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ABSTRACT

Most of the extracellular stimulus arrive to the cell membrane result with the increase in cytoplasmic
free Ca+2 concentration [Ca+2]i. Because of the huge Ca+2 concentration differences between the
cytoplasm (=10-7 M) and extracellular fluid and endoplasmic reticulum (ER - which is the major Ca+2
storage organelle in especially non electrically excitable cells) (=10-3 M), a large electro-chemical
gradient repel Ca+2 to the plasma or ER. Therefore a signal which temporarily opens Ca+2 channels,
induce a fast influx of Ca+2 through the cytosol and increase its concentration about 10-20 fold. At
this organization free Ca+2 functions as an intracellular signalling molecule and a second messenger.
In this way many intracellular signalling proteins activated and cellular functions like gene expression,
cell proliferation and division, apoptosis, and also myocyte contraction, endocrine cell degranulation
and neuronal transmission are regulated. Thus, the key role of Ca+2 in many intracellular process,
makes the dynamic measurements necessary for an understanding of the signalling mechanisms.
Fluorescence imaging techniques make possible of monitoring the spatiotemporal Ca+2 response
patterns in cytoplasm. In the last decades, especially their ease of loading, and minimum
manipulations to the cell homeostasis, make these techniques unique with respect to the other
methods.
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OZET
Hiicre membranina gelen uyarilarin bir ¢ogu, sitoplazmik serbest Ca*? derisiminde ([Ca*?s) artisa
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320 Ca+2 Gorlintiileme ve Floresans Yontem

neden olur. Ca**un sitozoldeki konsantrasyonunun oldukca diisiik (=107 M), hiicre disi sividaki ve
endoplazmik retikulumdaki (ER) (=10 M) konsantrasyonunun ise yiiksek olmasindan dolayi, pek cok
hiicrede Ca** hiicre ici sinyal molekiilii ve ikinci haberci olarak kullanilir. Ca**u, plazma ve ER
membranlarindan sitozole dogru iten béyle biiyiik bir elektro-kimyasal gradiyent nedeni ile plazma ya
da ER membranlarinda bulunan Ca** kanallarinin gecici olarak agilmasini saglayacak bir sinyal, Ca**un
hizla sitozole akmasina ve [Ca**]s'nun 10-20 kat artmasina neden olur. Béylece hiicre icinde bulunan
(a*”a duyarli proteinler aktive olarak bir cok hiicresel fonksiyonun yerine getirilmesi saglanir. Ornegin
gen ekspresyonu, hiicre ¢ogalmasi, bdliinmesi, apoptoz ve ayrica kas hiicrelerinde kasilma, salgi
hiicrelerinde degraniilasyon ve sinirsel iletim gibi olaylarin tetiklenmesinde Ca*” kilit rol oynar. Bu
nedenle [Ca*’]snun dinamik olarak olciilebilmesi, hiicrede gerceklesen pek ok sinyalizasyon
mekanizmasinin anlasilmasinda 6nemli bir yer tutar. Floresans goriintiileme teknikleri, Ca*¥un hiicre
icinde uzay/zaman degisim desenlerini takip edilebilir duruma getirmistir ve bu sayede bu tekniklerin
kullanildigi yontemler de son yillarda geliserek artmistir. Ozellikle floresans boyalarin kullanim
kolayliklari ve hiicre hemostazina miidahalenin diger metotlara gore minimum oranda kalmasi, bu
metotlarin kullaniminin 6niinii agmistir.

Anahtar kelimeler: Floresans, Ca** goriintiileme, IP; sinyal yolagi.

Girig

Hiicrede gerceklesen biiyiime, cogalma, kopyalama ve apoptoz gibi yasamsal faaliyetlerin
diizenlenmesi ve devami siire¢lerinde, kaslarin kasiimasindan ndronal iletime kadar genis bir
fizyolojik yanit aginda, Ca*? bir hiicre ici haberci olarak kullanilmaktadir™. Hiicredeki pek cok
aktivitenin olusumunu veya devamliligini saglayan bu iyonun bu kadar cesitli sinyal yolaginda
gorev alabilmesi, konsantrasyon artiginin uzaysal ve zamansal olarak diizenlenebilmesi ile
miimkiin olmaktadir. Ca*”un konsantrasyonu hiicre disi ortamda milimolarlar (mM)
diizeyindeyken, dinlenim durumunda sitoplazmada 10 ile 100 nM’lar dolayinda bulunur.
Temel olarak bu 10,000 kathk fark sayesinde hiicre membranina gelen cesitli uyarimlar,
ornegin iyon kanallar vasitasi ile dogrudan veya dolayl olarak reseptor aracili yanit olusturup,
hiicre icinde Ca*?un artmasina neden olabilmektedirler.

