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ONSOZ

Bu tez calismasi, P2X; reseptorinin ATP uyarisiyla olusturdugu gecirgenligi
karakterize etmek ve gedik-kavsak proteinleri ve/veya anyon tagiyicilarinin bu
gecirgenlikte rollerini incelemek amaciyla gerceklestiriimistir. RAW 264.7
hicrelerinde ATP uyarisiyla endojen olarak olusan pozitif (YOPRO-1) ve negatif
(Lucifer Yellow) gecirgenligin P2X; aracili oldugu farmakolojik olarak gosterilmistir.
Bundan sonra, P2X; reseptor aracili iki tip gecirgenligin olusumunda resept6rin
yeterli olup olmadigi test edilmistir. RAW 264.7 hucrelerinden klonlanan P2X;
reseptor cDNA' si HEK hicrelerine transfekte edilmis ve bu hicrelerde (HEK-
mP2X;) ATP uyarisiyla sadece pozitif gecirgenlik gozlenmistir. Bu bulgu, negatif
gecirgenlik icin reseptodrin ek bir proteine ihtiyact oldugunu distndirmustir. Bu ek
protein olarak anyon tasiyicillari ve panneksin-1 adli gedik-kavsak proteini
dustindlmis ve bu proteinlerin inhibitérleri kullanilarak, RAW 264.7 hicrelerinde
gbzlenen ATP aracili negatif gecirgenligin inhibisyonu incelenmis ancak olumlu bir
sonug alinamamistir. Sonug olarak RAW 264.7 hucrelerinde ATP uyarisiyla olusan
pozitif ve negatif gecirgenliklerin P2X,; aracili oldugu gosterilmis, negatif
gecirgenligin olusmasi icin P2X; reseptoriine ek olarak bagka bir protein ve/veya

modifikasyonun gerekliligi ortaya konmustur.

Bu tez calismasinda katkilari ve desteklerinden dolay! Biyofizik anabilim dali

ailesinin tiim bireylerine,
Molekiler Biyoloji ve Teknoloji Arastirma Gelistirme Birimi elemanlarina,
transfeksiyon ve klonlama caligmalari igin Prof. Dr. Ozlem UGUR'’ a,

maddi ve manevi desteklerini asla unutamayacagim biricik anne-babam Hatice-
Sakir CANKURTARAN' a,

maddi-manevi destekcim, calisma arkadagim ve biricik dostum Dr. Sevda LULE’ ye,

danismanim Prof. Dr. Mehmet UGUR’ a tesekkir ederim.

Bu tez ¢ali gmasinin tamami, TUBITAK tarafindan 112 S 615 proje  numarasiyla

desteklenmi stir.



SIMGELER ve KISALTMALAR

ADP Adenosine 5'-diphosphate

ATP Adenosine 3'-trifosfat

BBG Brilliant Blue G

BN-PAGE Blue Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis
BzATP 2'(3')-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosine-5'-triphosphate
cDNA Circular DNA

CBX Carbenoxolone

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DMSO Dimethyl sulfoxide

EC50 Effective Concentration 50

FBS Fetal Bovine Serum

HEK Human Embryonic Kidney

IC50 Inhibitory Concentration 50

IL-18 Interleukin-1(3

NFA Niflumic acid

NMDG N-Methyl-D-glucamine

NPPB 5-nitro-2-(3-phenylpropylamino)-benzoic acid
PMT Photo Multiplier Tube

ROI Region Of Interest

RPMI Roswell Park Memorial Institute



SEKILLER

Sekil-1.1.8.1: Panneksin ailesinin u¢ tyesi panneksin-1 (panx1), panneksin-2 (panx2) ve panneksin-3
(panx3)' ln sematik gosterimi. EL: Extracellular Loop, Hucredisi limek; IL:Intracellular Loop, Hucreigi
limek; NT: N-Terminal, N-Ucu; CT: C-Terminal, C-Ucu

Sekil-2.3.1.1: YO-PRO-1' in eksitasyon ve emisyon spektrumlari ile ¢calismada kullanilan lazer dalga
boyunun eksitasyon spektrumundaki yeri. cizgileriyle gosterilen kisim YO-PRO-1
eksitasyonunu, cizgileriyle gosterilen kisim emisyon spektrumunu, dikey | cizgisi
ise YO-PRO-1' i uyarmak i¢in kullanilan lazer (488 nm) ve eksitasyon spektrumundaki yerini
gOstermektedir.

Sekil-2.3.1.2: RAW 264.7 hicrelerinde ATP uyarisiyla olusan YO-PRO-1 girisine 6rnek. 30 dakikalik
sure icinde 30 saniye araliklarla kayit alinmasina ragmen 6rnek olarak sadece 0., 10. ve 20. dakikalara
ait goruntiler verilmistir.

Sekil-2.3.1.3: YO-PRO-1 sinyali DNA’' ya baglandigi zaman olusan bir floresans sinyal oldugu igin
hiicre icinde dagilimi son derece heterojendir. Kesite bagh olarak floresansin heterojenliginin ortadan
kaldirilmasi amaciyla kesitlerdeki floresans piksel piksel toplanarak tek bir kesit olusturulmustur.

Sekil-2.3.1.4: RAW 264.7 hiicrelerinde ATP uyarisi sirasinda alinan YO-PRO-1 goruntileri sekil-
2.3.1.3' te gosterilen yolla toplandiktan sonra hiicre ya da hiicre gruplari ROI’ ler igine alinmaktadir (st
panel). Bu goérunti sadece ROl lerin gdsteriimesi amaciyla secilmis, 25. dakikaya ait tek bir goérintudr.
Olciimler tiim zaman noktalari igin yapiimistir. Bu ROl lerden 6lgiilen toplam sinyal ROl'lerin toplam
alanina bélunerek, hiicre sayisi ile normalize floresans sinyal siddetinin zamanla nasil degistigi
bulunmus olur (alt panel). ATP uygulamasi 2. dakikadan hemen sonra yapilmistir.

Sekil-2.3.2.1: Lucifer Yellow' un eksitasyon ve emisyon spektrumlari ile ¢alismada kullanilan lazer
dalga boyunun eksitasyon spektrumundaki Yeri. s s = = Cizgileriyle goOsterilen kisim
Lucifer Yellow eksitasyonunu, cizgileriyle gosterilen kisim emisyon spektrumunu,

dikey | cizgisi ise Lucifer Yellow’ u uyarmak icin kullanilan lazer (458 nm) ve eksitasyon spektrumundaki
yerini gbstermektedir.

Sekil-2.3.2.2: (A) Lucifer Yellow floresansi herhangi bir badlanma gerektirmedigi ve her kosulda
gorildigi icin, bu boyanin hiicre igine gisrisinin 6lcimiinde z-ekseninde kesitler almayi ve hicre ici ile
digini ayirmayi saglayan konfokal mikroskobu kullaniimigtir (B). Kesit gériintileme islemi zaman iginde
araliklarla yapilarak, hiicre icine Lucifer Yellow girisi gorinttlenebilmektedir

Sekil-2.3.2.3: RAW 264.7 hicrelerinde ATP uyarisiyla olusan Lucifer Yellow girisine secilmis bir
kesitten ornek. Gériintimele 30 dakikalik sire icinde 30 saniye araliklarla yapilmasina ragmen 0.
(sagdaki fotograf) ve 20. dakika (soldaki fotograf) temsilen gésterilmistir.

Sekil-2.3.2.4: RAW 264.7 hicrelerinde ATP uyarisiyla olusan Lucifer Yellow girisinin dlgimi. Hicreler
ROI' lerle igaretlenmistir (Ust paneldeki goruntii 30 dakika boyunca 30 saniye araliklarla alinan
gorintilerden sonuncusudur). Her bir ROl iginden gelen sinyal bitiin deney siresi boyunca élgulmustur
ve grafikte hepsi gosterilmigitr. Hicrenin bulunmadidi kisma cizilen ROI, arka plan ROI' sidir ve
hicrelerin icinden dlgiilen sinyali normalize etmek tzere kullaniimistir (alt panel).
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Sekil-3.1.1.1: RAW 264.7 ve HEK-mP2X; hucrelerinde ATP uygulamasiyla olugsan YO-PRO-1 ve
Lucifer Yellow girisinin konfokal mikroskop ile goéruntilenmesi. (A) RAW 264.7 hiicrelerinde 300 pM
ATP uygulamasiyla olugan YO-PRO-1 girisi (Ust panel), Lucifer Yellow girisi (alt panel) (B) HEK-mP2X7
hicrelerinde 1 mM ATP uygulamasiyla olusan YO-PRO-1 girisi (Ust panel), Lucifer Yellow girisi (alt
panel). Goruntiler, konfokal mikroskopla 30 sn araliklarla 30 dk. boyunca yapilan xyzt kayitlarindan
ornek olarak secilen 0. ve 20. dk’ ya ait tek bir z diizlemi géruntisidur.

Sekil-3.1.2.1: RAW 264.7 ve HEK-mP2X7 hucrelerinin YO-PRO-1 girisi i¢in agonist profili . (A) RAW
264.7 hiicrelerinde cesitli dozlarda BzATP, ATP ve ADP uygulanarak elde edilen floresans artis
egimlerinden, agonist yoklugunda olgllen bazal edim cikarilarak agonist konsantrasyonun (molar)
logaritmasina karsi gizilmistir (sol panel), sol panelde elde edilen degerlerden ortalama minimum yanit
cikaniimis ve ortalama maksimum yanita oranlanarak agonist konsantrasyonuna karsi ¢izilmistir (sag
panel). (B) RAW 264.7 hucreleri icin test edilen agonistler HEK-mP2X7 hicreleri i¢in de test edilmis,
ayni sekilde islenmistir. m, BZATP; m, ATP ve u, ADP ile elde edilen data noktalarini, ------- BzATP’ nin; -
—————— ATP’ nin; ADP’ nin doz-yanit egrisine yapilan fitleri temsil etmektedir. Sekil icinde verilen
EC50 degerleri, doz-yanit egrisine yapilan fit kullanilarak hesaplanan ve maksimum yanitin yarisini
olusturan agonist konsantrasyonun logaritmasidir. Deneyler plaka okuyuculu spektroflorimetrede
yapilmistir. Sonuglar 8-10 ayri gin yapilan bagimsiz deneylerden elde edilmistir. Data noktalari
ortalama + SEM olarak verilmigtir. (—) isareti BZATP ile (—) isareti ile gOsterilen sonuglar ise konfokal
mikroskopta yapilan deneylerden elde edilen sonuclarin ortalamasini gbstermektedir.

Sekil-3.1.3.1: RAW 264.7 hicrelerinin Lucifer Yellow girisi icin agonist profili ve HEK-mP2X;
hicrelerinin Lucifer Yellow gecirgenligi. (A) RAW 264.7 hiicrelerinde cesitli dozlarda BzATP, ATP ve
ADP uygulanarak elde edilen hi’hd oranlarinin zamansal toplamlari (sol panel), sol panelde elde edilen
degerler ortalama maksimum yanita normalize edilmesi (sag panel). m, BZATP; m, ATP ve u, ADP’ dir. --
----- BzATP, ------- ATP, ADP doz-yanit egrisine yapilan fitleri temsil etmektedir. Sekil icinde
verilen EC50 degerleri, doz-yanit egrisine yapilan fit kullanilarak hesaplanan ve maksimum yanitin
yarisini olusturan agonist konsantrasyonun logaritmasidir. (B) HEK-mP2X7 hiicrelerinde ATP (m,1 mM)
uygulanarak veya uygulanmayarak (m, ATP 0) yapilan deneylerden 6élcilen ve 0., 10. ve 20. dk’ ya ait
hicre i¢i ve hiicre digl florensanslarin orani. Her bir 6lcim noktasi 62-165 arasi sayida hiicreden elde
edilmis ve deneyler 5-8 ayri guin tekrar edilmistir. Data glnlerin ortalama + SEM olarak verilmisgtir.

Sekil-3.1.4.1: RAW 264.7 ve HEK-mP2X5 hiicrelerinde ATP ile olusan YO-PRO-1 girisinin segici P2X7
reseptor antagonisti duyarlihgi. (A) RAW 264.7 hiicreleri, segici P2X7 reseptdr antagonisti A740003 ile 8
dakika 37 C’ de inkibe edilmis, farkli konsantrasyonlarda A740003 varliginda ATP (= 300 uM ve =
100) uygulanarak, A740003 konsantrasyonuna karsi YO-PRO-1 floresans artisi elde edilmis ve A74003
yoklugunda elde edilen degere normalize edilmistir. Doz-inhibisyon egrisine yapilan fitten hesaplanan
IC50 degeri, A74003' in maksimum inhibisyonun vyarisini olusturdugu konsantrasyonunu
gostermektedir ve grafik icinde, 100 uM ve 300 uM ATP i¢in ayri ayri verilmigtir. Grafik ici: ATP 300 pM
ve gOsterilen derisimde A740003 kullanilarak RAW 264.7 hucrelerinde konfokal miksroskopla elde
edilen degerler isaretiyle gosterilmistir. Bu noktalarin Uzerine buyiuk sekildeki fit edilen egri
yerlestirilmigtir. B) HEK-mP2X7 hicrelerinde de 300 uM ATP yanitlarinin A740003 ile olusan doz-
inhibisyon iligkisi RAW 264.7 hicreleriyle ayni protokolle spektroflorimetre de elde edilmis ve doz-
inhibisyon egrisine yapilan fitten hesaplanan IC50 degeri grafik icinde verilmigtir. Deneyler 4-5 ayri glin
tekrarlanmigtir. Degerler ortalama + SEM olarak ifade edilmistir.

Sekil-3.1.5.1: RAW 264.7 hiicrelerinde ATP ile olusan Lucifer Yellow girisinin segici P2X7; reseptér
antagonisti duyarlihgi. RAW 264.7 hicrelerinde, farkli derigsimlerde secici P2X7 reseptdr antagonisti
A740003 varliginda ATP (100 uM) uygulanmis ve A740003 doz-inhibisyon egrisi elde edilmistir. Biitlin
data noktalari, antagonist yoklugunda elde edilen maksimum yanitin ortalamasina normalize edilmistir
(0 ve -8 deki yanitlarin ortalamasi). Grafik igindeki IC50 degeri, 100 uM ATP i¢in A74003’ (n maksimum
inhibisyonun yarisini olusturdugu konsantrasyonunu goéstermektedir. Deneyler 6 ayri gin tekrar
edilmistir. HEK-mP2X; hicrelerinde ATP uygulamasiyla Lucifer Yellow girisi gdzlenmediginden,
antagonist duyarhlidi bu yanit igin test edilmemistir.

