sisteminin basit sematize goériinimi. B) Subkutandz timori bulunan farenin
aydinlik saha goérintisd. C) Ayni farenin yakin kizilétesi floresan probla (630 nm’ de uyarilan ve 700
nm’de emisyon yapan IntegriSense 680 probu) isaretli goriintisu.

Onemli floresan problar

Floresan goruntileme duzenegi olusturmak
Uzere kullanillan problar, hedef gdzetmeyen
problar ve hedefli problar olarak kategorize
edilebilirler. Hedef gdozetmeyen problar, sistemik
izlemelerde kullaniimaktadirlar. Bu tip problar,
deney hayvanlarinda (si¢an, fare, domuz) kan
akimi, klirens, damar izleme ve lenf nodlarinin
takibi calismalarinda kullaniimaktadirlar.
Hedefli problar, (florokrom, florofor veya
kromofor bilesikler) hedef bolgedeki hiicrelerin
reseptorlerine baglanan ligandlara konjugat
olarakbaglanirlar[15, 25]. Hedefliproblaradrnek
olarak kanserli hucrelerin takibinde kullanilan
ve kanser hucrelerine baglanan ligandlara
konjuge olan problardan s6z edilebilir. Bu tip
izleme diizeneklerinde hedefli problarin konjuge
olduklari ligandlar, kanserli hiicrelere 6zgu ylzey
reseptorlerine baglanirlar. S6zi edilen ligandlar
kicuk molekuller, peptidler, proteinler veya
antikorlar olabilirler. Bu kategori hedefli problar,

Peptid substrat

Q)

Florokrom A o, Polimer
1) .

o miem——

\

7 /|
”0—_—1/
Sonmisg

00 ) ] Enzim kesimi

aktif problar (active probes) olup, 6zgiin dalga
boylu isikla uyarildiklarinda hemen floresan
Isima yaparlar. Bunlara ilave olarak aktive
edilebilen hedefli problar (activable probes)
denilen bir grup prob, enzim c¢alismalarinda
kullaniimaktadirlar. Bu problarin  galisma
sisteminde; iki veya daha fazla kromofor bilesik,
aktivitesi test edilecek enzimin 6zglin olarak
kesebildigi bir peptid baglayici araciligiyla belli
bir yakinlik derecesinde baglanirlar. Bu dyle bir
yakinlik mesafesidir ki, bu sekilde bagli olduklari
halde birbirlerinin  floresan  emisyonlarini
sondurdrler ve nihayetinde problar bagh halde
floresan 1s5ma meydana getiremezler. Ancak,
tutunduklari peptid baglayicilarin kirilmasi ve
serbestlesmeleri durumunda floresan bilesikler
normal floresan islevlerini gérmeye baslarlar. Bu
durumda florofor bilesiklerin serbestlesmeleri ve
normal floresan islevlerini gdrmeye baslamalari,
ilgili enzimin peptid baglayiciyi kestigi anlamina
gelir (Sekil 4, 15'inci kaynaktan uyarlanmistir)
[15].

___).

Fs

o’ 4

Serbestlesmis ve -
aktiflesmis florokromlar

Sekil 4. Enzimatik kesim ile aktiflesen yakin kizilétesi florojenik problarin galisma mekanizmalarinin