Elektriksel olarak uyanlamayan hiicrelerde hiicre ici serbest (a*? konsantrasyonundaki
([Ca*%],) artis yollarindan bir tanesi G proteini kenetli reseptore (GPCR) ligand (hormon,
norotransmitter) baglanmasidir (Sekil 1). Konformasyonal ddniisime ugrayan reseptor,
membranin i¢ tarafinda bulunan heterotrimerik Gg-a ‘y1 aktive eder. Ga, plazma
membraninda yer alan bir enzim olan Fosfolipaz Cyi (PLC) aktive eder. Aktif durumdaki PLC,
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bir fosfolipid olan fosfotidilinositol 4,5-bisfosfat’i (PtdIns(4,5)P2 veya PIP2) inositol 1,4,5-
trisfosfat (IP3) ve diagilgliserol'e (DAG) hidrolize eder. Olusan bu ikinci habercilerden IP3
sitoplazmaya dogru diffiize olur ve Endoplazmik Retikulum (ER) membraninda bulunan kendi
reseptoriine (IP3R) baglanir. Bu baglanma ile birlikte Ca*? kanali agilir ve sitoplazmaya (a*
salinimi gerceklesir6. Bu artista kodlanan bilginin hedefine ulastirimasi sonrasinda yeni
sinyallerin algilanabilmesi icin Ca*2 konsantrasyonunun sitoplazmada bazal degerine donmesi
gerekir. Bunun icin de hem ER'de, hem de plazma membraninda yer alan Ca*? ATPazlar
(SERCA ve PMCA) aktifleserek sitoplazmayi Ca**dan temizler. PMCA hiicre disina, SERCA ise
ER’ye Ca+2'un tasinimini saglar’®. Ayrica mitokondri ve sitoplazmik Ca* tampon proteinleri
(6rn. kalmodulin) de hiicre ici Ca** sinyal dinamiginde rol oynayan yapilardir™".
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Sekil 1. Gq proteini kenetli reseptor araaligi ile olusan hiicre i¢i kalsiyum sinyalinin ana
hatlan.

GPKR: G proteini kenetli reseptdr. PLC: Fosfolipaz C. PIP2: fosfotidilinositol 4,5-bisfosfat. IP3: inositol 1,4,5-
trisfosfat. DAG: Diagilgliserol. IP3R: IP3 Reseptorii. ER: Endoplazmik retikulum. SERCA: ER Ca+2 ATPaz. PMCA:
Plazma membran Ca+2 ATPaz.
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Hiicrede IP; reseptor/Ca*? kanallar uyarilmamis durumdayken rasgele agilir ve kapanirlar. Bu
sekilde tek bir kanalin agilmasi literatiirde Ca*2 blip olarak isimlendirilmistir'. IP; reseptorii ve
miyositlerin sarkoplazmik retikulumlarindaki (SR) Ryanodin Reseptorleri (RyR) kiimeler
halinde bulunurlar. Tek bir IP;R kiimesinden (a* salinmasi Ca*? puff veya yine tek bir RyR
kiimesinden Ca** salinmasi Ca*? spark olarak adlandinimistir®". Kardiyak ve iskelet
kaslarinda yapilan calismalarda sparklarin kasilmalarin aktivasyonunu sagladigi gosterilmistir.
Diiz kaslarda ise Ca*? ile aktive olan K* akimlarini aktive ederek gevsemeye neden oldugu
bildirilmistir'®".

Aynca Ca*’* konsantrasyonu sitoplazmada artmaya bagladiktan sonra kendi salinimini
tetikleyerek SR/ER’dan daha fazla Ca**un salinmasini tetiklemesi (Calcium induced Calcium
Release-CICR) ancak sitoplazmada belli bir konsantrasyondan sonra da kendi salinimini inhibe
etmesi, Ca*? dinamiginin anlagilmasini zorlastiran unsurlardir'®. Hiicrede bircok fizyolojik
olayin olugabilmesini saglayan kalsiyumun, bu sekilde lokalden globale, osilatuar
sinyalizasyondan tranziente varan ok farkli uzay-zaman desenlerinin incelenmesi ile hiicrenin
sinyal mekanizmalar daha acik ve net olarak anlasilabilmektedir®.