Sekil-3.2.2.1: RAW 264.7 hucrelerinde ATP ile olusan YO-PRO-1 giriginin CBX duyarliligi. RAW 264.7
hicreleri 0, 3,7, 11, 33 ve 100 uM CBX ile 8 dakika 37<C’ de inkiibe edilmis ve ATP (0 veya 300 uM)
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uygulanarak konfokal mikroskop altinda YO-PRO-1 girisi zaman boyunca incelenmigtir (Ust panel).
Floresans artis egrilerine lineer fit yapilarak hesaplanan egimler, ATP 300 uM + 0 pM CBX kosulunda
elde edilen floresans artig edimlerinin ortalamasina gére kat artisi olarak ifade edilmistir (alt panel.
Deneyler 4-6 ayri gin tekrar edilmistir. Data ortalama + SEM olarak verilmistir.

Sekil-3.2.2.2: RAW 264.7 hiicrelerinde ATP ile olusan YO-PRO-1 girisinin NPPB duyarlilidi. RAW
264.7 hicreleri 0, 3,7, 11, 33 ve 100 uM NPPB ile 8 dakika 37<C’ de inkiibe edilmis ve ATP (0 veya 300
uM) uygulanarak konfokal mikroskop altinda YO-PRO-1 girisi zaman boyunca incelenmistir (st panel).
Floresans artis egrilerine lineer fit yapilarak hesaplanan egimler, ATP 300 uM + 0 uM NPPB kosulunda
elde edilen floresans artis egiminine gore kat artigi olarak ifade edilmistir (alt panel). Deneyler 4-6 ayri
gln tekrar edilmistir (ATP 0 NPPB 33 deneyi 1 giin yapilmistir). veriler, ortalama + SEM verilmigtir.

Sekil-3.2.2.3: RAW 264.7 hiicrelerinde ATP ile olusan YO-PRO-1 girisinin NFA duyarlligi. RAW 264.7
hicreleri 0, 3,7, 11, 33 ve 100 uM NFA ile 8 dakika 37<C’ de inkiibe edilmis ve ATP (0 veya 300 uM)
uygulanarak konfokal mikroskop altinda YO-PRO-1 girisi zaman boyunca incelenmigtir (Ust panel).
Floresans artis egrilerine lineer fit yapilarak hesaplanan egimler, ATP 300 uM + 0 uM NFA kosulunda
elde edilen floresans artis egimlerinin ortalamasina gére kat artisi olarak ifade edilmistir (alt panel).
Deneyler 4-6 ayri glin tekrar edilmistir. Data ortalama + SEM olarak verilmistir.

Sekil-3.2.2.4: RAW 264.7 hicrelerinde ATP ile olusan YO-PRO-1 girisinde goérilen NPPB ve NFA
duyarlihginin tasiyici (DMSO) etkisi. RAW 264.7 hicreleri ayrintilari “materyal ve metod” kisminda
aciklanan nedenlerle 0, 1/1000 ve 1/3000 oraninda sulandiriimig DMSO ile 8 dakika 37<C’ de inkiibe
edilmis ve ATP (0 veya 300 pM) uygulanarak konfokal mikroskop altinda YO-PRO-1 girisi zaman
boyunca incelenmigtir (Ust panel). Floresans artis egrilerine lineer fit yapilarak hesaplanan egimler, ATP
300 uM + 0 DMSO kosulunda elde edilen floresans artis egiminine gére kat artisi olarak ifade edilmistir
(alt panel). Deneyler 4-6 ayri giin tekrar edilmigtir. Data ortalama + SEM olarak verilmistir

Sekil-3.2.3.1: HEK-mP2X7 hucrelerinde ATP ile olusan YO-PRO-1 girisinin CBX duyarhhdi. HEK-
mP2X7 hiicreleri 0; 3,7; 11; 33 ve 100 uM CBX ile 8 dakika 37°C’ de inkiibe edilmis ve ATP (0 veya 1
mM) uygulanarak spektroflorimetrede YO-PRO-1 girisi zaman boyunca incelenmigtir (Ust panel).
Floresans artig egrilerine lineer fit yapilarak hesaplanan egimler, ATP 1 mM + 0 uM CBX kosulunda
elde edilen floresans artis egimlerinin ortalamasina gére kat artisi olarak ifade edilmistir (alt panel.
Deneyler 3-6 ayri giiniin ortalama + SEM’ i olarak verilmigtir.

Sekil-3.2.3.2: HEK-mP2X7 hiicrelerinde ATP ile olugsan YO-PRO-1 girisinin NPPB duyarliigi. (B) HEK-
mP2X7 hicreleri 0,11, 33 ve 100 pM NPPB ile 8 dakika 37°C’ de inkiibe edilmis ve ATP (0 veya 1 mM)
uygulanarak konfokal mikroskop altinda YO-PRO-1 girisi zaman boyunca incelenmistir (ist panel).
Floresans artis egrilerine lineer fit yapilarak hesaplanan egimler, ATP 1 mM + 0 uM NPPB kosulunda
elde edilen floresans artig egimlerinin ortalamasina gore kat artisi olarak ifade edilmigstir (alt panel).
Deneyler 3-6 ayri giiniin ortalama + SEM’ i olarak verilmigtir.

Sekil-3.2.3.3: HEK-mP2X7 hicrelerinde ATP ile olusan YO-PRO-1 girisinde NFA duyarlligi. HEK-
mP2X7 hiicreleri 0,11, 33 ve 100 uM NFA ile 8 dakika 37°C’ de inklibe edilmis ve ATP (0 veya 1 mM)
uygulanarak spektroflorimetrede YO-PRO-1 girisi zaman boyunca incelenmistir (Ust panel). Floresans
artis egrilerine lineer fit yapilarak hesaplanan egimler, ATP 1 mM + 0 uM NFA kosulunda elde edilen
floresans artis egimlerinin ortalamasina gore kat artigi olarak ifade edilmistir (alt panel). Deneyler 3-6
ayri gunin ortalama + SEM' i olarak verilmistir.

Sekil-3.2.3.4: HEK-mP2X7 hiicrelerinde ATP ile olugsan YO-PRO-1 girisinde goriilen NPPB ve NFA
duyarlihginda tasiyici (DMSO) etkisi. HEK-mP2X7 hiicreleri 1/1000 DMSO ile 8 dakika 37°C’ de inkiibe
edilmis ve ATP (0 veya 1 mM) uygulanarak konfokal mikroskop altinda YO-PRO-1 girisi zaman boyunca
incelenmistir (st panel). Floresans artis egrilerine lineer fit yapilarak hesaplanan egimler, ATP 1 mM +
0 DMSO kosulunda elde edilen floresans artis egimlerinin ortalamasina goére kat artisi olarak ifade
edilmistir (alt panel). Deneyler 3-6 ayri glinun ortalama + SEM’ i olarak verilmigtir.

Sekil-3.2.4.1: RAW 264.7 hicrelerinde ATP ile olusan Lucifer Yellow girisinin CBX duyarlihdi. RAW
264.7 hicreleri 0, 3,7, 11, 33 ve 100 uM CBX ile 8 dakika 37°C’ de inklibe edilmis ve ATP (0 veya 300
UM) uygulanarak konfokal mikroskop altinda Lucifer Yellow girisi zaman boyunca incelenmistir. Hiicre
ici floresans huicre digi floresansa oranlarak (hi/lhd) zamanla degisim egrileri elde edilmigtir (Ust panel).
Alt panelde her bir egri altinda kalan alan, ATP 300 pM + CBX 0 kosulunda elde edilen alanlarin
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ortalamasina goreceli verilmigtir. Deneyler 4-6 ayri giin tekrar edilmistir (ATP 0 CBX 100 deneyi 1 glin
yapilmistir). Data ortalama + SEM olarak verilmisgtir.

Sekil-3.2.4.2: RAW 264.7 hiicrelerinde ATP ile olusan Lucifer Yellow girisinin NPPB duyarliigi. RAW
264.7 hicreleri 0, 3,7, 11, 33 ve 100 uM NPPB ile 8 dakika 37° C’ de inkiibe edilmis ve ATP (0 veya
300 pM) uygulanarak konfokal mikroskop altinda Lucifer Yellow girisi zaman boyunca incelenmistir.
Hicre ici floresans hucre disi floresansa oranlarak (hi/hd) zamanla degisim egrileri elde edilmistir (st
panel). Alt panelde her bir egri altinda kalan alan, ATP 300 uM + NPPB 0 kosulunda elde edilen
alanlarin ortalamasina gore kat artisi seklinde verilmistir. Deneyler 4-6 ayri gun tekrar edilmistir (ATP
300 uM NPPB 100 uM deneyi 1 giin yapilmistir). Data ortalama + SEM olarak verilmistir.

Sekil-3.2.4.3: RAW 264.7 hicrelerinde ATP ile olusan Lucifer Yellow girisinin NFA duyarliigi. RAW
264.7 hucreleri 0, 3,7, 11, 33 ve 100 uM NFA ile 8 dakika 37°C’ de inkiibe edilmis ve ATP (0 veya 300
uM) uygulanarak konfokal mikroskop altinda Lucifer Yellow girisi zaman boyunca incelenmistir. Hiicre
ici floresans hiicre disi floresansa oranlarak (hi/hd) zamanla degisim egrileri elde edilmigstir (Uist panel).
Sol panelde her bir egri altinda kalan alan, ATP 300 uM NFA 0’ In kat artigi seklinde verilmistir (alt
panel). Deneyler 4-6 ayri gin tekrar edilmistir. Data ortalama + SEM olarak verilmistir.

Sekil-3.2.4.4: RAW 264. hiicrelerinde ATP ile olugan Lucifer Yellow girisinde gorilen NPPB ve NFA
duyarlihginda tasiyici (DMSO) etkisi. RAW 264.7 hiicreleri 0, 1/1000,1/3000 sulandiriimig DMSO ile 8
dakika 37° C’' de inkiibe edilmis ve ATP (0 veya 300 uM) uygulanarak konfokal mikroskop altinda
Lucifer Yellow girisi zaman boyunca incelenmistir. Hicre i¢i floresans hiicre digi floresansa oranlarak
(hi’hd) zamanla degisim egrileri elde edilmistir (st panel). Alt panelde her bir egri altinda kalan alan,
ATP 300 uM + DMSO 0 kosulunda elde edilen alanlarin ortalamasina goreceli verilmistir. Veriler 34-197
hiicreden elde edilmistir. Deneyler 2-6 ayri giin tekrar edilmigtir. Data ortalama + SEM olarak verilmistir.

Sekil-3.2.5.1 HEK-mP2X7 hicrelerinde CBX' in ATP ile Lucifer Yellow aktivasyonu. HEK-mP2X;
hicreleri 33 uM CBX ile 8 dakika 37<C’ de inkibe edilmis ve ATP (0 veya 1mM) uygulanarak konfokal
mikroskop altinda Lucifer Yellow girisi zaman boyunca incelenmigstir. Hicre ici floresans hicre disi
floresansin oranlarak (hi/hd) 0., 10. ve 20. dakikalar i¢in dlculmustir. Veriler her bir uygulama icin O.
dakikaya normalize edilmistir. Deneyler 1-3 ayri gin tekrar edilmigtir. Data ortalama + SEM olarak
verilmigtir.

Sekil-3.2.6.1: RAW 264.7 hiicrelerinde ATP ile olugsan YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow giriglerinin CBX,
NPPB ve NFA duyarhli bakimindan ayrismasi (A) Ayrintilari kisim 3.2.2 ve kisim 3.2.4’ te acgiklanarak
gerceklestirilen YO-RPO-1 ve Lucifer Yellow gecirgenliklerine CBX' in, (B) NPPB’ nin (C) NFA’ nin
konsantrasyon bagimli etkisi ayni grafikte gdsterilmistir.

Sekil-3.2.7.1: RAW 264.7 hicrelerinde CBX ile artan ATP induklemeli Lucifer Yellow girisinin segici
P2X7 antagonisti A740003 duyarliligi. (A) RAW 264.7 hicreleri CBX 0, CBX 33 uM ve CBX 33
uM+A740003 10 pM varligina ayrintilari “materyal metod” kisminda aciklanan sekilde 8 dakika 37 C’
de inkiibe edilmis ve ATP (100 uM) uygulanarak konfokal mikroskop altinda goérintilenmistir ve
Olcuimistur. (B) A panelinde farkh kosullar igin elde edien hi/hd-zaman egrilerinin altinda kalan alan
hesaplanmistir. TUm egrilerin baslangi¢c degerinin altinda kalan sabir alan, bltiin egrilerin altinda kalan
alanlardan cikarilarak, 0 pM CBX+ 0 puM A740003' e oranlanmigtir. Deneyler 4-5 ayri gun tekrar
edilmistir. Data ortalama + SEM olarak ifade edilmistir.



CiZELGELER

Tablo-3.1.5.1: RAW 264.7 ve HEK-mP2X7 hicrelerinin agonist profilleri ve antagonist duyarlilig
karsilagtirmasi. RAW 264.7 ve HEK-mP2X7 hicreleriyle YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow i¢in elde edilen
agonist EC50 degerleri ve secici P2X7 antagonisti olan A740003’ nin, RAW 264.7 hicreleri igin 100 uM
ATP, HEK-mP2X hucreleri i¢cin 300 uM ile elde edilen IC50 degerleri. @, yanit olmadigini ifade
etmektedir.



1. GIRIS

1.1 P2X Reseptor Ailesi

Son 40 yilda yapilan deneysel calismalar ATP’ nin sadece temel bir enerji kaynagi
ve hicre icindeki nikleik asitlerin bir bileseni olmadigini, ayni zamanda hiicrelerarasi
iletisimde kritik bir roll oldugunu da ortaya koymustur (North ve Surprenant, 2000;
Alves ve ark., 2013). ATP, iyonotropik P2X reseptorleri (ligand kapili iyon kanal
reseptorleri) ve metabotropik P2Y reseptorleri (G-proteini kenetli reseptorler) aktive
ederek hicreler arasindaki hizli ve yavas iletisimde rol oynayan belki de en eski

transmitterdir.

Pirin resepttr ailesi P1 (adenozin) reseptorleri (Al, A2,, A2, A3), P2X (P2X,, P2X,,
P2Xs, P2X,, P2Xs, P2Xs, P2X;) ve P2Y (P2Y,, P2Y,, P2Y,, P2Yes P2Yy;, P2Yy,,
P2Y13, P2Y1,) reseptor ailelerinden olusmaktadir (Samways ve ark., 2014, Alves ve
ark., 2014; Burnstock, 2013b, Jiang, 2009; Jiang ve ark., 2013; Khakh ve Jarvis,
2009; Surprenant ve North, 2009).

1994 yili itibariyle 7 tane memeli P2X reseptdr cDNA' sI (P2X;-P2X7) klonlanmistir.
Sonrasinda ise bitin omurgall hayvanlarda bulundugu farkedilmistir. P2X
reseptorleri esas olarak secici olmayan katyon kanallaridir ve tek veya iki degerlikli
kucuk katyonlari gecirirler. Bu bakimdan hiicre membran potansiyelini degistirmek
suretiyle hicresel bircok olayl da baslatabilirler (Samways ve ark., 2014; Alves ve
ark., 2014; Burnstock, 2013b; Jiang, 2009, Jiang ve ark., 2013; Alves ve ark., 2013).