sematize gérinimd.
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Herhangi bir florofor bilesik hedef molekiline
(6rnegin aminoasite veya proteine) dogrudan
baglanabilir veya floresan 6zelligi olmayan
baska bir bilesikle konjugat olusturmus halde
hedef molekiline yoénlendirilebilir. Konjuge
florofor bilesik dizeneginde, floresan 6zelligi
olmayan bilesik hedef molekile baglanmadan
onceki slregte sondirici (quencher)
gOrevini Ustlenir ve florofor bilesigin 1s1IMa
yapmasini engeller. Ancak hedef molekul ile
etkilesme oldugunda, konjuge cifti olusturan
sonduricu bilesik ile floresan isima yapacak
olan bilesik arasindaki kimyasal bag kirilir ve
serbestlesen florofor bilesigin gergeklestirdigi
floresan isima goérindr hale gelir. Bu durumda
floresan isimanin gézlenmesi, konjuge florofor
bilesiklerin hedef molekulleri ile etkilestikleri
anlamina gelir. Ornegin biyotiyol (biothiol)
bilesikler (sistein, homosistein, glutatyon)
ile etkilesen kumarin-malonitril  (coumarin-
malonitrile) konjuge floresan bilesikleri bu
sekilde galismaktadirlar. Bu diizenekte kumarin
florofor, malonitril sonduartct olarak gérev yapar
[26]. Gelistirilmis olan bazi florofor problar ise
hedef molekdllerine baglanmadiklari strece
Isima yapmazlar veya dusik dizeyde isima
yaparlar. Ancak hedeflerine baglandiktan sonra
Isimalarini yogunlastirirlar (quantum verimlerini
arttirirlar). Bu tip problarin ayrica sondduricu
molekullerle konjuge edilmeye ihtiyaclari yoktur.
Ornegin Alzheimer hastaligina bagh olarak
beyinde olusan amiloid-3 plaklarina baglanan
DANIR floroforlar bu kategoride degerlendirilen
problardir [26, 27]. Yine alblmin proteinine
baglandiktan sonra floresan isimasini anlamli
diizeyde arttiran uzak kizil-tesi spektrumdaki
indosiyanin tirevi ile kan beyin bariyerini asarak
B-amiloid peptide baglandiktan sonra aktiflesen
yakin kizil-6tesi spektrumdaki NIAD-4 florofor
bilegikleri bu kategoride degerlendirilebilirler
[15]. Ayrica hilcre zarina, lizozomlara ve
mitokondrilere spesifik olarak baglanabilen
lipofilik floresan problar gelistiriimistir. Bu problar
sayesinde s6zU edilen organeller in vivo olarak
izlenebilmektedirler. Bu tip probalara 6rnek
olarak son zamanlarda gelistiriimis olan ve
lizozoma baglanabilen CTNF126 (cell-tracking
NIR fluorophore 126, hicre izleyen yakin
kizilotesi florofor 126) probundan séz edilebilir.
Yine CTNF103 floresan probu bu kategoride
degerlendirilebilir ~ [28]. Benzer  sekilde
mitokondri organeline baglanan ve mitokodrinin
canl olarak izlenmesini olanakh kilan florofor
bilesikler de mevcuttur. Mitokondriye segcici

bir sekilde baglanan ve splendor adi verilen
florofor bilesik BTD (2,1,3-benzothiadiazole)
tirevi olarak sentezlenmistir. Spesifik olarak
mitokondrinin i¢ ve dis zarinda bulunan adenin
nikleotid translokaz (ANT) molekiline
baglandigi  disUnilmektedir. Bu  sekilde
mitokondriye baglanan splendor, yesil floresan
IsSima vererek mitokodrinin  canli  olarak
izlenmesini olanakl kilmaktadir [29]. Bazi
floresen problar canl hicrede ancak ylksek
hidrojen iyon konsantrasyonu ortaminda,
ornegin lizozomlarda, proton bagladiktan sonra
ISima yapmaya baslarlar. H-ICG (H-indocyanine
green, H-indosiyanin yesili) ve pH duyarh
siyanin (pH-sensitive cyanine) boyalari bu tip
problara érnek gosterilebilir [1].