Floresans spektroskopisi iyonlarin uzay-zaman degisimlerinin bir arada goriintiilenip
olciilebilmesini saglayabilen Gnemli bir aractir. Goriintiilenecek materyalin floresans ozellik
kazanmasi temeline dayanan bu teknik ile hiicre icindeki pek cok molekiil hakkinda dogrudan
veri alinabilmektedir. Konsantrasyon degisimi hiicre ici sinyalizasyonda kritik 6nem tagiyan
Ca*? gibi bir iyonun floresans spektroskopisi ile takip edilebilmesi hiicre fizyolojisinin
anlasiimasina biyiik bir katki sunmaktadir.

Floresans Kavrami ve Floresans Boyalar

Kimyasal yapisinda i1sima yapabilen bir molekiil (florofor) bulunduran bir materyal belirli bir
dalga boyunda enerjisi (hc/A) olan bir foton tarafindan uyarildiginda, molekiildeki tekli temel
seviyedeki elektron yine uyanlmig tekli seviyeye gecer. Uyaniimig tekli seviyelerdeki orbitalde
bulunan elektron, temel seviye orbitalinde bulunan ikinci bir elektron ile ciftlendiginden (ters
spinli) hizli bir foton yayilimi ile 151k yayarak (emisyon) temel seviyeye geri doner. Uyaran
fotonun enerjisinin bir kismi 1siyla kaybedildiginden, salinan bu fotonun dalga boyu daha
uzun, enerjisi ise daha az olacaktir (enerjideki bu fark Stokes Kaymasi olarak tanimlanir)2,
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Hiicre ici Ca*? Konsantrasyonunun Goriintiilenmesinde Kullanilan Floresans
Ajanlar (Floroforlar)

Giinlimiizde bircok farkh hiicrede floresans boyalar kullanilarak yapilan deneyler ile serbest
(a*?un degisim desenleri hakkinda bilgi sahibi olunmaktadir. Ayrica, floresans boyalar
kullanim kolayligi ve hiicrenin biitiinligtinii ve hemostazini korumasi agisindan vazgecilmez
deney araclari olmuslardr.

Hiicrede Ca*? hakkinda bilgi veren floresans olmayan metallokromik boyalarin (boyaya (a*
baglanmasi ile molekiiliin absorbans spektrumu degisir) veya aquarin gibi kemiluminesan
molekiillerin onemli dezavantajlar vardir. Metallokromik boyalar Ca*¥a diisiik afinite ile
baglanirlar’’. Ayrica NADPH (nikotinamid adenin diniikleotit fosfat) ve siilfhidrillerle
reaksiyona girerek serbest radikaller ve siiperoksit olusturma egilimindedirler3. Dogal
formundaki aquarin’in ise Ca*¥a afinitesi biyiktir*. Bir ka¢ pM seviyelerindeki Ca*2
konsantrasyonunun saptanmasi icin uygun bir fotoproteindir®. Ancak aquarin’e (a*’
baglandiginda yayilan 151k oldukca azdir ve ayrica yiiksek Ca* varliginda geri donisiimsiiz
olarak bozulur®. Proteinin rekombinant formlari ile mitokondri ve ER gibi organellerdeki Ca*?
derisimleri hakkinda bilgi edinilmistir. Ancak Ca*”un ER icinde muhtemelen homojen
dagilmiyor olmasi elde edilen sonuglari da tartigilir kilmistir”=,

Aequorea victoria tipi denizanasinda, eslikgisi aequarin ile kesfedilen yesil floresans protein
(GFP) de bagka bir isik duyarli proteindir. Dogal ortaminda bioluminesans ile mavi dalga
boyunda 1sima yapan aquarinden bu enerjiyi alan GFP yesil dalga boyunda i1sima yapar®'.
Hiicrede GFP pek cok nedenle eksprese ettirilmektedir. Ornegin GFP (DNA'si hedef hiicreye
yerlestirilerek yapilan ekspresyonun basarisi goriintiilenebilir hale gelmekte ve PIP, gibi hiicre
ici yapilara takilarak hiicre ici dinamiklerin degisimi incelenebilmektedir*, Ca*? dl¢iimiinde
ise GFP ve varyantlari (CFP: cyan floresans protein, YFP: sari floresans protein) genellikle
kalmodulin (CaM) gibi bir Ca*2 baglayan protein ile birlestirilerek hiicrede eksprese ettirilir*.
Ozellikle FRET (Forster Rezonans Enerji Transferi) teknigi icinde kullanilir®s,