Klonlanmis insan ve sican P2X reseptor alt tiplerinin uzunlugu 379 (sican P2Xe
reseptortl) ile 595 (sican ve insan P2X; reseptorleri) aminoasit arasinda
degismektedir ve %35-54 arasinda benzerlik gostermektedir. Hepsi ki
transmembran kisma sahiptir. Agonist baglanan uzun bir hicre disi ilmekleri ve
hicre ici N (amino)-uclariyla C (karboksi)-uclari bulunmaktadir. Hiicre digl kisim iki
transmembran kismi baglayan en uzun kisimdir. C-ucu 26 (P2Xe) ile 239 (P2X5)
aminoasit arasinda degismektedir. Sadece ilk 25 aminoasit benzerlik gostermektedir

ve bu durumun alt tip spesifik 0Ozellikleri gosterdidi dusunulmektedir. P2X



reseptdrlerinin aminoasit dizisi diger ligand kapili iyon kanallari veya ATP baglayan
proteinler ile anlamh bir benzerlik gostermemektedir. Hicre digi bdlgesi ATP
baglama bdlgesini barindirmaktadir ve bu bdlge alt tipler arasinda iyi korunmustur.
Hucre disi bolge ayrica bazi metaller ve H* baglanma kismi bulundurmaktadir ama

alt tipler arasinda iyi korunmamigtir. (Coddou ve ark, 2011b; Burnstock, 2013).

P2X reseptorleri temel olarak, hizli desensitize olan (P2X;, P2X3) ve yavas
desensitize olan/desensitize olmayanlar (P2X,, P2X4, P2Xs, P2X7) olarak iki gruba
ayrilir. P2X,, P2X, ve P2X; reseptorleri spesifik olmayan katyon kanali olmalarinin
yaninda, buyik molekilleri gecirgenlik aktive etmeleri ile diger P2X reseptoérlerinden
ayrilirlar (Saul ve ark., 2013; Jiang ve ark., 2013; Khakh ve Jarvis, 2009; Coddou ve
ark., 2011)

P2X reseptorlerinin aktive olmasi icin en az 3 ATP molekllinin baglanmasi
gerekmektedir (Khakh ve Jarvis, 2009). P2X reseptorleri homo veya hetero olarak
trimerler olustururlar. P2Xs haric bitin P2X reseptorleri  homomultimer
olusturabilmektedir. P2X; reseptéri ise sadece homomultimer olusturmaktadir (Saul
ve ark., 2013; Burnstock, 2013; Khakh ve Jarvis, 2009; Jiang ve ark., 2013).

Heterotrimerik veya homomerik P2X reseptorlerinin birincil agonisti ATP olmakla
beraber, alt tip bagimli olarak maksimum yanitin yarisini olusturmak icin gerekli
agonist konsantrasyonu (EC50) mikromolarlar diizeyinden milimolarlar diizeyine
kadar degiskenlik gostermektedir. UTP ve UDP P2Y’ leri aktive ederken P2X’ lerden
hicbirini ya aktive etmez yada cok cok zayif sekilde eder. Her ne kadar temelde
benzer yapisal ozellikler gosterseler de, P2X reseptoérleri arasinda bazi yapisal ve

fonksiyonel farklar mevcuttur (Alves ve ark., 2014).

Suramin ve PPDAS ilk ve hala siklikla kullanilan P2X antagonistleridir. Gergi suramin
diger bazi purinerjik reseptorleri ve G-proteini kenetli reseptérlerin de antagonistidir.
Bundan dolayl daha spesifik antagonistler kesfedilmistir. Yakin zamanda sentez
edilen selektif P2X antagonistleri bulunmakta ve tedavi hedefi olarak deneysel

calismalarda kullaniimaktadir (Saul ve ark., 2013).



P2X reseptorleri alt tiplerine gore ER’ da, hiicre membraninda veya endozomlarda

olabilmektedir (Robinson ve Murrell-Lagnado, 2013).

Gunumuzdeki en 6nemli konu ise P2 reseptdrlerinin mekanizmasini molekiler
diuzeyde anlamak ve bu anlayisi reseptérlerin fizyolojik ve patafizyoloijik rollerinin
anlasiimasi icin kullanmaktir. Molekuler biyolojik yaklagimlar P2X reseptorlerinin
hiicre ici fizyolojisini anlamakta son derece kullanighdir. Farmakolojik ve gen “knock
down-out” yaklasimlari, P2X reseptérlerinin agri ve inflamasyon gibi genis bir
patofizyolojik sirecte rol aldigini gostermistir. Patofizyolojide P2X reseptérlerinin
rollerinin anlasiimasinda bircok avantaja ragmen, bu resepttrlerin mekanizmasi

heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (Burnstock, 2013).

1.1.1 P2X; Reseptoru

P2X, reseptorinin expresyonuna dair ilk deliller Gine domuzlarinda bulunmustur.
Kasillma calismalarinda ATP’ nin ndrotransmitter olarak roli incelendiginde
kesfedilmistir. Daha sonraki calismalarda ATP’ nin a,B-metilATP ile degistirilebildigi
gosterilmis ve P2X; reseptdr farmakolojisinin temelleri atilmistir. Bu reseptér genel
olarak diiz kas hucrelerinde bulunmaktadir. Bundan baska periferal ve merkezi sinir

sistemi hicrelerinde varligi da gosterilmistir (Coddou ve ark., 2011).

P2X; reseptoriinuin potent agonisti ATP ve ATP analogu 2-metiltio-ATP ve ATPyS’
tir. Reseptdr a,3-meATP’ ye aktivasyon bakimindan ¢ok duyarhdir. BzATP ancak
ATP’ ye gore (0,1-1 uM) yiksek konsantrasyonlarda (3-30 uM) kullanildiginda bu
reseptoru aktive etmektedir (North ve Surprenant, 2000; von Kugelgen, 2008;
Coddou ve ark., 2011). P2X; reseptérind, suramin gibi bilinen bitin P2X reseptér
antagonistleri inhibe edebilmekle beraber (IC 50: 1 uM) selektif antagonisti yine bir
suramin analogu olan NF023 (IC50: 200 nM), NF449 (IC 50: 0,3-0,7 nM) ve NF279
(IC50: 20 nM)’ dur (North ve Surprenant, 2000, von Kigelgen, 2008; Coddou ve ark.,
2011; Kaczmarek-Hajek ve ark., 2012).



P2X, reseptori, agonist uygulamasini takibeden 2 sn icinde hizli desensitizasyon
gostermesiyle P2X,, P2X, ve P2X; den ayrilan bir alt tiptir (von Kigelgen, 2008;
Jiang ve ark., 2013, Kaczmarek-H4ajek ve ark., 2012; Coddou ve ark., 2011).

Bunlara ek olarak, GFP takili P2X; reseptori eksprese ettirilmis hicrelerde agonist
indiklemeli olarak, reseptérin plazma membrani ile hiicre i¢i kompartmanlar
arasinda internalizasyonu ve yeniden dagiliminin oldugu gésterilmistir (Kaczmarek-
Hajek ve ark., 2012; Coddou ve ark., 2011). Homomerik P2X; reseptoriin bir splice
varyanti ATP ile degil ADP ile aktive olmaktadir (Ivar von Kugelgen, 2008).

1.1.2 P2X; Reseptoru

ilk defa 1994 yilinda klonlanmistir (Coddou ve ark., 2011). Homomerik P2X,
reseptoriine secici agonist bulunmamaktadir. ATP’ nin bu reseptér icin EC50 degeri,
P2X,; reseptoriyle Kkarsilastirildiginda 10 kat fazladir. afmeATP ile aktive
olmamaktadir (North ve Surprenant, 2000; von Kogelgen, 2008). BzATP P2X,
reseptoriini  parsiyel olarak aktive etmektedir, ATP kadar bir yanit
olusturamamaktadir (Kaczmarek-Hajek ve ark., 2012). Literatlirde cesitli EC50
degerlerine (2-60 uM arasinda) rastlanmakla beraber ATP sican P2X, reseptdri igin
en potent agonisttir. Fare P2X, reseptéri ATP’ ye karsi sicandan daha az

duyarliyken, insan P2X, reseptéri ATP’ ye en duyarh tirdir (Coddou ve ark., 2011).

Uzun zaman bu reseptdr igin secici bir antagonist bulunmamaktaydi. Ancak
nanomolar civari konsantrasyonlarda etki eden anthraquinone turevleri olan PSB-
1011’ in senteziyle bu sorun asiimistir. Bilinen diger P2X antagonistleri suramin ve
PPDAS birka¢ mikromolar civarindaki konsantrasyonlarda etkilidirler ancak P2X; ve
P2X; ile karsilastirildiinda daha az potenttirler. Suramin turevleri olan NF770,
NF776 ve NF778, 20-150 nM civarinda IC50 degerlerine sahip potent
antagonistlerdir. Diger antagonistler TNP-ATP ve NF279 potent ancak spesifik
olmayan antagonistler arasindadir (Coddou ve ark., 2011; North ve Surprenant,
2000; von Kogelgen, 2008).



Hicre disi soliisyonun asidifikasyonuyla ATP’ ye yanit artmaktadir. Bu Ozelligiyle,
asidifikasyondan olumsuz etkilenen diger P2X reseptdrlerinden ayriimaktadir.
Yuksek konsantrasyonda ATP ile ayni etki saglanabilmektedir. Bu da, distk pH' in
etkisinin, reseptorin ATP’ ye olan afinitesini arttirmak seklinde oldugunu
distindirmektedir. Dusiik mikromolar konsantrasyonda hiicre disi Zn** ve Cu**
iyonlari da ATP ile olusan akimlari arttirmaktadir. Hiicre digi Cu?* dusik duyarliliga
sahip P2X, reseptorlerinden bu yolla ayrilabilmektedirler. Hiicre digi Ca** varlig

akimlari hizlica inhibe etmektedir (North ve Surprenant, 2000; Saul ve ark., 2013)

Yavas desensitizasyon gostermektedir. TM2 bdlgesi yakinlarindaki C-ucunun
desensitizasyon hizinda rol aldig1 dustntlmektedir (Kaczmarek-Hajek ve ark., 2012).
P2X- reseptorl gibi bir por aktivasyonuna neden oldugu bilinmektedir (Kaczmarek-
Héajek ve ark., 2012). P2X, ile heterotrimer olusturmasa da fiziksel interaksiyonu
oldugu dusunulmektedir (Kaczmarek-Hajek ve ark., 2012). P2X, ile heterotrimer
olusturabilir.  Agonist profili P2X;" e benzerken hicre disI sollisyonun
asidifikasyonuna duyarlihgi her iki reseptore de benzememektedir (Coddou ve ark.,
2011). P2X¢ ile heterotrimer olusturarak, P2Xg¢' nin hicre membranina gitmesini

saglamaktadir (Robinson ve Murrell-Lagnado, 2013).

insanlar, sicanlar, fareler ve Gine domuzlari arasinda ¢ok sayida ve fonksiyonel
“splice varyant”l bulunmasi dolayisiyla P2X reseptorleri arasinda farklilik goésterir.
Ornegin 69 aminoasidinin eksik oldugu P2X,b “splice varyant”i tam uzunlukta P2X,a
formuna goére daha hizli desensitize olan fonksiyonel bir homomer olusturmaktadir.
C-ucundaki 90 aminoasidi eksik “splice varyant’t P2X,e ise P2X; ve P2X; ile
karsilastirilabilir bir desensitizasyon hizina sahiptir (Coddou ve ark., 2011; North ve
Surprenant, 2000).

Tumor gelisimi ve kanser agrilarinda roli oldugu disunuldiginden, ilag hedefi

olarak dustnulmektedir (Franceschini ve Adinolfi, 2014).



1.1.3 P2X; Reseptoru

P2X; reseptori ilk olarak 1995 yilinda klonlanmistir (Coddou ve ark., 2011). ATP ve
afmeATP’ ye olan duyarlihgiyla P2X; reseptorine benzemektedir (North ve
Surprenant, 2000). 2-metilthio-ATP, ATP’ den daha potent bir agonisttir (von
Kogelgen, 2008).

TNP-ATP potent antagonisttir (Kaczmarek-Héjek ve ark., 2012). Suramin ve PPDAS
bu reseptori inhibe eder ancak diger P2X reseptorleriyle karsilastirildiinda daha
dustk potense sahiptir. Reseptor tirleri arasinda ufak farkliliklar olmakla beraber,
suramin tirevleri olan NF023, NF279 ve NF449 P2X; akimlarini birkag mikromolar
civarindaki konsantrasyonlarda inhibe edebilmektedir. Bu antagonistlerle nanomolar
duzeylerinde inhibe olan P2X; reseptérinden bu sekilde ayrilabilmektedir. Daha
sonra sentezlenen A-317491 adli bilesik daha potent bir antagonisttir (IC50: 20 nM).
P2X,, P2X,, P2X, reseptorleri Uzerinde buyluk bir etki gostermeksizin P2X;
reseptoriint inhibe edebilmektedir (Coddou ve ark., 2011; North ve Surprenant,
2000; von Kogelgen, 2008).

P2X; ekprese eden HEK hiicrelerinde 1-10 mM kadar yiilksek hiicre disi Ca**, ATP

ile olugan akimlar Gzerinde etkisiz bulunmustur (North ve Surprenant, 2000).

Hizlica aktive olan ve hizlica desensitize olan bir akim gecirir. P2X;’" in aksine P2X3
akimlari siiren bir agonist uygulamasi varsa tamamen desensitize olmaz (Coddou ve
ark., 2011). P2X; reseptori, P2X, ile P2X,;3 heterotrimerini yapar (von Kogelgen,
2008).

Transfekte HEK hicreleri ve ndronlarla yapilan son calismalar, P2X; reseptorinin
agonist uyarisi olmadigi durumda, hicre icinde sirekli olarak endositoza maruz
kaldigini, bu nedenle de cogunlukla membranda degil hiicre i¢ci kompartmanlarda
bulundugunu gostermistir. Ancak agonist uyarisi oldugu zaman membrandaki miktari

hizla artmaktadir (Kaczmarek-Hajek ve ark., 2012)



P2X; reseptorine benzer olarak timdr gelisimi ve kanser agrilarinda roli oldugu
dusuindldiginden, ila¢c hedefi olarak distnilmektedir (Franceschini ve Adinolfi,
2014).

1.1.4 P2X, Reseptoru

P2X,4 reseptori icin ATP potent bir agonisttir ve birka¢g mikromolar EC50’ ye sahiptir.
Sican, insan ve fare P2X, reseptorleri ATP potensi bakimindan c¢ok
benzemektedirler. Sican P2X, reseptorini ayrica 2-meATP de ATP ile benzer
potenste aktive etmektedir. ap-meATP ise si¢can, fare ve insan P2X, reseptorleri icin
parsiyel agonisttir (Saul ve ark., 2013; von Kogelgen, 2008; Coddou ve ark., 2011).
Literatirde bazi calismalar P2X, reseptorini aktive etmede 2-methylthioATP
(2MeSATP)’ nin ATP’ den 10-30 kat daha potent oldugunu ortaya koymustur (North
ve Surprenant, 2000).