iki fotonun lineer olarak absorbe edilmesi ve
buna bagli olarak floresan uyarimin meydana
gelmesi esasina gore calisan floresan problar
(floroforlar) da mevcuttur. Bu dizenekte
uygulanan tek fotonun enerijisi floresan uyarim
icin yeterli degildir. Ozellikle enerjisi disik
dolayisiyla dalga boyu bulyiik fotonlarla uyarilan
floroforlar bu kategoride ele alinmaktadirlar. Bu
floroforlar buylk dalga boylu 1sikla ¢alistiklar
icin 6zellikle derin doku ¢alismalarinda, tek foton
floroforlara gore daha kullanighdirlar. Bu tip
problarin ¢alisma duzenlerinde, florofor bilesik,
uyaricl lazer 1sigin fokus yaptigi bdlgeden
uyarilir (iki foton absorbe eder), bu durum
hem ¢b6zundrlagu arttirir ve hem de istenenen
spesifik 1simanin net olarak elde edilmesini
(arka-plan floresan isimanin minimum dizeyde
olmasini) saglar. Squarinler (squarain dyes),
BODIPY, pirimidiniyum (pyridinium), pirimidin
(pyrimidine), ve trifenilamine (triphenylamine)
trevleri iki foton absorbsiyonu esasina gore
calisan 6nemli florofor bilesiklerdir [26, 30, 31].
Yine voltaja duyarli sentetik sSRhoVR (sulfonated
rhodamine voltage reporters) florofor bilesikleri
bu kategorinin icinde degerlendirilebilirler.
Bu floroforlar canli dokuya uygulandiklarinda
hlcrelerin plazma zarlarina lokalize olmakta
(6rnegin noéronlarin zarlarina) ve membranda
depolarizasyon olmasi durumunda floresan
isimalarini arttirmaktadirlar. sRhoVR floroforlari
kultar hucrelerinde ve canli hayvanlarda uzun
sureli takibi gerektiren membran potansiyeli
calismalarinda kullanilabilirler [31].

Bazi florofor bilesikler donebilen konjuge
gruplar  (rotatable  conjugated moiety)
icerirler. Ddnebilen konjuge grubun serbest
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olarak dondigu kosullarda (viskoz olmayan
ortamlarda) ilgili floresan bilesik floresan i1sima
yapamaz. Ancak doénebilen konjuge grubun
kisith olarak donebildigi kosullarda (viskoz
ortamlar) ilgili floresan bilesik 1s1Ima yapar.
Cifti membran sistemi ile c¢evrili mitokondri
yuksek viskozite gdstermektedir. Bundan dolayi
mitkondri ile ilgili géruntileme calismalarinda
bu tip dénebilen konjuge grup iceren florofor
bilesikler kullanilabilirler [26].

Organik floroforlarin yani-sira, son yillarda
in vivo goéruntilemede kullaniimak Uzere
yakin kizilétesi floresan nano-partikillerin
(NIR nanoparticles) gelistirimesine doénuk
calismalar yapilmaktadir. Yari iletken nano-
kristal tabiatindaki quantum lekeleri (Quantum
Dots, QDs) bu baglamda 6nemlidirler. Dar ve
ayarlanabilir emisyon bantlari, ylksek molar
tikenim katsayilari, yiksek quantum verimleri,
genis ve etkili stokes degisim degerleri ve foto-
solmaya direngli olma gibi 6zellikleri, quantum
lekelerini in vivo gortntiileme agisindan elverigli
hale getirmektedir. Quantum lekeleri kadmiyum
telurid (cadmium telluride) ve indiyum fosfamid
(indium  phosphamide)  gibi  bilesiklerin
olusturduklari materyallerden olusmaktadirlar.
Bu nano-partikiller 2 ile 10 nm eninde olup
200 ile 10.000 arasinda degisen sayida atom
icerirler. Onceleri gérunir 11k spektrumunda
emisyon yapan quantum lekeleri biyolojik
uygulamalarda kullanilirken, son zamanlarda
yakin kizildtesi spektrumda emisyon yapan
quantum lekelerinin  gelistiriimesi  Uzerine
calisiimaktadir. Ebatlarina, kimyasal
kompozisyonlarina ve yuzey kimyalarina
bagh olarak emisyonlarinin  goérindrden
kizilétesine kolayca degistirilebilmesi
quantum lekelerini biyolojik kullanim igin
¢ok elverigli hale getirmektedir. Quantum
lekeleri hlicre mikroskopisi uygulamalarinin
yani-sira canli hayvan incelemelerinde de
kullanilabilmektedirler.  Kizildtesi  quantum
leke partikllleri hayvanlara subkutanéz veya
intravendz olarak enjekte edilmek suretiyle canli
hayvanda amaglanan izleme yapilabilmektedir.
Bu sekilde fare ve domuzlarda kan damarlari
ve lenfatik sistem izlemeleri yapilmistir. Yine bir
calismada bovin serum albimini ile kaplanmis
CdMnTe/Hg quantum leke partikllleri
anjiyografik kontrast ajani olarak kullaniimistir
[1]. Kadmiyum, teluryum ve selenyum
gibi elementlerin akut ve kronik toksik etki
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gostermeleri, bu gibi elementlerden olusmus
quantum leke partikdllerini in vivo izleme
acisindan sakincali hale getirmektedir [1].