GFP'nin net goriintii elde edebilmek icin gerekli olan uzaysal dagilimi yeterince iyidir. Ozel
olarak bir hiicreye veya organele yerlestirilebilir. Optik dzellikleri kullanighdir; eksitasyon dalga
boyu goriiniir araliktadir. Ancak bu proteinle calisabilmek icin gen transfeksiyonu gereklidir.
Aynica yanitlar, bitistirildigi Ca*2 baglayan proteinin aktivitesi ile de orantili olacaktir®®.
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Kimyasal Floresans Problar (Floroforlar)

Sitoplazmik Ca+2 derisim bilgisini hiicre homestazini koruyarak goriintiilemek ve sinyal

mekanizmalarindaki degisimleri dinamik olarak goriintiileyebilmek icin floresans problar

gelistirilmistir. Bir Ca+2 selatorii olan BAPTA'nin (1,2-bis(0-aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-

tetraasetik asit) karakteristik ozelliklerinden tiiretilerek Ca+2'un mikroskop altinda, dokuda

ya da yapisik haldeki hiicrelerde goriintiilenmesi saglanmistir. Bu problar yaklasik olarak 50

nMile 50 KM awa3inddibitesiciariaapiimasina olanak tanimaktadirl
olanlar sitoplazmada kullanilirken, diisiik olanlar ise organellerdeki Ca+2'un

goriintiilenmesinde kullanilmaktadir. Ancak bu problar esas olarak kullanilacak metoda gore

oran dl¢iimlii ve oran 6l¢imii olmayan (ratiometric ve nonratiometric) olarak ayrilirlar®,

Oran Ol¢iimii Yapilabilen Floresans Boyalar

Oran ol¢iimii yapilabilen floresans boyalar kullanilarak, hiicrenin farkli kesit alanlarindan
gelen sinyaller ve optik yoldan kaynaklanan hatalar diizeltilir. Fura-2 gibi boyalarda Ca**
baglanmasi ile birlikte uyarilma (eksitasyon) dalga boyu degisirken, indo-1 gibi boyalarda
emisyon dalga boyu degisir®.

Fura2

Uyanima dalga boyu ultraviolet (UV) bdlgededir. Boyanin serbest formu 380 nm’de, Ca** ile
bagli formu 340 nm’de uyarilir. Hiicre disi ortamda nominal Ca*¥suz durumda fura-2'nin
karakteristik uyariima spektrumu Sekil 2'deki gibidir. Tek dalgaboyunda 510 nm’de emisyon
yapar. Sitoplazmik Ca*? konsantrasyonunu gériintiilemek icin boyanin afinitesi ((Kd): 0,14
uM) uygundur. Luminal veya mitokondrideki Ca**un dlgiilebilmesi icin diisiik afiniteli
formlan da mevcuttur: Bis-fura 2 (0,37 uM), fura 4F (0,77 uM), fura-FF (5,5 uM)) bunlardan
bazilandir®®,

Indo 1

Fura’dan farkl olarak tek dalga boyunda uyarilir; ancak Ca*? bagli ve serbest formu iki ayr
dalga boyunda emisyon yapar. Boya 355 nm’de uyarlirken, serbest formunun 475 nm’deki
emisyonu, Ca*? baglanmasi ile 400 nm’ye kayar. Indo-1'in Kd’ si 0,23 M ve boyanin baska bir
formu olan indo-5Fnin Kd’ si 0,47 uM’ dur. Afiniteleri birbirine yakin olan bu iki boya dzellikle
deney sistemlerinin gerektirdigi sartlara gore tercih edilirler’s*’.
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Oran ol¢iimii olmayan floresans boyalar

(a*2 dl¢iimlerinde genel olarak tercih edilen ancak oran dl¢iimii olmayan floresans boyalarin
basinda fluo-3 ve rhod-2 bulunur.