Fare ve sican P2X, reseptoril bilinen P2X reseptdr antagonistlerinden suramine
duyarsizdir. Fare ve insan P2X, reseptori PPDAS ile inhibe olabilmekteyken, sican
P2X, reseptori PPDAS’e de duyarsizdir. TNP-ATP de bir P2X, reseptor
antagonistidir ve 15 pM civarinda IC50 degerine sahiptir. Bilinen diger P2X
antagonistlerinden NF023 insan ve sican P2X, reseptdru Uzerinde 100 pM’ a kadar
etkisizken, BBG zayif bir antagonisttir. P2X, reseptorii antagonist duyarliligiyla da
siradigi bir reseptordir. Diger P2X reseptorleriyle karsilastirildiginda suramin ve
NF023'e ¢ok daha az duyarlidir. Suramin duyarlihdi ayrica insan ve sican P2X,
reseptorleri arasinda da farklihk gostermektedir. PPDAS sican P2X, reseptérl icin
zayif bir antagonist iken insan P2X, reseptorl icin daha potent bir antagonisttir.
Duyarhlik farkini aciklamaya yonelik calismalar, reseptor turleri arasindaki molekdler

duzeydeki farklara odaklanmistir (North ve Surprenant, 2000).

P2X, reseptorinin cok onemli bir 6zelligi agonist uygulamasiyla ortaya cikan
yanitlarin ivermektin ile artmasidir. Bu reseptorin oositlerlerde ekspresyonuyla
yapilan calismalar, ivermektinin, ATP ile olusan akimlari ylkama sonucu ortadan
kalkacak sekilde tersinir olarak arttirdigini ortaya koymustur. Benzer etki P2X,, P2X3

veya P2X; Uzerinde gorulmemigtir. Cibacron blue da benzer arttirici etkiyi P2X,



eksprese eden HEK hiicrelerinde gdstermistir, P2X, eksprese eden hicrelerde

gostermemistir (North ve Surprenant, 2000).

P2X, reseptérii Zn*"’ ya en duyarl reseptérlerden biridir ancak duyarliligi P2X, kadar
degildir. Cu®*" ile inhibe olmamasi dolayisiyla P2X, reseptdriinden ayrilimaktadir
(North  ve  Surprenant, 2000). P2X; reseptoriyle heteromer (P2Xy,)
olusturabilmektedir. Heteromerin kinetik 6zellikleri P2X, reseptoriine benzerken,

farmakolojik profili ise P2X; reseptdriine benzemektedir (Coddou ve ark., 2011).

P2X,4 reseptérl bircok sinir hicresinde bulunmaktadir (Saul ve ark., 2013; von
Kogelgen, 2008). P2Xg ile heterotrimer olusturarak P2X6" nin hiicre membranina

gitmesini saglamaktadir (Robinson ve Murrell-Lagnado, 2013).



1.1.5 P2Xs Reseptoru

P2Xs reseptort ilk defa 1996 yilinda klonlanmigtir (Coddou ve ark., 2011;
Kaczmarek-Hajek ve ark., 2012). Transfekte edildiklerinde, kemirgen P2Xs
reseptdrleri membranda iyi eksprese olmalarina ragmen kicuk akimlar olustururken,
diger tir P2Xs reseptérlerinin hem membran ekspresyon miktari hem de akimlari
blayuktir. Bunun nedeni heniiz anlasilabilmis dedildir (Kaczmarek-Hajek ve ark.,
2012; Coddou ve ark., 2011). ATP 0.4-8 uM ECs, degeriyle bu reseptor igin en
potent agonisttir. Sican, insan ve fare P2Xs reseptorleri arasinda ATP ECs, degerleri
bakimindan pek fark gdézlenmemistir ancak agonist potens siralamasi reseptor tirleri
arasinda farklihk gdsterebilmektedir. Sican P2Xs reseptord icin bu siralama ATP = 2-
MeSATP = ATPYS > ap-meATP = BzATP, insan P2Xs reseptori icin ATP > BZATP >
apB-meATP'dir (Coddou ve ark., 2011). P2Xs reseptori ekprese eden hiicrelerde ATP
ile olusan yanitlar, ydontem ve prosedir ¢cok benzemesine ragmen P2X,, P2X,, P2X;
ve P2X, reseptorlerinin olusturdugu yanitlardan 100 kat kadar dasiUktir. Buna
ragmen P2Xs' in agonist ve antagonist duyarlilik profili P2X,’ ye ¢cok benzemektedir
(North ve Surprenant, 2000).

Sican P2Xs reseptoru icin antagonist potens siralamasi PPDAS > TNP-ATP >
suramin, insan P2Xs reseptori icin PPDAS > BBG > suramindir (Coddou ve ark.,
2011; von Kiuigelgen, 2008). Hicre digli iyonlarin etkisi bu reseptdr igin

arastinimamistir (North ve Surprenant, 2000).

P2Xs reseptérinin ER’da kalmasina neden olan bir aminoasit dizisi bulundurduguna
inaniimaktadir ki bu da reseptoriin homomer olarak membrandaki ekpresyonunun
dasuklugiunu agiklamaktadir (Murrel-Lagnado ve Qureshi, 2008; Robinson ve
Murrell-Lagnado, 2013).

Diger omurgalilarin tersine insanda 2 tane (P2Xs, ve P2Xg,) splice varyant
bulunmustur. Bunlar ATP baglanma boélgesi ve TM2 bdlgesinden yoksun
olduklarindan fonksiyonel degillerdir (Kaczmarek-Hajek ve ark., 2012; Saul ve ark.,
2013). Kemirgenlerde merkezi sinir sisteminde yaygin olarak bulunmakta, insanda
ise daha ¢ok immiin ve merkezi sinir sisteminde bulunmaktadir. iskeler kasi gelisimi

ve onariminda roll oldugu rapor edilmistir. Buna ek olarak, bircok kanser dokusunda



P2Xs reseptor eskpresyonunun yikseldigi gortlmastir (Coddou ve ark., 2011;

Kaczmarek-Hajek ve ark., 2012).

1.1.6 P2Xs Reseptoru

P2Xs reseptoriyle beraber 1996 yilinda klonlanmistir (Kaczmarek-Hajek ve ark.,
2012). P2Xs reseptoru bilinen P2X agonistlerinden ATP ve 2-meSATP’ ye son
derece duyarlidir ancak ATP analoglarindan af-meATP’ ye duyarsizdir. Bilinen P2X
antagonistlerden TNP-ATP ve PPDAS ile inhibe olmaktadir (Coddou ve ark., 2011).

P2Xs akimlari desensitize olmamaktadir.

P2Xs reseptéri kararli homomer olusturamayan tek P2X reseptoradir. Bunun
sonucu olarak ER’ da kalmaktadir. Daha ¢ok P2X, ve P2X, ile P2X,6 Ve P2Xys
heteromerlerini olusturmak suretiyle fonksiyon gostermektedir (Kaczmarek-Hajek ve
ark., 2012; Murrel-Lagnado ve Qureshi, 2008; Robinson ve Murrell-Lagnado, 2013;
Burnstock, 2013). P2X,6' nin heteromerinin farmakolojik 6zellikleri P2X, ye, P2Xue
heteromerinin farmakolojik 6zellikleri ise P2X, e benzemektedir (Coddou ve ark.,
2011; Saul ve ark., 2013).

P2Xs reseptérinin 4 tane splice varyanti rapor edilmisti. P2Xe reseptori
bakimindan “knockout” fareler mevcut olmadigindan organizmadaki roli heniiz
acikliga kavusamamistir (Kaczmarek-Hajek ve ark., 2012). N-ucundaki ilk 14
aminoasitin kesilmesi veya bu bolgedeki serin aminoasitlerinin yiksuz/negatif yuklu
aminoasitlerle degistiriimesi bu reseptérin membrandaki ekpresyonunun artigina
engel olmaktadir. P2Xs reseptori cogunlukla iskelet kasi ve sinir sisteminde
bulunmaktadir (Kaczmarek-Hajek ve ark., 2012; Coddou ve ark., 2011).

1.1.7 P2X; Reseptoru

ilk olarak 1996 yilinda klonlanmistir. Topolojik olarak diger P2X reseptérlerine
benzemektedir. Hiicre icinde N ve C-ucu, membranda 2 tane transmembran bdélgesi
(TM1 ve TM2) bulunmakta, TM1 ve TM2 bdlgeleri hiicre disinda birlestiriimektedir.
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Diger P2X reseptérlerinden farkh olarak C-ucu uzundur ve sistein aminoasidi
bakimindan zengin bdlgeler icermektedir. P2X; reseptéri 595 aminoasitten
olusmasi ve 239 aminoasit uzunlugunda ve sistein aminoasidi bakimindan zengin
C-ucu ile diger P2X reseptorlerinden ayrilmaktadir (Coddou ve ark., 2011; Alves ve
ark., 2013; Jarvis ve Khakh, 2009; Jiang, 2009; Jiang ve ark., 2009; Burnstock,
2013).

Farmakolojik profilinden dolayr da P2X ailesinin en farkli Gyelerinden biridir
(Burnstock, 2013b; Alves ve ark., 2013; North ve Surprenant, 2000; Khakh ve Jarvis,
2009; Jiang, 2009). Aktivasyonu icin yuksek konsantrasyonda ATP gerekmektedir.
BzATP (EC50: 3 uM), ATP (EC50: 100 uM)’ den daha potent bir agonisttir. BZATP,
P2X-;" ye spesifik agonist degildir ama diger P2X reseptdrleri icin BZATP, ATP ile ya
esit potenstedir yada daha az potenttir. Diger P2X’ ler i¢in konusulan agonistlerden
ATPYS ve ADP, P2X; reseptort lUzerinde ¢ok az etkiye sahiptir. Bunun yaninda,
insan P2X; reseptori sican ve fare P2X; reseptérlerine gére daha dustk agonist

duyarlihdina sahiptir (North ve Surprenant, 2000; Coddou ve ark., 2011).

Bilinen P2X antagonistlerinden suramine duyarsizdir. Suramin analogu olan NF279
(IC50: 3-100 pM) ile inhibe olabilmektedir. Diger P2X antagonistlerinden PPDAS
(IC50: 1-60 pM), Brilliant Blue G (BBG, IC50: 15-250 uM) ve tersinmez antagonist
OXxATP (IC50: 100-300 uM) ile inhibe olmakla beraber, bu antagonistler ya birkag
saatlik inkiibasyon gerektirmektedir yada s6zi edilen dozlarda P2X; ve P2X,
akimlarini da inhibe etmektedir. Son zamanlarda birkag tane selektif P2X;
antagonisti bulunmustur. Bunlar yeni ve ila¢g firmalar tarafindan sentezlenmis
bilesiklerdir. Siyanoguanidin tirevi bir bilesik olan A-740003 sigan ve insan P2X;
reseptoriini nanomolar dizeyinde P2X; reseptér akimlarini (=10 nM) ve boya
girisini (=100 nM) inhibe edebilmektedir. Fare P2X; reseptori igin ise daha az
potenttir. Benzer bir siyanoguanidin tirevi A-438079 (Abbot), A-740003 (Abbot) 'den
daha potent bir antagonist iken daha sonra sentezlenen A-804598 (Abbot) insan,
fare ve sican P2X; reseptorl icin diger iki antagonistten potenttir. AZ11645373
(AstraZeneca) ve AZ10606120 (AstraZeneca) sican P2X; reseptoriinde fare ve
insan turinde oldugundan daha az etkilidir. Adamantin tirevi bir bilesik olan
GSK314181A (GlaxoSmithKline) ise insan ve fare tlrinde nanomolar dizeyinde,
sican tdrinde ise mikromolar dizeyinde konsantrasyonlarda etkili bulunmustur
(North RA, Surprenant A., 2000; Coddou ve ark., 2011; Alves ve ark., 2013; Khakh
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ve Jarvis, 2009, Donelly-Roberts, 2009a; Donelly-Roberts, 2009b; Saul ve ark.,
2013; Jiang, 2009).

P2X; reseptorii Uzerinde ATP’ nin etkisi, hiicre disi divalenlerin azaltiimasiyla
arttirilabilmektedir (North ve Surprenant, 2000; Jiang, 2009; Coddou ve ark., 2011a;
Saul ve ark., 2013). Hicre disi divalenlerin P2X- reseptori Gzerinde yanitlar azaltici
yondeki etkileri nedeniyle birgok grup divalensiz soliisyonda deney yapmay tercih
etmektedir. Hiucre digi solisyonun yiiksek pH' 1 da P2X; reseptor aracili boya girigi
ve akimlarini azaltici yénde modile etmektedir (North ve Surprenant, 2000; Coddou
ve ark., 2011).

Klonlanmasindan sonra rekombinant P2X; reseptorleriyle yapilan bircok calismaya
ragmen P2X; reseptorinin aktivasyon 0ozellikleri henlz aydinlatilamamistir.
Aktivasyonuyla hiicre membraninda “bleb” olarak tanimlanabilecek morfolojik
degisikliklere neden olmakta, hicre membranini, 800 Da civarinda buyilk
molekdllere gecirgen hale getirmektedir. Bleblenmenin mekanizmasi bilinmemekle
beraber, biylk molekillere gecirgenlik ile ayri aktivasyon yolaklari oldugu, agonist
uyarisi suresinin degismesiyle bleblenmenin de tarz degistirdigi gosterilmistir
(Verhoef ve ark., 2003; Mackenzie 2005). P2X; reseptorl, kisa agonist
uygulamasinda diger P2X resepttrleri gibi secici olmayan bir katyon kanal
olusturmaktadir. Ancak uzamis agonist uygulamasinda “gecirgenlik” adi verilen ve
yukarda ifade edilen floresan boya olan YOPRO-1 gibi 800 Da’a kadar olan biyik
molekdlleri geciren bir yolak aktive etmektedir. Bu aktivasyonu agiklamak amaciyla,
onceleri bu gecirgenligin, kanalin zamanla genisleyerek biytk bir por olusturmasiyla
gerceklestigi disunulmistir ancak daha sonra ikinci bir hipotez olarak reseptorin
kendisinin dedil aktive ettigi ayr1 bir proteinin bu gecirgenligi olusturdugu 6ne
surdlmastdr. Her iki hipotez icin de delil olusturacak bulgular mevcuttur. Birinci
hipotezi destekler nitelikte, reseptoriin zamanla genisleyerek blyiuk molekillere
gecirgen hale geldigini iddia eden bir calismada, agonist birka¢ saniyelik sire icin
uygulandiginda sadece bir fazli akim gézlenmekte, agonist uygulamasi uzatildiginda
ise akimda ikinci bir faz daha goézlemlenmektedir. Calismayi gerceklestiren grup,
ikinci faz akim ile buyuk molekillere gecirgenligin zamansal olarak ortismesinden
yola cikarak, reseptérin énce kicik katyonlara gecirgen bir katyon kanali oldugunu
bir stre sonra kanal porunun genislemesiyle blyluk molekillere gecirgen hale