Yakin kizilétesi boyalara baglanmis nano-
partikiiller (NIR dye-labeled nanoparticles) in
vivo gorintileme amaciyla kullanilan farkli
bir grup floresan bilesigi ifade etmektedir. Bu
bilesiklerin gekirdek kisimlarini yakin kizilétesi
floresan boya olustururken, kabuk kisimlarini
silika, kalsiyum fosfat veya organik nano-
partiktller olusturmaktadir.  Nano-partikuller
yakin kizilétesi boyalara kovalent veya kovalent
olmayan baglarla baglanabilirler. Bazi ézellikleri
bu tip bilesikleri in vivo izleme agisindan
avantajli hale getirmektedir. Kabuk yapisi yakin
kizildtesi boyalari korudugu igin yliksek foto-
kararhhk (maruz kalinan 1s1gin kimyasal etkisine
gosterilen direng) gosterirler. Kabuk partikulleri
hidrofilik materyallerden olusturulmak suretiyle
ilgili bilesigin sudaki ¢o6zunuarlugl arttirilabilir.
Bilesigi olusturan boya ve nano-partikil
molekil sayilari arasindaki oran degistirilerek
bilesigin floresan 6zelligi arttirilabilir. Yine farkli
biyo-molekulleri, kabuk yapisinda bulunan
fonksiyonel gruplara konjuge etmek suretiyle
¢coklu fonksiyon gosteren nano-partikiller
olusturulabilir.  indosiyanin yesili boyasina
baglanmis silika nanopartikiller kullanilarak
siganlarda in vivo izleme yapiimistir [1].

Gorundr spektrumda i1sima veren florofor
bilesiklere kiyaslandiklarinda yakin kizil 6tesi
florofor bilesikler dokudan gecgerken daha az
foton kaybina ugrarlar, ¢o6zinurlik ve dokuya
nifuz edebilme Ozellikleri de daha yuksektir.
ilave olarak gérinir 1sik spektrumundaki
florofor bilesiklere kiyasla daha diisuk dizeyde
oto floresan (uyaran etkisi disinda kendiliginden
floresan isima yapma) 6zellik gosterirler [1, 26].
Hernekadar700-1000 nmarasidalgaboylarinda
Isima yapan florofor bilesikler yakin kizil étesi
olarak kabul edilirlerse de, in vivo izleme igin
kullanilan florofor bilesiklerin ¢ogunlugu 700-
900 nm aras! dalga boylarinda 1sima yaparlar
[1, 26]. Yakin kizil 6tesi florofor bilesiklerin
baglandigi organik molekdller (gesitli peptidler,
antikorlar ve siRNA), NIRF (near infra-Red
fluoresecence optical imaging, yakin kizilétesi
floresan goéruntileme) gorintileme teknigi ile
in vivolsistemik olarak izlenebilmektedirler.
Derin dokuda canli izlemenin mimkin hale
geldigi bu teknik ile yurutulen bir calismada;
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farelerde, deneysel olarak olusturulan romatoid
artrit olgusuna bagh olarak gelisen kikirdak
hasari izlenmistir. izleme diizenegi icin tip
Il kollajen proteinine baglanan MMP750 ve
Alexa Fluor 680 floresan boyalari farelere
sistemik olarak verilmis ve in vivo goruntileme
sistemi ile izleme yapilmistir. izleme diizeneg;i,
romatoid artrit olgusuna bagl olarak gelisen
kikirdak hasarini basari ile gdstermistir [1,
32]. Yine yakin kizilétesi spektrumda isima
yapan florofor bilesiklerin imaj destekli
cerrahi operasyonlarda, alinacak dokularin
goéruntl esliginde daha hassas bir sekilde
alinmasinin yolunu agacagi 6ngorulmektedir.
Bu sekilde cerrahi operasyonlarin etkinliginin
arttinimasi hedeflenmektedir. Ornegin timoral
dokularin temizlenmesi operasyonlarinda in
vivo uygulanabilen bu florofor bilesiklerden
faydalanilabilir [26]. in vivo ve in seliilo
calismalarda kullanilan bazi florofor bilesikler
ve Ozellikleri Tablo 1’de verilmistir.