Fluo-3

Bu prob flow sitometrik teknikleri4" ve konfokal mikroskop ile 488 nm argon laser ile
uyarilarak Ca*? transientlerinin ve sparklarinin dl¢iimii gibi’”* pek cok farkli goriintiileme
tekniginde kullanilmaktadir. Fluo-3'e Ca** baglanmasi ile floresans siddetinde 100 kattan
fazla bir artis meydana gelir. Maksimum emisyonunu 525 nm’de gergeklestirir. Fluo-3'iin Ca*2
ile Kd'si 325 nM'dir. Fluo-3'lin baska bir analogu olan fluo-4'iin yapisi ve spektral ozellikleri
fluo-3 ile benzesmekle birlikte, fluo-4 daha parlak bir floresans emisyonu yapar®. Fluo-5F,
fluo-5N, ve fluo-4FF de Ca*¥a afiniteleri diisiik fluo-4 analoglandir. Hiicre ici Ca*?un 1 pMile 1
mM seviyelerinde 6l¢lim yapmaya uygundur®.

B
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Sekil 2. Hiicre disinda nominal Ca+2 suz ortamda fura-2 icin karakteristik uyariima
spektrumu.

Oliim HEK 293 hiicrelerinde bir PMT'ye bagh mikrospektroflorimetre aracin ile yapilmistir. Hiicre icine
yiiklenen fura-2, 330 nm ile 450 nm dalgaboylari araliinda ardisik olarak uyarilmitir.

Arsiv Kaynak Tarama Dergisi . Archives Medical Review Journal



326 Ca+2 Gorlintiileme ve Floresans Yontem

Rhod-2

(a*?a afinitesi diisiiktiir (Kd: 570 nM). Bu ozelligi ile ozellikle mitokondrideki Ca*?
degisimlerinin incelenmesinde kullanilir. Uyanm dalga boyu 552 nm’dir. Molekiil Ca*’
bagladiginda 581 nm’de emisyon yapar ve floresan siddeti 100 kattan fazla artar. Uyariima ve
emisyon dalga boyundaki kayma miktari oldukga azdir. Boya seciminde gdzoniinde tutulmasi
gereken bir diger faktor de boyanin uyariima ve emisyon dalga boylarinin kullanilacak deney
sistemine uygun olmasidir®.

Hiicre icerisine boya yiiklenmesinde kullanilan baslica teknikler

Asetoksimetil ester (AM) ile yiikleme

Floresans boyalar ¢ogunlukla fizyolojik pH'da anyoniktir®é. Asetoksimetil Ester (AM) yagda
¢ziinebilen bir molekiil oldugundan hiicre membranlarindan kolaylikla gegebilir. Floresans
problanin hiicre icine esterlerle birlikte sokulmasi Tsien RY'nin* calismasina dayanir: Bu
calismaya gore asetoksimetil gibi ester gruplan probla birlestirilerek hidrofobik bir molekiil
olusturulur. Bu sekilde plazma mebranindan difiizyon araciligi ile hiicre icine girmesi saglanir.
Olusturulan molekiil hiicre icine girmesi ile sitozolik esterazlar asetoksimetil esteri yikarak
molekiiliin yiiklii ve hidrofilik durumda kalmasina neden olur ve bdylece boya tekrar hiicre
disina ¢lkamaz®.

Mikro-enjeksiyon veya patch pipeti kullanarak dogrudan yiikleme

Sitozoliin fizyolojik icerigine benzer bir soliisyon icinde hazirlanan boya, hiicre yeterince
biiyiikse mikro enjeksiyon ile daha kiiciikse patch pipetinden difiizyon ile hiicre icine verilir.
Ancak bu tekniklerde hiicrenin sitoplazmik ortamina miidahale oldugu g6z oniinde
bulundurulmalidir”.

Kalibrasyon

Kimyasal boyalar ayrica hiicredeki floresans siddet degisimi olarak kaydedilen sinyallerin,
[Ca*¥s bilgisine doniistiiriilmesine de olanak saglar. Uyarimin tek dalga boyu ile yapildigi
boyalarda;

[Ca“]; = KdX(F' Fmin)/(Fmax' F)

Iki dalga boyu (oran dl¢iimlii) ile yapildigi uyarimlarda;
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[ca+2]s = KdX(R - Rmin)/(Rmax' R)XF380max/F380min
Ol¢iim degerlerinin sonucu denklemlere yerlestirildiginde [Ca*?]; dederi bulunur.