geldigini ifade etmislerdir (Yan ve ark., 2008). Ikinci hipotezi destekler nitelikte,
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reseptdriin sadece secici olmayan katyon kanali oldugunu, boya giriginin ise ayri bir
gecirgenlik yolagi oldugunu iddia eden diger bir calismada ise, sican P2X; resept6ri
eksprese ettirilen HEK hiicrelerinde, buyiik bir katyon olan NMDG" gegcirgenligi ile
pozitif yukli buytk bir DNA boyasi olan YOPRO-1 alimi ayrilabilmistir. Soyle ki; C-
ucu kesilen mutant P2X; reseptorii eksprese ettirilen HEK hiicrelerinde, NMDG"
gecirgenligi ortadan kalkarken YOPRO-1 girisi bu durumdan etkilenmemistir. Bu
bulgular 1siginda, NMDG" gecirgenliginin reseptériin kendi 6zelligi oldugu, YOPRO-1
girisinin ise ayri bir gecirgenlik yolagi oldugu distnilmektedir (Jiang ve ark., 2005).
Bu calismaya benzer olarak, kalmodulin inhibitdri olarak bilinen kalmidazolyum P2X,
reseptoriiniin - olusturdugu akimlari inhibe ederken, YOPRO-1 girisine etkisi
bulunmamistir. Bu durum kalmidazolyumun reseptérin kicik katyonlari geciren iyon
kanali durumu ile buydk molekdlleri geciren por durumu arasinda secim
yapabilmesine yorumlanabilmektedir (Virginio ve ark., 1997). Bu bulgulara ek olarak,
P2X- reseptérinin anyonik ve katyonik olmak Uzere iki ayri gecirgenlik yolagi aktive
ettigi gosterilmistir (Schachter ve ark., 2008; Marques-da-Silva, 2011; 2008;
Cankurtaran-Sayar ve ark., 2009). Genisleyen reseptdr hipotezi ile ayri bir
gecirgenlik yolaginin gerekliligi tartismalarn strerken, P2X; reseptdrinin buydk
gecirgenlik aktivasyonunda bagka bir proteinin (pannexin-1) aracilik ettigine dair de
bulgular da yayinlanmigtir. Bu calismalarda, hiicre membraninda biytik molekulleri
geciren pannexin-1 adli proteinin, P2X; reseptor aktivasyonunda yer aldidi ve biuyik
molekdllerin pannexin-1 aracilidiyla gectigi iddia edilmektedir. Yapilan deneylerde,
pannexin-1 inhibitdr peptitleri, sSiRNA’ si (silencer RNA) ve pannexin-1 inhibit6ri
oldugu sodylenen ajanlar P2X;' nin olusturdugu YOPRO-1 girigini inhibe etmekte bu
sonuclar da P2X; reseptdr aktivasyonu igin pannexin-1 proteininin gerekliligine
atfedilmektedir (Pelegrin ve Surprenat, 2006, Pelegrin ve Surprenat, 2007).
Pannexin-1 adli proteininin P2X; resepttr aktivasyonu icin gerekli olduguna dair
deneyler bazi gruplar tarafindan tekrar edilememistir (Bhaskaracharya, 2014; Alberto
ve ark., 2013). Birbirine zit bulgularin varligi P2X;’ nin por olusturma mekanizmasi ve

aracllik eden proteinlerin kimligi konularini hala belirsiz kilmaktadir.

ilk zamanlarda elde edilen koimmunopresipitasyon calismalari her ne kadar P2X;
reseptoriiniin  baska reseptérlerle heteromer olusturmadigini gosterse de, son
zamanlarda yapilan bazi calismalar P2X; reseptorinin P2X, ile heteromer
olusturdugunu 6ne surmdistir. Buna ragmen bu heteromerin kararli olmadigi ve

dogal dokularda baskin iglev gormedigi de 6ne sudrtlmastir. P2X, ve P2X; nin
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heteromer olusturmaktan ziyade fiziksel etkilesim gosterdikleri daha baskin fikir
olarak literatirde yeralmaya baglamigtir. P2X, ile P2X; reseptdrleri arasindaki
iligskiye dair bulgular, kemik iligi makrofajlarinda ve bu reseptorlerin transfekte edildigi
HEK hiicrelerinde yapilan koimmunopresipitasyon calismalarindan elde edilmistir.
Her iki alt tipi de bulunduran kemik iligi, lenf dagumleri gibi dokulardan P2X;
kompleksi igin yapilan BN-PAGE (Blue Native — PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)
analizleri, P2X; reseptérinin kendisiyle heterotrimer olusturdugunu gostermigtir.
Dahasi bu calisma, P2X; reseptérinin cogunlukla hiicre membraninda P2X,
reseptoriiniin ise cogunlukla hiicre icinde bulundugunu géstermistir. Buna ragmen
P2X, ve P2X; reseptérl ko-immunoresipitasyonla beraber elde edilebilmektedir
(Antonio ve ark., 2011; Guo ve ark., 2007; Coddou ve ark., 2011; Kaczmarek-Hajek
ve ark., 2012). Benzer olarak, E10 epitel hlcre kdlturinde, P2X,; ve P2X;
reseptdrlerinin, “raft” adi verilen kolesterol bakimindan oldukca zengin 6zel membran
bolgelerinde ve yine hiicre membraninda caveolin-1 ile interaksiyon icinde olduklari

gosterilmistir (Saul ve ark., 2013).

P2X; reseptdriiniin membrandaki ekspresyonu sikica kontrol altinda tutulmaktadir.
Monositlerde ve lenfositlerde hiicre icinde bulunurken, monositlerin makrofajlara
farklilasmasi esnasinda membrana lokalize olmaktadir. Membrana lokalizasyonu ve
stabil olarak burada kalmasinda Arg578 ve Lys579 aminoasitlerinin kritik rolt oldugu
dustnilmektedir. P2X; reseptorinidn bir kismi, kolesterol bakimindan zengin hiicre
membran boélgeleri olan “raft’lar digi hiicre membraninda, bir kismi lipit “raft’larda
bulunmaktadir ve bu “raft” lar reseptérin sinyal iletim mekanizmasinda regule edici
bir rol oynamaktadir. Soyleki; metil-B-siklodekstrin ile membrandaki kolesteroliin
azaltilarak “raft’larin dagitilmasi P2X; reseptdr aktivasyonunu boya girisi bakimindan
arttirirken, membrandaki  kolesterol miktarinin  arttinimasi  P2X;  reseptor
aktivasyonunu azaltmaktadir. Reseptdriinin  membrandaki lipit “raft’lara
gidebilmesinde, yad asitlerinin proteindeki tireonin veya serin aminoasitlerine
baglanmasi olarak tanimlanan palmitalizasyonun gerekliligi ve palmitalizasyon ile
reseptorin  membrandaki ekspresyonunun iligkili oldugu, transfekte HEK
hicrelerinde ve makrofajlarda gdsterilmistir. Palmitalizasyonun olamadigi, C-
ucundaki sistein aminoasitleri kesilmis mutant P2X; reseptdrleri ER icinde kalmakta
ve membrana lokalize olamamaktadir. C-ucundaki 0zel bazi sistein ve tireonin

aminoasitlerinin palmitalizasyonda o6nemli olduguna dair calismalar mevcuttur.
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(Kaczmarek-Hajek ve ark., 2012; Robinson ve Murrell-Lagnado, 2013, Robinson ve
ark., 2014).

P2X-; reseptoriiniin fonksiyonel birkag splice varyanti mevcuttur. Bunlardan P2X-k,
yabanil tip (P2X-a) P2X; reseptérinden farkl bir N-ucu ve TM1 bdlgesine sahiptir.
P2X7k’ y1 eksprese eden HEK hiicreleri, P2X7a ekprese edenlere gore BzATP’ ye 8
kat daha duyarhdirlar. P2X-;a' y1 eksprese eden oosit hicrelerinde, NMDG+
gecirgenligi agonist uygulamasindan sonra zaman igersinde gelisirken, P2X-k
aktivasyonunda agonist uyarisiyla hemen hemen es zamanl olusmustur (Nicke,
2009). Diger splice varyantlar P2X;b, P2X.e, P2X;g ve P2X;j C-ucu icermeyen
mutantlardir ve biylk gecirgenlik aktive edememektedir (Adinolfi, 2010).

Kronik inflamasyon ve ndéropatik agri ve IL-18 salinimi, P2X; knockout farelerde
engellenebilmektedir. Arastirmacilar , P2X; reseptérinin mature IL-1p salinimini
duzenlemesi bakimindan, néropatik agri ve inflamasyonun gelismesinde rolu
oldugunu o6ner strmektedirler. Bu bulgular secici P2X; antagonistiyle yapilan
calismalarla desteklenmektedir. P2X; reseptorinin IL-1B saliniminda direkt roll
oldugu ve IL-1B’ nin inflamasyonun dncisi oldugu dastnulirse, P2X; reseptériiniin
inflamasyondaki rolu ve antagonistlerin de etkisi iyice anlasiimig olur. A-740003 ve
A-438079 gibi birkag secici P2X; antagonisti hayvan modellerinde kullaniimaya
baglamis ve bu antagonistlerin doz bagimh olarak nédropatik ve inflamasyon
agrilarini engelledigi bulunmustur ancak bu calismalar devam eden asamalarda
basarisizlia ugramistir (Honore ve ark., 2006; Khakh ve Jarvis, 2009; Burnstock,
2013a; Burnstock, 2013b).

1.1.8 Gedik-Kav sak Proteinleri

Panneksin, kanal olusturan glikoprotein ailesidir. Panneksin-1, panneksin-2 ve
panneksin-3 olmak Uzere 3 Uyesi vardir. En 6nemli 6zellikleri hiicre membraninda
kanal olusturabilmeleridir. Omurgasizlardaki gedik-kavsak protein ailesi inneksinlerle
¢cok az sekans benzerligi gosterirken, memelilerdeki diger bir gedik-kavsak ailesi olan
konneksilerle sekans benzerligi gdstermemektedir. Konneksinlerin  aksine
panneksinler yari-kanal degillerdir ve kanal olusturmalari icin komsu hicrenin

membranindaki bir panneksin ile karsl karsiya gelmeleri gerekmemektedir.
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Panneksin proteinleri glikozile proteinler olduklarindan zaten kargl kargiya gelerek
tek kanal olusturamamaktadirlar. integral membran proteinidirler, ilk defa 2000
yilinda Panchin ve arkadaglari tarafindan tanimlanmiglardir. Panneksinler ve
konneksinler arasinda sekans benzerligi olmamasina ragmen yapisal benzerlik hayli
fazladir. Hicre zarini 4 defa gegcen bolgeleri mevcuttur, N-ucu ve C-ucu hicre
icindedir. Ayrica hekzamerik yapi olusturmaktadirlar (sekil-1.1.8.1). Panneksin-1
bircok memeli dokusunda ifade edilirken, panneksin-2 ve panneksin-3’ Gin ifadesi ¢ok
sinirll dizeydedir. Panenxin-1 ATP salimi yapabilmekte, 1 kDa'a kadar olan buyik
molekiilleri gecirebilmektedir. Hiicre ici [Ca*?] artisi, hiicre membran depolarizasyonu

ve membran gerilmesi gibi bircok yolla aktive olabilmektedir. Hiicre membranindaki

ifade dizeyi zaman icinde degisken degildir, yari-6mri hayli uzundur (Penuela ve
ark., 2013).

Panx1 Panx2 Panx3

Sekil-1.1.8.1: panneksin ailesinin U¢ Uyesi panneksin-1 (panx1), panneksin-2 (panx2) ve panneksin-3
(panx3)' Gn sematik gosterimi. EL: Extracellular Loop, Hlcredisi limek; IL:Intracellular Loop, Hucreii
limek; NT: N-Terminal, N-Ucu; CT: C-Terminal, C-Ucu

Panneksin-1 aktin proteini ile C-ucu araciligiyla fiziksel ve direkt olarak etkilesimde
bulunmaktadir. Hatta pannexin-1' in membrandaki kararli durusu aktin ile
etkilesimine baglidir denilebilir. Ayrica P2X7 reseptoriyle interakte ettigi de ileri
surtlmektedir (Penuela ve ark., 2013). Hatta, kiclik katyonlara gecirgen bir iyon
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kanali olan P2X; nin, siradisi olarak buyik molekillere olan gergirgenliginin
panneksin-1 tizerinden oldugu da iddia edilmektedir. Panneksin-1 inhibitér ajanlari ve
peptitleriyle gerek farmakolojik olarak gerekse molekiiler biyolojik olarak bu iddialar
delillendiriimigse de, ayni yontemlerin kullanildigi baska ¢alismalar zit sonuclar elde

etmigtir.
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1.1.9 Tez Caligmasinin Amaci

Tez calismasinda, grubumuzun 6nceki calismalarinda géstermis oldugu RAW 264.7
hicrelerinde bulunan ve P2X; reseptérindn ile aktive oldugunu distindigimuz,
pozitif ve negatif maddelere secici gecirgenlik yolaklarinin cesitli yéntemlerle

ayristiriimalarina ve karakterizasyonuna odaklaniimistir.

Oncelikle RAW 264.7 hiicrelerinde hiicre disi ATP uygulamasi ile aktive olan
gecirgenligin  P2X; reseptori aracil oldugu farmakolojik olarak gosterilmeye
calisilmisgtir. Bunun igin oncelikle HEK-293 hucrelerine, RAW 264.7 hucrelerinden
klonlanan P2X; reseptor cDNA' siI transfekte edilmigtir. Boylelikle, RAW 264.7
hicresinde kendiliginden ifade edilen ve ATP ile aktive olan ancak kesin kimligi
hendiz bilinmeyen P2X; benzeri reseptdriin karakteristik 6zellikleriyle (agonsit etkinlik
sirasi, antagonist duyarlihgi, gecirgenlik 6zellikleri vb), HEK hucrelerinde ekprese
edilen P2X; reseptorinki karsilastiriimis ve RAW 264.7 hicrelerinde nativ olarak

ekprese olan reseptorin kimligi hakkinda fikir edinilmeye calisiimistir.

Hipotezimiz kisaca soyle ifade edilebilir: RAW 264.7 hiicresinden HEK hicresine
tasinan P2X; reseptérinin agonist-antagonist duyarhliklari ve gecirgenlik 6zellikleri
RAW 264.7 hicresinde gozlenen gecirgenliklerle benzer c¢ikarsa, bu gecirgenliklerin
olusabilmesi icin P2X; reseptori tek basina yeterli oldugu dustndlebilir. Ancak bu
Ozelliklerde bazi farklar go6zlenirse (gecirgenlik 6zellikleri, agonist profili vb.) bu
gecirgenliklerin olusabilmesi icin P2X; reseptorinin yeterli olmadigi distnilecektir.
RAW 264.7 ve HEK-mP2X; hicreleri arasinda ATP uyarisiyla olusan gecirgenlik
Ozellikleri farkini aciklamak Uzere 3 alt hipotez Onerilmigtir: 1) RAW 264.7
hicrelerinde ATP ile aktive olan farkli bir reseptor, sdzkonusu gecirgenligi
saglamaktadir. Bu nedenle HEK-mP2X; hicrelerinde gorilen gecirgenlikten farklilik
arz etmektedir. 2) RAW 264.7 hicrelerinde ATP ile olusan gecirgenlikten P2X;
sorumludur ancak aksesuar bir proteine ciftlenimi bulunmaktadir. Bu ciftlenimin
olmadigi HEK-mP2X; hicrelerinde ayni gegirgenlikler gorilmemektedir. 3) RAW
264.7 hicrelerinde ATP ile gecirgenlik aktive eden reseptér P2X; reseptorinin bir

“splice” varyantidir. HEK-mP2X; hilcrelerinde bu “splice” varyant degil de “tam
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uzunluk” formu transfekte edildiginden gecirgenlik 6zellikleri farkhlik gostermektedir.