Floresan 1simaya dayali goriintiileme
tekniklerinin avantajlari-dezavantajlari ve
konuyla ilgili gelecek perspektifleri

Floresan goruntilemeye dayali teknikler;
Uzerinde ¢aligilan canli organizmaya mudahaleyi
gerektirmeyen, canli dokuda olagan hulcresel
islevlieri bozmayan, yuksek ¢ézundrlukli
gorunti elde edilmesini saglayan, kesin sonug
veren, hassas ve ucuz tekniklerdir [26]. Klinik
kullanim acisindan floresan boyalarin bazi
Ozelliklerinin ileriye goturilimesi gerekmektedir.
Bu baglamda floresan boyalarin hedef/arka-
plan 1sima kontrasti (target:background ratio),
hedefine 6zgin baglanma, quantum verimi,
absorbsiyon ve emisyon dalga boylari, suda
¢Ozunurluk, hicreye nifuz edebilme ve floresan
yasam-suresi gibi 6zelliklerinin gelistiriimesi;
bu boya maddelerini klinik kullanim acgisindan
elverisli hale getirecektir. Yine ideal bir floresan
boya maddesinin  optik/fiziksel  kararlilik
gostermesi ve sitotoksik etki gdstermemesi
de gerekmektedir [26]. In vivo ve canl hiicre

calismalarinda hicreye veya dokuya disaridan
verilen floresan ajanin yapacagi isimanin yani-
sira, hitcrede bulunan NADH, FAD, flavinler,
keratin, kollajen, elastin, triptofan, tirozin,
porfirin, lipofusinler, retinol ve melanin gibi
bazi biyolojik maddelerin de oto-floresan 1sima
yapabilecegi g6z o6ninde bulundurulmaldir.
Anilan biyolojik maddelerin oto-floresan isima
olusturmalari, sinyal karigimina ve istenen
floresan sinyallerin net olarak alinmamasina
yol acabilir. Endojen florofor bilesikler olarak
kabul edilmekte olan bu oto-floresan bilesikler
her hicreye 06zgin bir oto-floresan 6zellik
kazandirmaktadirlar. Huacre gruplarinin = bu
6zgun oto-floresan 6zellikleri, onlarin doku
veya organ ortaminda tespitine ve bazi
hastalik durumlarinda gegirdikleri degisimlerin
degerlendiriimesine yardimci olabilmektedir.
Halihazirda oto-floresan 6zellik, kolon-rektum ve
akciger kanserlerinin tanisinda kullaniimaktadir
[17, 33]. Klasik floresan boyama ve floresan
reporter genlerle izleme dizeneklerinin yani-
sira floresan goéruntilemenin  bilgisayarh
tomografi, manyetik rezonans gorintileme
(MRI) teknikleri ile bir araya getirildigi multi-
modal duizenekler, daha ileri canli izlemeler
yapilmasini  kolaylastirmaktadirlar. ifade
edilen cok kisimlh kompleks teknikler, 6zellikle
fotonlarin yeterince penetre olamadiklari kalin
dokularda ve Ug¢ boyutlu gorintl elde edilmesi
calismalarinda yararh olmaktadirlar [15]. Sonug
olarak, bu ¢alisma kapsaminda énemli gérulen
floresan goruntileme teknikleri ve florofor
bilesikler hakkinda verilen bilgiler, bu konu
hakkindaki ¢ok genis literatlirden ¢ok kiguk bir
kesit niteligindedir. Bu konudaki teknolojilerin
devamli olarak ilerlemesi, daha fazla molekuler
hedefin ve hastaligin in vivo olarak izlenmesini
olanaklh kilacaktir. Ozellikle floresan nano-
partikillerin gelecekte daha yaygin olarak in vivo
izlemelerde kullanilacaklari 6ngdrulmektedir.