Ustteki denklemde F, deneysel olarak dlciilen floresans siddeti, Fri,; ortamda Ca*2 olmadig
durumda, Frs; boyanin (a*¥a doydugu durumdaki floresans siddetidir. Altta yer alan
denklemde ise R, deneysel olarak olgiilen floresans siddetlerinin orani, Ry ortamda Ca*?
olmadi§i durumdaki oran ve Rn. boyanin Ca*”a doydugu durumdaki oran bilgisidir.
E389 / F38° orani ise 380 nm'de sifir ve boyanin doydugu [Ca*”] icin floresans
siddetleridir. Kd, kullanilan boyanin Ca*?dan ayrisma sabitidir®.
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Sekil 3. Hiicrelere 25. saniyede agonist (10-4 M ACh) uygulanmasinin ardindan hiicre
icindeki fura-2'nin floresans siddetindeki degisimler.

Uyari ile birlikte sitoplazmada artan [Ca+2]s ile birlikte, boyanin serbest formunun 1simasi azalir (F380; mavi
egri), Ca-++2 bagh formunun 1simasi artar (F340; kirmizi egri). Cihaz sirali bir sekilde bu dl¢iimleri gerceklestirirken
bilgisayar yazilimi ile de oran bilgisini hesaplar (F340/F380).
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(a+2'un uzay/zaman degisiminin ol¢iilmesi

Hiicre icinde Ca*? dinamiklerinin goriintiilenebilmesi icin spektroflorimetre veya konfokal
mikroskopisi kullanilimaktadir. Spektroflorometre ile yapilan odlciimlerde, florofora 6zgii
uyariima dalga boyu ¢cogunlukla bir monokromator ile saglanir. Bu sayede UV aralikta uyarima
sahip oran dl¢iimlii boyalar (fura-2, indo-1 vb.) da kullanilabilir. Boyalarin verdikleri foton
emisyonlan bir photon multiplier tiip (PMT) ya da CCDI kamera vasitasi ile elektrik sinyallerine
ve bir bilgisayar yazilimi ile floresans siddet bilgisine doniistiiriiliir. Yayilan sinyalin PMT'ye
yonlenmesi ile odak bdlgesindeki biitiin hiicrelerden ayni anda ortalama bir sinyal
toplanmasina neden olur.

Konfokal
pinhole

Objektif

Odak alani
Odak disi 15141

Sekil 4. Laser taramali bir konfokal mikroskopta odak diginda kalan alandan gelen isigin
¢oziiniirliige olan etkisini minimum boyutlarda tutmak icin optik yola bir pinhole
yerlestirilmistir. Bu sayede optik ¢oziiniirliik arttinlarak, istenilen odak alanina ait net
goriintiiler elde edilir. Bu gériintiiler bilgisayar yazihminda cakistinlarak hiicreye ait 3
boyutlu yapilar da elde edilir.
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(CDI kamera ile yapilan deneylerde ise odak alani boyunca tek tek hiicrelerden floresans
bilgisi alinabilir. Ancak elde edilen goriintii de hiicrenin topografik yapisi nedeniyle bircok
hiicresel katmanin ortalamasi seklinde olacaktir. Ayrica optik kusurlarla birlikte, kinmim
unsuru da Ca* sparklari gibi uzaysal Ca*2 degisim desenlerinin takibini zorlastinr. Sekil 3'de
Fura-2 ile yiiklenen hiicrelerin agonist (Asetilkolin) uyarisina yanit olarak gelisen Ca** salinimi
goriilmektedir. PMT aracligiyla toplanan sinyalde odak alaninda bulunan yaklasik 20
hiicredeki floresans degisimi vardir. Data, yanit veren ve vermeyen hiicrelerin katkisini
icerdiginden ortalama bir yanit bicimindedir.

12 -
10 -

F/Fo
[=]]

Sekil 5. Konfokal mikroskop kullanilarak yapilan deneyde hiicreler fluo-3 ile boyanmustir.
ACh 10-4 M uyansi ile birlikte yaklagtk 54 hiicreden ayni deney zamani boyunca toplanan Ca+2 yanitlan.
Konfokal mikroskobun yazilimi, hiicrenin zari boyunca bir sinir cizerek sadece o hiicrenin sitoplazmasindaki
degisimin takip edilmesine olanak tanimaktadir. Bu deneyde odak icindeki 54 hiicrenin sinirlan gizilerek kayrt
boyunca her bir hiicredeki Ca+2'un zamansal degisimi gdriintiilenmistir.