2. ve 3. hpotez birlestirilip tek bir hipotez olarak da dustntlebilir.

Tez calismasinin ikinci kisminda ise, RAW 264.7 hicrelerinde ATP ile aktive olan
gecirgenlikler Gizerinde panneksin-1 kanali ve gesitli anyon tasiyici inhibitorli olarak
bilinen bir seri maddenin etkileri incelenmistir. Panneksin-1; secici olmayan ve 1 kDa’
a kadar olan molekiilleri gegiren bir membran proteinidir, dolayisiyla P2X; reseptori
ile aktive olan buyiik molekiler agirliktaki madde gecirgenliginde bu proteinin roli
oldugu iddia edilmistir (Pelegrin ve Surprenant, 2006, Pelegrin ve Surprenant, 2007).
Dolayisi ile RAW 264.7 hicrelerinde gb6zledigimiz ATP ile aktive olan
gecirgenliklerde de bu protein rol alabilir. Ayrica, RAW 264.7 hiicrelerinde gorilen,
farkh secicilige sahip iki tip gecirgenlikden pozitif yukli bir boya olan YO-PRO-1
girisini saglayanin P2X; reseptdri, negatif yukli bir boya olan Lucifer Yellow girigini
saglayanin ise ise anyon taslyicisi/kanal ailesinden bir protein olabilecegi de
dusundlebilir. Bu noktadan hareketle panneksin-1 inhibitdért olarak bilinen CBX ve
anyon tasiyici inhibitorleri olarak bilinen NPPB/NFA' nin P2X; aracili boya girislerine
etkisi incelenmis ve bu proteinlerin gecirgenliklerdeki rolleri hakkinda bilgi ediniimeye

cahsiimistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1 Hucre Kiltari

Calismada kullanilan hiicre serilerinden HEK (Human Embryonic Kidney) hiicreleri
bobrek kokenli insan hiicre serisidir. %10 Fetal Bovine Serum (FBS), penisilin ve
streptomisinli DMEM icinde, 37°C sicaklikta, 5% CO, bulunduran ettvde, kultir
flasklarinda buyUtiimektedir. HEK hcreleri %70-80 konfluense ulastiklarinda
Phospate Buffered Saline (PBS) ile 1 defa yikanip, 4-5 ml tripsin-EDTA ile flask
tabanindan kaldirilir. 50 ml serumlu medium eklenerek 200 G’ de 5 dakika santrif{j
edilir ve pelet Ustl atilir. Peletin bir kismi yeteri kadar medium icine alinip, yeni bir
flaska konmak suretiyle buyuttlmeye devam edilir. Peletin diger kismi ise, deney igin
kullaniimak Gzere steril 24 mm capinda yuvarlak cam lamellere ekilerek, veya 96

kuyuluk steril plakalara ekilerek 24-48 saatte blyutultrler.

Calismada kullanilan diger bir hicre serisi olan RAW 264.7 hiicreleri ise makrofaj
kokenli fare hucre serisidir. %10 Fetal Bovine Serum (FBS), penisilin ve
streptomisinli RPMI 1640 icinde, 37°C sicaklikta, 5% CO, bulunduran etiivde, kultar
flasklarinda buyuttlmektedir. %70-80 konfliense ulastiklarinda 5 ml RPMI ile flask
tabanindan steril plastik kaziyict yardimiyla kaldinlir. Yaklagik 1/5 i flaskta
birakilarak, 15-20 ml RPMI eklenerek biyutilmeye devam edilir. Kazinan hiicrelerin
1/5" i 15-20 ml RPMI eklenerek deney icin kullaniimak tzere, steril 24 mm ¢apinda
yuvarlak cam lamellere ekilerek, yaklagik 1 cm buydkliginde kirilmis steril cam
parcalarina ekilerek veya 96 kuyuluk steril plakalara ekilerek 24-48 saatte

bayatalurler.
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2.2 Transfeksiyon ve Klonlama

HEK hicrelerinde fare P2X; reseptori asiri expresyonu icin, RAW 264.7
hicrelerinden klonlanan P2X; reseptér cDNA' si Lipofectamine 2000 adh kimyasal
ajan yardimiyla, firmanin dnerileri dogrultusunda 6 kuyuluk steril kilttr plakalalarinda
transfekte edilmigtir. Hucreler %70-80 konfliense geldiklerinde 96 kuyuluk kultir
plakalarina alinmis ve vektérin icerdigi antibiyotigi (genetisin) iceren DMEM igine
alinmiglardir. Antibiyotige diren¢ geni cDNA icinde varoldugundan, proteini ekprese
eden hicreler ayni zamanda antibiyotige de direnclidirler. Yaklasik 2 haftalik bir stire
icinde proteini ekprese eden dolayisiyla da antibiyotige direngli hiicreler sag kalirken,
proteini ekprese etmeyen dolayisiyla da antibiyotige direngsiz hicreler 6lmektedirler.
Sag kalan hiicreler ¢ogaltilarak énce 6 kuyuluk plakalara sonra 25 cm?® lik kiltiir
flasklarina alinip, sonradan test edilmek Uzere dondurumus ve azot tanklarinda
muhafaza edilmistir. Ekspesyon dizeyi, P2X reseptorlerinin segici olmayan katyon
kanali olma 6zellikleri nedeniyle hiicreici [Ca®']; artisina bakilarak test edilmistir. En
yiksek hiicreici [Ca?]; artisi gosteren klon deneylerde kullanilmak (izere

cogaltiimistir.

2.3 Membran Gegirgenli gi Olgcuimii

P2X; reseptor aktivasyonu, hicre membraninin floresan boyalara gecirgenligi
Olculerek degerlendirilmistir. Floresan boya olarak negatif yukli Lucifer Yellow ve
pozitif yikli YOPRO-1 kullaniimistir. S6z konusu boyalar farkh buyudklikte (Lucifer
Yellow 521 Da ve YOPRO-1 630 Da) ve farkli elektriksel ytikte (Negatif yikli Lucifer
Yellow ve pozitif yikli YOPRO-1) olduklarindan, hem membran gegirgenliginin takip
edilmesinde hem de gecirgenligin karakterizasyonunda yardimci olmuslardir. Pozitif
yukli YOPRO-1 (Invitrogen) floresan molekili, DNA’ ya baglandijinda floresans
veren bir boyadir. DNA'ya bagll olmadigi ortamda floresansi gdstermez. P2X;
reseptor aktivasyonunu takiben hiicre membraninin biyik molekillere gecirgen hale
gelmesiyle YO-PRO-1 hicre icine girmekte, DNA’ ya baglanarak floresans
olusturmaktadir. Hicre icindeki YO-PRO-1 floresansinin artigi, P2X; reseptor
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aktivasyonunun bir géstergesi olarak degelendirilebilmektedir. Floresan boya olarak
kullandigimiz bir diger molekul ise negatif yuklu Lucifer Yellow (SIGMA)’ dur. Lucifer
Yellow’ un floresansi herhangi bir baglanma gerektirmemektedir. Hicrenin hem
disinda hem icinde floresandir. Bu nedenle, P2X; aktivasyonuyla olusan Lucifer
Yellow girisini gergcek zamanl olarak takip edebilmenin tek yolu konfokal mikroskopta

alinan optik kesitlerdir.

Hucrelerin floresan boyalara gecirgenliklerinin 6lciminde kullandigimiz araclardan
bir digeri de lazer taramali konfokal mikroskobudur. Bu yontemle hem YO-PRO-1

hem de Lucifer Yellow boyasinin hticre icerisine girisi 6lctlebilmektedir.

Konfokal mikroskop bir preparattan optik olarak bir ka¢ mikronluk kesitler alarak
gobrintl olusturabilmektedir. Konfokal mikroskobun bu 6zelligi sayesinde odak digi
emisyonun 6lcime karismasindan kurtulunmus ve cok daha net goéruntller elde
edilmis olur. Bu sekilde hicre ici ve disindan gelen floresans sinyal net bir sekilde

ayrilabilir.

Tarama c¢ozundrliga olarak 1024 x 1024 secilmistir. YOPRO-1 olcumlerinde
maksimum 1s1k toplayacak sekilde pinhole acikligi maksimuma ayarlanmistir. Lucifer
Yellow icgin ise maksimum uzaysal ¢Ozunirlik icin 1 Airy Unit pinhole acikhigi
kullanilmigtir. Hicreler ATP uyarisindan sonra, yapisik olduklari lamel tabanindan
ayrilmakta ve odaktan ¢ikmaktadirlar. Bu durumda hiicreleri takip edebilmek igin, xy
dizlemindeki taramaya z-boyutu da eklenmigtir. xy dizleminde yapilan tarama,
ornegin farkli yiksekliklerde (z-aksi) tekrarlanmigtir. Gegirgenlik olusumunun ve
artisininin gercek zamanl olarak takip edilebilmesi icin xyz modundaki tarama esit
zaman araliklarinda tekrarlanmistir (xyzt modu). Gecirgenlidin olusumu ve artisi
dakikalar diizeyinde oldugundan, goriintileme 40 saniye aralikh olarak yaklagik 30

dakika boyunca tekrarlanmigtir.

RAW 264.7 ve HEK-mP2X- hiicrelerinde, konfokal mikroskop ile dlgtimler yapilirken,
hicreler ayrintilar kisim 2.1’ de acgiklanan sekilde yuvarlak cam lamellere ekilmis ve
24-48 saat sonra deneye alinmistir. Hucrelerin icinde bulundugu medium cekilip,
yerine 2,5 uM YO-PRO-1 ya da 3 mg/ml Lucifer Yellow iceren KCI solliisyonu (5mM
NaCl, 145 mM KCI, 16 mM HEPES, pH:7.4) icinde deneye alinmistir. Kayit
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eshasinda, hiicrelere BzZATP, ATP veya ADP uygulanmigtir. Bazi inhibitorlerin P2X-
reseptor aktivasyonundaki rolleri incelenirken, hucreler inhiborla, tasiyicili (DMSO)
veya normal 2,5 uM YO-PRO-1 iceren KCI solliisyonda 8 dakika, 37° C’ d e inklibe
edilmistir. Daha sonra ayni soliisyon icinde 40 saniye araliklarla kayit alinmaya
baglanmistir. Agonistler ya da kontrol solisyonu 4. zaman noktasinda (2. dakika)
uygulanmistir. Kantitasyon igin asagida ayrintilari anlatilan iglem sirasi izlenmistir.
Elde edilen floresans zaman egrilerine bir dogru fit edilmis ve bu dodrunun egimi
hicrenin boyaya olan gecirgenligini bir 6lcist olarak alinmistir. Tum deneyler

37°C’de yapilmistir.

Plate okuyucusu ile YO-PRO-1 girisi dlcimleri yapilirken, hicreler kisim 2.1’ de
aciklanan sekilde 96 kuyuluk plakalara ekilmis ve 24-48 saat sonra deneye
alinmistir. Deney icin hiicrelerin icinde bulundugu medium cekilip, yerine 2,5 uM YO-
PRO-1 iceren KCI solisyonu konmustur. Birka¢ dakika sonra plakanin herbir
kuyusuna farkli konsantrasyonlarda agonist uygulanmistir. 30 saniye araliklarla
floresans sinyal 6lcimu baslatiimistir ve her bir kuyu igin bir floresans-zaman egrisi
elde edilmigtir. Elde edilen bu egrilere birer dogru fit edilmis ve fit edilen dogrunun
egimi hicrenin florersan boyaya gecirgenliginin bir oOlciist olarak alinmigtir. Bu
sekilde elde edilen doz-cevap egrisi her bir agonist icin olugturulmustur. Doz-cevap
egrilerinden EC50 (maksimum yanitin yarisini olugturan agonist konsantrasyonu)
degerleri hesaplanmis ve farkl agonistlerin potensleri karsilastiriimistir. TUm

deneyler 37° C’de yapilmistir.

Hem konfokal hem de plate okuyucu kullanilarak segici P2X; antagonisti A740003 ile
yapilan deneyler icin hucreler, farkli konsantrasyonlarda A740003 veya taslyici
(DMSO) iceren YO-PRO-1 ya da Lucifer Yellow' lu KCI solisyonu igerisinde 6-8
dakika, 37°C’de inkube edilmistir. Daha sonra yukarda bahsedilen sekilde agonist
uyarisi ile boya giris hizlari élcilmuastir. RAW 264.7 hicreleri icin 100 ve 300 uM,
HEK-mP2X; hicreleri icin 300 uM ATP uygulanmistir. Bu egrilerden elde edilen 1C50
(maksimum ihbisyonun yarisinin gortilmesi icin gereken antagonist konsantrasyonu)
degerleri, hem HEK-mP2X; ile RAW 264.7 hiicreleri arasinda karsilastiriimis hem de
literatirde rapor edilen degerlerle karsilastinimistir.  Tim deneyler 37°C’de

yapilmistir.
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Benzer sekilde, cesitli gedik-kavsak ve anyon tasiyici/kanal inhibitorlerinin P2X;
araclli YOPRO-1 girigsine etkisi incelenirken, hem konfokal hem de plate okuyucu
kullaniimigtir. Hucreler YO-PRO-1 ya da Lucifer Yellow' lu KCI solisyonunda 100,
33, 11, 3,7 veya 0 puM derigimde inhibitor ile (CBX, NFA veya NPPB) 6-8 dakika
37°C’de inkube edilmig daha sonra yukarida agiklandigi gibi agonist yanitlari
alinmigtir. RAW 264.7 hucreleri igin 300 yM, HEK-mP2X; hicreleri igcin 1 mM ATP
kullanilmistir. NFA ve NPPB’ nin tasilyicisi DMSO oldugundan, tastyici kontroli
olarak bu madde, inhibitorlerin 100 uM derisimine karsilik gelen 1/1000 sulandirma,
33 uM’a karsilik gelen 1/3000 sulandirma ile kullaniimis ve floresans ol¢iimustar.

TUm deneyler 37° C'de yapilmistir.

2.3.1 YO-PRO-1 Gegirgenli gi Olgciimii

YO-PRO-1' nun maksimum absorbsiyon gdsterdigi dalgaboyu degerine ¢ok yakin
olan 488 nm lazer eksitasyon icin kullaniimig 500 nm Usti emisyon ol¢cim igin
toplanmistir.  YOPRO-1 absorbsiyon ve emisyon spektrumlari sekil-2.3.1.1'de
gorilebilmektedir.