Cikar iligkisi: Yazarlar gikar iliskisi olmadigini
beyan eder.
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Tablo 1. Yaygin olarak kullanilan florofor bilesikler ve 6zellikleri.
PADB PEDB Baglandigi N e .
Adi . o Onemli 6zellikleri Kaynak
(nm) (nm) o6nemli ligandlar
Triozin-Hliskil in vivo galismaya salk.edu [9
Alexa Fluor 750 752 776 proteinin(TRP2) galismay '
) N uygun Fenton et al [10]
antikoruna baglanirlar
L Zhang et al [1]
750-810 In vivo galismaya uygun
Indocyanine >800 Plazma albiimin, Toksik je'ﬁ yauyg Yoneya et al [11]
green HDL, LDL . "g ' Alander et al [12]
Yari émri kisa
o Zhang etal [1]
. Yakin kizil-6tesi )
Squarainler 630 650 o . Freidus et al [26]
In vivo izleme igin uygun
H duyarli, Tibbi
fanl uy ulamalarda salk.edu [9]
Fluorescein 495 519 gérUnili?leme ajani Robertson et al [33]
Alford et al [34
kullaniimaktadir. ord et al [34]
- ; salk.edu [9
) llag, peptid, In vivo calismaya ) n
Bodipy FL 503 512 ) Giedt et al [35]
karbonhidrat uygun )
thermofisher.com [36]
Phalloidin ve
Arg-Gly-Asp (RGD) Radyoaktif versiyonu Alford et al [34]
Bodipy R6G 528 547 peptid’e in vivo calismada emu.uct.ac.za [37]
konjuge kullaniimis Liu et al [38]
olabilmektedir
o salk.edu [9
Cy5.5 675 694 In vivo galismaya uygun
y calismaya uyg Lee at al [39]
) . _ Rao et al [15]
Niad-4 475-480 625-650  B-amiloid In vivo calismaya uygun
Bae et al [40]
Hidrofobik, Alford et al [34]
Tokyo green 491 510
¥o9 Toksik degil Mottram et al [41]
Tdrevi, hucre ici kalsiyum
. . . - Alford et al [34]
490-496 Tdurevi kalsiyum dlzeylerinin
Oregon green 514-524 . L . Mottram et al [41]
indikatorl In vivo izlenmesinde .
Cirillo etal [42]
kullanilmistir
) Enzim aktivite
Rhodamine 110 . Alford et al [34]
505 527 calismalarinda Canli hiicrelerde galisiimis .
Beija et al [43]
kullaniimaktadir
GmSA ile konjuge
Rhodamine X e konjug Alford et al [34]
formu D-galaktoz L
(6-carboxy-X- 575 602 e - In vivo galismaya uygun Zhang et al [44]
. reseptori,Hucre-igi
rhodamine,6-ROX) . - Hama et al [45]
civa sensori
G5 dendrimer-leri ve
6-TAMRA ) . . T
folik asit ile konjuge In vivo ¢calismaya uygun Alford et al [34]
(6-carboxytetra 555 580 . )
. halde folik asit Thomas et al [46]
methylrhodamine) - -
reseptorine baglanir
Foto-kararlidirlar, Whitaker et al [47]
Rhodol tlrevleri 490-550  520-580 iyon izlemeleri igin Poronik et al [48]
uygundurlar Li et al [49]
Dana serum salk.edu [9
Texas red 588-589 601-615  albliminine konjuge in vivo calismaya uygun Alford et al [34]
olabilmektedir Miller et al [50]

PADB: pik absorbsiyon dalga boyu, PEDB: pik emisyon dalga boyu, HDL:ytiksek dansiteli lipoprotein, LDL:dUslk dansiteli
lipoprotein, GmSA: galaktozamine konjuge serum albimini.
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