Laser Tarayicili Konfokal Mikroskopi

(a+2 dlctimlerinde konfokal mikroskoplarin kullanimu ile birlikte yiiksek ¢oziirliikli goriintiiler
elde edilmektedir 49. Florofor uyarimi laser ile yapildigindan, hiicrenin z-ekseni boyunca
istenilen bir katmana laser demeti odaklanabilmektedir. Ayrica konfokal mikroskopisinin
temel unsuru olan pinhole kinim kusurlarini minimize ederek uzaysal Ca+2 degisim
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desenlerinin elde edilmesini saglar (Sekil 4). Coklu PMT'lere yonlendirilmis filtrelerle elde
edilen sinyallerden hiicrelere ait goriintiiler olusturulur.

Sekil 5'te asetilkolin uyarisi ile artan [Ca+2]S, fluo-3 ile yiiklenmis hiicrelerden bir konfokal
mikroskop ile goriintiilenmistir. Kaydedilmis floresans siddeti 54 hiicreden ayni anda elde
edilen artislar vermektedir. Konfokal mikroskobun taradigi odak alaninda bulunan hiicrelerin
tek tek sinirlan cizildiginde her bir hiicredeki Ca+2 yanitlarinin zamansal farkliliklan da
kaydedilmis olur (Sekil 6). Hiicreler arasinda bu kadar farkli Ca+2 yanit desenleri
goriilmesinde, sitoplazmaya (a-+2 salinimini diizenlenleyen yapilarin kinetikleri ve hiicreden
hiicreye degisen ekspresyon yiizdeleri de bulunmaktadir®.

10 10 +
w5 w5
T T
0+ - T T ] 0 v T v .
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Zaman (s) Zaman (s)
10 10
w5 W s
T w
04 r - v . 04
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Zaman (s) Zaman(s)

Sekil 6. Fluo-3 ile boyanmis hiicrelerin 25. saniyede uygulanan ACh’e verdikleri Ca+2
yanitlan.

Ornek egriler Sekil 4'teki 54 hiicreli yanit grafiginden secilmistir. Her bir hiicrenin deney siiresince ayni miktar
agonist uyansina verdikleri farki Ca+2 yanit desenleri gériilmektedir. Hiicrelerdeki Ca+2 yanit desenleri
arasindaki farkliliklarda, sitoplazmaya Ca+2 salinimini diizenleyen yapilarin hiicreden hiicreye degisen katki
yiizdeleri de rol oynamaktadir.
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Sonug

(a+2 hiicredeki en onemli ikinci habercilerden bir tanesidir. Pek cok sinyal yolaginin
aktivasyonu ise ozellikle IP3 reseptoriinden sitoplazmaya Ca+2 salinmasi ve dinlenim
durumunda nanomolar seviyelerinde bulunan [Ca+2]S'un sitoplazmada artmaya baslamasi
ile gerceklesir. Dolayisi ile bu iyonun sitoplazmadaki artig ve azalisinin uzay ve zaman boyutu
ile kusursuz sekilde diizenlenmesi gerekmektedir50. Hiicredeki pek ok aktivasyonda bu kadar
kilit bir rol Gistlenen Ca+2'un sitoplazmadaki dinamiklerinin aragtinlmasi da hiicre fizyolojisi
hakkinda bircok bilinmezi aydinlatmaktadir. Giiniimiizde floresans problar Ca+2 dinamiginin
arastinimasinda bilim insanlarina onemli dl¢iide yardim etmektedir. Gerek hiicredeki global
(a+2 sinyal degisimlerinin dogrudan goriintiilenmesi gerekse de lokal Ca+2 artislarinin takip
edilmesi bu yontemlerin kullanilmasi ile olanakli bir duruma gelmistir. Boylece hiicredeki
fizyolojik yanit agi daha mekanistik bir bakis acisi ile incelenerek, ornegin hastalik
durumlarinda yanitlardaki olasi degisimleri dinamik olarak takip etmenin yolu agilmistir.
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