YO-PRO-1
Lazer-488 (nm)
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Sekil-2.3.1.1: YO-PRO-1' in eksitasyon ve emisyon spektrumlari ile ¢calismada kullanilan lazer dalga
boyunun eksitasyon spektrumundaki yeri. cizgileriyle gosterilen kisim YO-PRO-1
eksitasyonunu, cizgileriyle gosterilen kisim emisyon spektrumunu, dikey | gizgisi
ise YO-PRO-1' i uyarmak i¢in kullanilan lazer (488 nm) ve eksitasyon spektrumundaki yerini

gOstermektedir.

Hicreler deneye baslandiktan sonra 4. goérintd destesinin alinmasini takiben
agonistlere maruz birakilmiglardir. Deney boyunca 0., 10. ve 20. dakikalarda

kaydedilmis gorintiler sekil-2.3.1.2" de gorilebilmektedir.
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0. dk 10. dk 20. dk

Sekil-2.3.1.2: RAW 264.7 hucrelerinde ATP uyarisiyla olugan YO-PRO-1 girigsine 6rnek. 30 dakikalik
sure icinde 30 saniye araliklarla kayit alinmasina ragmen 6rnek olarak sadece 0., 10. ve 20. dakikalara
ait goruntiler verilmistir.

Ancak goéruntulerden de anlasilacagi tzere, hicreye YOPRO-1 girigi ile olusan
floresans hicre icinde hayli heterojendir. Bu heterojenite ylzinden, z-kesitine bagl
olarak olcllen floresans degeri de degiskenlik gosterecektir. Z-kesiti bagimli 6lgim
farkhhkarini ve 6lgim varyasyonunu ortadan kaldirmak icin, ayni zaman noktasina
ait z-kesitleri toplanarak, elde bulunan ¢ok sayidaki z-kesiti tek bir resme ¢evrilmistir.
Bu toplama islemi her zaman noktasi icin tekrarlanarak bir seri zamana bagl goérinta
elde edilmistir (zaman serisi). Ayrintilari anlatilan bu islemin temsili bir semasi sekil-

2.3.1.3' te gorulmektedir. Bu islem hem HEK hem RAW hiicreleri i¢in uygulanmistir.

§
@)
@/

Z-kesitleri < *4/ Toplam floresans @
—_—

Sekil-2.3.1.3: YO-PRO-1 sinyali DNA’' ya baglandigi zaman olusan bir floresans sinyal oldugu igin
hiicre icinde dagilimi son derece heterojendir. Kesite bagh olarak floresansin heterojenliginin ortadan
kaldirilmasi amaciyla kesitlerdeki floresans piksel piksel toplanarak tek bir kesit olugturulmustur.

Bu elde edilen zaman serilerinde hicrelerin teker teker takibi mimkin olmadigindan,
hicre gruplari ROI (Region Of Interest)’ ler icine alinmistir. Her bir ROI' den gelen

floresans siddetinin zaman icinde degisimi elde edilmistir. ROI lerden bulunan toplam
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floresans hicre sayisinin bir 6l¢cist olan toplam ROI alanina bélinerek normalize

edilmigtir. Sodzkonusu kantitasyona ait bir 6rnek Sekil-2.3.1.4’ te gorilmektedir.
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Sekil-2.3.1.4: RAW 264.7 hiicrelerinde ATP uyarisi sirasinda alinan YO-PRO-1 goruntileri sekil-
2.3.1.3' te gosterilen yolla toplandiktan sonra hiicre ya da hiicre gruplari ROI’ ler igine alinmaktadir (Ust
panel). Bu gorinti sadece ROI’ lerin gdsterilmesi amaciyla secilmis, 25. dakikaya ait tek bir gorunttddir.
Olgumler tiim zaman noktalari icin yapilmistir. Bu ROI’ lerden olgilen toplam sinyal ROl'lerin toplam
alanina bélunerek, hiicre sayisi ile normalize floresans sinyal siddetinin zamanla nasil degistigi
bulunmus olur (alt panel). ATP uygulamasi 2. dakikadan hemen sonra yapilmistir.
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2.3.2 Lucifer Yellow Gegirgenli  gi Olgtimi

Daha dnceden belirtildigi gibi negatif yukll bir floresan boya olan Lucifer Yellow'un
floresansi herhangi bir baglanma gerektirmemektedir. Hicrenin hem disinda hem
icinde floresandir. Bu nedenle, P2X; aktivasyonuyla olusan Lucifer Yellow girigi

gercek zamanli olarak sadece konfokal mikroskobuyla 6l¢ilebilmektedir.

Lucifer Yellow eksitasyon ve emisyon spektrumlan  sekil-2.3.2.1" de
gorulebilmektedir. 458 nm lazer her ne kadar eksitasyon spektrumundaki yeri
eksitasyon tepesi ile tam ¢akismasa da, bu lazer imkanlarimiz iginde Lucifer Yellow’
u uyarmak icin kullanilabilecek en wuygun lazerdir. Preparatlar bu lazerle
aydinlatilarak 500 nm tzerindeki emisyon 1s1g1 6lciimugtur.
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Sekil-2.3.2.1: Lucifer Yellow' un eksitasyon ve emisyon spektrumlar ile ¢alismada kullanilan lazer
dalga boyunun eksitasyon spektrumundaki Yeri. s s = = Cizgileriyle goOsterilen kisim
Lucifer Yellow eksitasyonunu, cizgileriyle gosterilen kisim emisyon spektrumunu,

dikey | cizgisi ise Lucifer Yellow’ u uyarmak icin kullanilan lazer (458 nm) ve eksitasyon spektrumundaki
yerini géstermektedir.

Ayrintilari yukarda aciklandigl Uzere, konfokal mikroskobu drnekte optik kesitleri
gorantilemeyi mumkin kildigindan, hicre ici ve disi ortam birbirinden ayri olarak
gbzlemlenebilmekte ve hicre disindaki floresan boyanin hicre icine girisi acikca
gorilebilmektedir (sekil-2.3.2.2 ve sekil-2.3.2.3).
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Sekil-2.3.2.2: (A) Lucifer Yellow floresansi herhangi bir baglanma gerektirmedigi ve her kosulda
gorildigi icin, bu boyanin hiicre igine gisrisinin 6lcimiinde z-ekseninde kesitler almayi ve hicre ici ile
disini ayirmayi saglayan konfokal mikroskobu kullaniimigtir (B). Kesit gorlintileme islemi zaman iginde
araliklarla yapilarak, hiicre igine Lucifer Yellow girigi goriintulenebilmektedir

Sekil-2.3.2.3: RAW 264.7 hucrelerinde ATP uyarisiyla olusan Lucifer Yellow girisine secilmig bir
kesitten ornek. Goriintimele 30 dakikalik sure icinde 30 saniye araliklarla yapilmasina ragmen 0.
(sagdaki fotograf) ve 20. dakika (soldaki fotograf) temsilen gdsterilmistir.

Deneylerde, xy dogrultusunda yapilan tarama farkli derinlikteki kesitlerde tekrar
edilmis (xyz tarama) ve bu islem 40 saniye araliklarla yinelenmigtir (xyzt tarama).
YO-PRO-1" in aksine Lucifer Yellow hucre igine girdiginde homojen bir dagilim
gosterdiginden, o6lcim tek kesitten yapilabilmektedir ve 6lcim igin ortalama floresans

kullaniimistir.

RAW 264.7 hicrelerinin kantitasyonu icin hicre ici ve digi ortamlarin net olarak
ayrilabildigi, hicrelerin orta bolgelerine yakin bir kesit secilmis ve hucrelerin icine
ROV’ ler cizilmistir (sekil-2.3.2.4). Bu ROI’ ler icinden gelen sinyal hiuicre digl ortama
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cizilen ROI' den gelen sinyale oranlanmigtir (hucreigi/hticredigi, hi/hd). Herbir zaman
noktasi i¢in bu islem tekrar edilmig ve bir hiicrenin, Lucifer Yellow girisi igin (hi/hd) -
zaman egrisi ortaya cikarilmigtir. Farkli hicrelerden elde edilen bu egriler
ortalanarak, o deneyin ortalama (hi/hd) - zaman egrisi elde edilmistir. Ancak, Lucifer
Yellow basit (lineer) bir giris kinetigi gostermemektedir. Her ne kadar ayni ortalama
maksimum degere ulagsalar da (i¢ ve dis derisimin esit oldugu nokta), boya girisinin
baglama stresi birbirinden ¢ok farkli olabilmektedir ve kinetik son derecede non-
lineerdir . Bu nedenle, her bir deneyden elde edilen ortalama egrinin altinda kalan
alan belli zaman arahdi (yaklasik 30 dakika) icin integre edilmistir. Bu integrasyon
aslinda Lucifer Yellow giris kinetiginin de bir dlcisudir. Kinetigi hizh hicrelerin, alan
integrasyon degeri blyulk, kinetigi yavas hicrelerin alan integrasyon degeri kiicuk
olacaktir. Bu nedenle, Lucifer Yellow girisi bulgulari hiicre disi/hiicre ici (hi/hd) olarak
ifade edildigi gibi hi/lhd oraninin zaman boyunca toplanmasi olarak da ifade edilmistir
(zamansal toplam). Bazl durumlarda zamansal toplamlarinin birbirlerine gére kat

artisi da kullaniimistir.
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Sekil-2.3.2.4: RAW 264.7 hiicrelerinde ATP uyarisiyla olusan Lucifer Yellow giriginin dlgimu. Hucreler
ROI' lerle isaretlenmistir (Ust paneldeki goriinti 30 dakika boyunca 30 saniye araliklarla alinan
gorintilerden sonuncusudur). Her bir ROl iginden gelen sinyal bitiin deney siresi boyunca élgulmustir
ve grafikte hepsi gosterilmigitr. Hlcrenin bulunmadidi kisma cizilen ROI, arka plan ROI' sidir ve
hicrelerin icinden dlgilen sinyali normalize etmek tzere kullanilmigtir (alt panel).
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Ancak HEK-mP2X; hicreleri ATP uyarisi ile sirekli ve asiri hareket ettikleri icin,
hucrelerin surekli takibi ve teker teker her hicre igin tim zaman noktalarinda hi/hd
oraninin hesaplanmasi mimkin olmamaktadir. Bu nedenle, sadece 0., 10. ve 20.

dakikalarda tum goruntul icindeki hiicrelerde hi/hd orani hesaplanmistir.
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3. BULGULAR

3.1 RAW 264.7 ve HEK-mP2X, Hiicrelerinde ATP ile Olusan Membran

Gegirgenli ginin Karakterizasyonu

Fare makrofaji kdkenli bir hiicre serisi olan RAW 264.7 hiicrelerinde ATP uyarisiyla
olusan membran gecirgenliginin karakterizasyonu icin zit yuklere sahip floresan
boyalar olan Lucifer Yellow (anyonik) ve YO-PRO-1 (katyonik) kullaniimistir. Benzer
olcimler RAW 264.7 hucrelerinden klonlanan fare P2X; reseptori transfekte edilmis
HEK-mP2X; hucrelerinde yapilmis ve her iki hicre tipinden elde edilen sonuglar

karsilastiriimistir.

3.1.1 RAW 264.7 ve HEK-mP2X; Hiucrelerinde ATP Uyarisiyla Olu san

Membran Gegirgenlikleri ve Bunlarin Seciciliklerind eki Farkhlik.

RAW 264.7 hicrelerinde ATP uyarisiyla floresan boyalara gecirgenlik yaninda bazi
morfolojik degisiklikler de goérilmektedir. Bu degisiklikler, ATP uyarisindan sonra
hicrelerin yapisik bulunduklari cam lamelden kalkmalari ve membranlarinda “bleb”
olarak tanimlanabilecek ici sivi dolu ufak tomurcuklarin olugsmasi gibi morfolojik
degisikliklerdir. Bu bleblenme dinamiktir ve membranin gesitli yerlerinden olusup geri
cekilme seklinde bir hareketlilik arz etmektedir. HEK-mP2X; hicreleri ise ATP
uyarisindan sonra lamelden kalkmalari bakimindan ¢ok daha hareketli hicrelerdir,
bleblenme 6zellikleri RAW 264.7 hicrelerinden hayli farkhdir. Ufak blebler pek
gorilmemekte, bu hicrelerde bleblenme c¢ok daha belirgin ve siddetli olmaktadir
(Sekil-3.1.1.1). Bu, daha onceki gozlemlerimizle tutarli bir sonugtur (Cankurtaran-

Sayar, 2008; Cankurtaran-Sayar ve ark., 2009).
Daha onceki calismamizda gosterildigi gibi ATP uyarisindan sonra olusan floresan

boya giris karakteristikleri bu iki hiicre arasinda farklidir (Cankurtaran-Sayar ve ark.,
2009). RAW 264.7 hicreleri ATP (300 uM) uyarisiyla hem YO-PRO-1' e (Sekil-
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3.1.1.1A ust panel), hem de Lucifer Yellow’ a (Sekil-3.1.1.1A alt panel) gecirgen hale
gelmektedir (Sekil-3.1.1A ust panel). YO-PRO-1 DNA’ ya bagli olmadigi durumda
floresans vermediginden 0. dakikada hucre icinden floresans gelmemektedir. ATP
uyarisindan 20 dakika sonra hucrelerin iglerinde belirgin bir floresans gozlenmektedir
(Sekil-3.1.1.1A st sira). Lucifer Yellow i¢in ise ATP uyarisi olmadiginda hicre igine
boya girisi olmadiindan, floresans sadece hiicre disindan gelmekte ATP
uyarisindan 20 dakika sonra htcre igine bir miktar Lucifer Yellow girdigi i¢in hiicre
icinde de floresans goriilebilmektedir. Oyleki bazi hiicrelerde, hiicre ici ile disi
floresans bu slUre sonunda esitlenebilmektedir (Sekil-3.1.1.1A alt sira). HEK-mP2X;
hicreleri ise ATP (1 mM) uyarisiyla sadece YO-PRO-1'e gecirgen olmakta, Lucifer
Yellow girisi gorilmemektedir. iki hiicre arasindaki en karakteristik fark,
gecirgenlikdeki bu secicilik farkidir (Sekil-3.1.1.1B alt sira). Konfokal mikroskobuyla
belli araliklarla (40 saniyede bir) goruntileme yapilmasina ragmen, sekilde ornek

olarak sadece 0. ve 20. dakikalara ait goéruntiler verilmigtir.

A B

RAW 264.7 HEK-mP2X7
YO-PRO-1

YO-PRO-1

0. dk 20. dk 0. dk 20. dk
RAW 264.7 HEK-mP2X7
LUCIFER YELLOW LUCIFER YELLOW
0. dk 20. dk 0. dk 20. dk

Sekil-3.1.1.1: RAW 264.7 ve HEK-mP2X; hucrelerinde ATP uygulamasiyla olusan YO-PRO-1 ve
Lucifer Yellow girisinin konfokal mikroskop ile goriintilenmesi. (A) RAW 264.7 hicrelerinde (B) HEK-
mP2X7 hicrelerinde ATP uygulamasiyla olugsan YO-PRO-1 girisi (Ust panel), Lucifer Yellow girigi (alt
panel). Goruntiler, konfokal mikroskopla 30 sn araliklarla 30 dk. boyunca yapilan xyzt kayitlarindan
ornek olarak segilen 0. ve 20. dk’ ya ait tek bir z diizlemi gorintiisidur.
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3.1.2 RAW 264.7 ve HEK-mP2X ; Huicrelerinde Agonist Uyarisiyla Olu san YO-
PRO-1 Giriginin Farmakolojik Profili

RAW 264.7 hicrelerinde ATP uyarisiyla olusan membran gecirgenliginin P2X;
reseptorti aracili olup olmadidi arastirilmistir. Bunun igin bilinen P2X reseptor
agonistlerinden BzATP, ATP ve ADP farkl konsantrasyonlarda uygulanmig, YO-
PRO-1 ve Lucifer Yellow girisi incelenmistir. Agonist konsantrasyonuna karsi
floresans artigi iligskisi cizilmistir (doz-cevap egrisi). Doz-cevap iliskisinden, her bir
agonist icin maksimum yanitin yarisini olusturan agonist konsantrasyonu (EC50)
hesaplanmistir. Bu degerler, HEK-mP2X; hicrelerinden hesaplanan degerlerle

karsilastiriimistir.

Sekil-3.1.2.1' de RAW 264.7 hicrelerinde BzATP, ATP ve ADP’' nin farkh
konsantrasyonlarda uygulanmasiyla plaka okuyuculu spektroflorimetrede elde edilen
YO-PRO-1 floresans artis egimleri goérilmektedir (A, sol panel). Bu degerlerin
ortalama maksimum degere orani ve hesaplanan EC50 degerleri ise sag panelde
goriilmektedir. EC50 degerleri, BZATP icin 10°* M (~ 3 uM), ATP icin 10** M (~ 100
pHM) bulunmustur. Bu deg@erler bu iki agonist icin yaklasik 30 katlik bir potens farkina
isaret etmektedir. ADP icin ise 10° M (1 mM)’ dan bilyiiktir. ADP 3 mM' dan yiiksek
kullanilamadigi icin maksimum yanit, muhtemelen 6l¢tlenden daha ytksek olacaktir,
dolayisiyla EC50 degeri bu agonist icin kesin olarak ifade edilememektedir. Buna
karsin HEK-mP2X; hiicrelerinin YOPRO-1 i¢in, BZATP ve ATP igin elde edilen EC50
degerleri RAW 264.7 hicrelerinde go6zlendigi kadar birbirinden uzak degerler
degildir, sirasiyla BzATP icin 10** M (~ 100 pM) ve ATP icin 10%’ M (~ 300 uM)’ dir
ve yaklasik 3 katlik bir fark gosteren, birbirlerine yakin degerlerdir (Sekil-3.1.2.1B sol

panel). Bu hiicrelerde ADP ile dl¢ilebilir bir yanit gérilmemigtir.
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Sekil-3.1.2.1: RAW 264.7 ve HEK-mP2X; hiicrelerinin YO-PRO-1 girisi icin agonist profili. (A) RAW
264.7 hiicrelerinde cesitli dozlarda BzATP, ATP ve ADP uygulanarak elde edilen floresans artis
egimlerinden, agonist yoklugunda olgllen bazal egim cikarilarak agonist konsantrasyonun (molar)
logaritmasina kars! cizilmistir (sol panel), sol panelde elde edilen degerlerden ortalama minimum yanit
cikanimis ve ortalama maksimum yanita oranlanarak agonist konsantrasyonuna karsi ¢izilmistir (sag
panel).
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Sekil-3.1.2.1 devam: RAW 264.7 ve HEK-mP2X; hiicrelerinin YO-PRO-1 girisi icin agonist profili. (B)
RAW 264.7 hiicreleri icin test edilen agonistler HEK-mP2X7 hiicreleri icin de test edilmig, ayni sekilde
islenmistir. m, BZATP; m, ATP ve m, ADP ile elde edilen data noktalarini, ------- BzATP’ nin; ------- ATP’
nin; ADP’ nin doz-yanit egrisine yapilan fitleri temsil etmektedir. Sekil icinde verilen EC50
degerleri, doz-yanit egrisine yapilan fit kullanilarak hesaplanan ve maksimum yanitin yarisini olusturan
agonist konsantrasyonun logaritmasidir. Deneyler plaka okuyuculu spektroflorimetrede yapilmistir.
Sonugclar 8-10 ayri gin yapilan bagimsiz deneylerden elde edilmistir. Data noktalari ortalama + SEM
olarak verilmistir. (—) isareti BZATP ile (—) isareti ile gosterilen sonuclar ise konfokal mikroskopta
yapilan deneylerden elde edilen sonuglarin ortalamasini géstermektedir.
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Bu bolimdeki bulgular 6zetlenecek olursa RAW 264.7 hicreleri ile HEK-mP2X;
hiicrelerinde gorulen YO-PRO-1 giris yanitlarinda ATP ve BzATP potensleri HEK-
mP2X- hiicrelerinde birbirine ¢ok yakinken, RAW 264.7 hiicrelerinde BzATP, ATP’
ye gore belirgin olarak daha potent bir agonisttir. Bu durum daha ¢ok BzATP’ nin
EC50’ sindeki farkdan dogmaktadir. ADP ise zayif bir agonist olmakla beraber RAW
264.7 hicrelerinde dl¢ulebilir bir yanit olusturmakta ancak HEK-mP2X; hiicrelerinde
herhangi bir yanit olusturmamaktadir. Her iki hiicrede de agonist potens siralamasi

aynidir.

3.1.3 RAW 264.7 ve HEK-mP2X; Hucrelerinde Agonist Uyarisiyla Olu san

Lucifer Yellow Giri sinin Farmakolojik Profili

RAW 264.7 ve HEK-mP2X; hiicrelerinde uyari ile olusan membran gecirgenliginin
agonist profili bakimindan karsilastiriimasina katyonik bir boya olan YO-PRO-1' den
sonra anyonik Lucifer Yellow ile devam edilmistir (Sekil-3.1.3.1). BzATP, ATP ve
ADP icin hticre ici Lucifer Yellow floresans artis yaniti sekil-3.1.3.1A sol panelde ve
maksimum yanita normalize edilerek elde edilen EC50 degerleri sekil-3.1.3.1A sag
panelde gorilmektedir. RAW 264.7 hicrelerinin Lucifer Yellow girisi icin agonist
etkinlik siralamasi BzATP > ATP > ADP seklindedir. EC50 degerleri ise sirasiyla 10°
>2M (~ 6 uM), 10* M (~ 100 pM), 10> M (> 1mMY)’ dir. ATP de 1 mM ve sonrasinda

yanitlarda belirgin bir asagi bukilis gorilmektedir.
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Sekil-3.1.3.1: RAW 264.7 hicrelerinin Lucifer Yellow girigi icin agonist profili ve HEK-mP2X;
hicrelerinin Lucifer Yellow gegirgenligi. (A) RAW 264.7 hiicrelerinde ¢esitli dozlarda BzATP, ATP ve
ADP uygulanarak elde edilen hi/hd oranlarinin zamansal toplamlari (sol panel), sol panelde elde edilen
degerler ortalama maksimum yanita normalize edilmesi (sag panel). m, BZATP; m, ATP ve u, ADP’ dir. --
————— BzATP, ------- ATP, ADP doz-yanit egrisine yapilan fitleri temsil etmektedir. Sekil icinde
verilen EC50 degerleri, doz-yanit egrisine yapilan fit kullanilarak hesaplanan ve maksimum yanitin
yarisini olusturan agonist konsantrasyonun logaritmasidir.
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Sekil-3.1.3.1 devam: RAW 264.7 hicrelerinin Lucifer Yellow girisi i¢in agonist profili ve HEK-mP2X7
hicrelerinin Lucifer Yellow gegirgenligi. (B) HEK-mP2X7 hiicrelerinde ATP (m,1 mM) uygulanarak veya
uygulanmayarak (m, ATP 0) yapilan deneylerden 6élgulen ve 0., 10. ve 20. dk’ ya ait hicre igi ve hiicre
disi florensanslarin orani. Her bir élciim noktasi 62-165 arasi sayida hiicreden elde edilmis ve deneyler
5-8 ayri gun tekrar edilmistir. Data giinlerin ortalama + SEM olarak verilmistir.
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Yukarida da belirtildigi gibi HEK-mP2X; hiicreleri agonist uyarisi sonucunda sirekli
hareket etmeleri yizinden, teker teker takip edilememekte, dolayisiyla tek tek
hicrelerde zamana bagh floresans artigi 6lgilememektedir. Bu nedenle, sadece belli
zaman noktalarinda (0., 10. ve 20. dakika) ve tim hicrelerin ortalamasi alinarak
Olcim yapilabilmistir. RAW 264.7 hicrelerinin aksine HEK-mP2X- hiicrelerinde ATP
uyarisi ile herhangi bir Lucifer Yellow girisi gdzlenmemektedir (Sekil-3.1.3.1B). ATP
uyarisi olmadigr durumda (ATP 0) 0., 10. ve 20. dakikalarda elde edilen hicre igi
hicre disi floresans orani (hi/hd) oranlari sirasiyla 0,067 + 0,005; 0,074 + 0,006 ve
0,074 + 0,005 iken ATP uyarisi oldugu durumda (ATP 1 mM) 0., 10. ve 20.
dakikalarda elde edilen hi/hd oranlari sirasiyla 0,076 + 0,005; 0,083 £ 0,006 ve 0,089
+ 0,007’ dir.

Bu bolumdeki bulgular 6zetlenecek olursa HEK-mP2X; Hucrelerinde ATP ile bir
Lucifer Yellow girisi g6zlenememektedir. RAW 264.7 hiicrelerinde ise Lucifer Yellow
girisi icin BzATP, ATP ye gore yaklasik 10-15 kat daha potent bir agonisttir. ADP ise
dusik bir potense sahip olmakla birlikte bu hicrelerde O6lgilebilir bir yanit

olusturmaktadir.

3.1.4 RAW 264.7 ve HEK-mP2X ; Hiicrelerinde ATP Uyarisiyla Olu san YO-PRO-
1 Girisinin Secici P2X ; Antagonistine Olan Duyarhli g1

RAW 264.7 hicrelerinde ATP uyarisi ile olusan YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow giriginin
P2X-; reseptdrt aracili olup olmadidinin bir diger test yolu ise s6zkonusu floresan
boya gecirgenliginin segici P2X; reseptdr antagonistine olan duyarlihdini incelemek
ve HEK-mP2X; hicreleriyle karsilastirmaktir. A740003 son vyillarda sentezlenen
yarigsmall ve segici bir P2X; antagonisttir (Donelly-Roberts ve ark., 2009). Bunun igin,
once RAW 264.7 hicrelerinde farkh konsantrasyonlarda A740003 varliginda, ATP
submaksimal ve maksimal birer konsantrasyon olan 100 veya 300 uM da
uygulanmis ve YOPRO-1 girisi Olgulmastir (sekil-3.1.4.1A). 300 uM ATP ile elde
edilen A740003 IC50 degeri 10°° M (~ 3 uM), 100 uM ATP ile elde edilen A740003
IC50 degeri ise 10°%' (~ 1 pM) dir (sekil-3.1.4.1A icin degerler). Yarismali bir
antagonistten beklendigi gibi, A74003’ Gin de dusik agonist ile IC50 degeri yuksek
konsantrasyon agonist ile elde edilen IC50 dederinden daha dusuktir ve bu degerler

literatirde rapor edilen IC50 de@erlerine son derece yakindir (Donnelly-Roberts,
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2009). A740003’ uin inhibisyon etkisinin ¢ozicu (DMSO) etkisi olmadigi, A74003’ den
gelen ile ayni derisimde yapilan DMSO ile test edilmis ve bir inhibisyon
gorilmemistir. Diger yandan plaka okuyuculu spektroflorimetrede elde edilen
A740003 inhibisyon verileri konfokal mikroskopta yapilan ancak goreceli olarak daha
az sayida nokta ile kontrol edilmis ve yaklagik ayni sonug¢ gorilmustur (sekil-3.1.4.1A
grafik icindeki kiigtik grafik).
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Sekil-3.1.4.1: RAW 264.7 ve HEK-mP2X7 hiicrelerinde ATP ile olusan YO-PRO-1 giriginin segici P2X7
reseptor antagonisti duyarlihgi. (A) RAW 264.7 hicreleri, secici P2X7 reseptor antagonisti A740003 ile 8
dakika 37 C’ de inkibe edilmis, farkli konsantrasyonlarda A740003 varliginda ATP (m 300 UM ve =
100) uygulanarak, A740003 konsantrasyonuna karsi YO-PRO-1 floresans artisi elde edilmis ve A74003
yoklugunda elde edilen degere normalize edilmistir. Doz-inhibisyon egrisine yapilan fitten hesaplanan
IC50 degeri, A74003' ({n maksimum inhibisyonun vyarisini olusturdugu konsantrasyonunu
gOstermektedir ve grafik icinde, 100 uM ve 300 pM ATP icin ayri ayri verilmigtir. Grafik ici: ATP 300 pM
ve gosterilen derigsimde A740003 kullanilarak RAW 264.7 hucrelerinde konfokal miksroskopla elde
edilen degerler isaretiyle gosterilmistir. Bu noktalarin (zerine blylk sekildeki fit edilen egri
yerlestirilmistir. B) HEK-mP2X7 hicrelerinde de 300 pM ATP yanitlarinin A740003 ile olusan doz-
inhibisyon iligkisi RAW 264.7 hicreleriyle ayni protokolle spektroflorimetre de elde edilmis ve doz-
inhibisyon egrisine yapilan fitten hesaplanan IC50 degeri grafik icinde verilmigtir. Deneyler 4-5 ayri glin
tekrarlanmigtir. Degerler ortalama + SEM olarak ifade edilmistir.
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HEK-mP2X; hiicrelerinde ATP icin submaksimal konsantrasyon olan 300 uM ATP
kullanilarak YO-PRO-1 girisi icin yapilan deneylerde, A740003 icin IC50 degeri 10™°
M (~ 1,5 pM) olarak tespit edilmistir (sekil-3.1.4.1B).

3.1.5 RAW 264.7 Hucrelerinde ATP Uyarisiyla Olu san Lucifer Yellow Giri sinin
Secici P2X ; Antagonist Duyarlili - g1

YO-PRO-1 girisine benzer olarak RAW 264.7 hiicrelerinde ATP uyarisiyla gérilen
Lucifer Yellow girisinin segici P2X; antagonistine duyarhliyi incelenmistir (sekil-
3.1.5.1). Bu hiicrelerde submaksimal doz olan 100 uM ATP ile A740003’ Un Lucifer
Yellow girisi icin 1C50 degeri 10°® M (~ 1.5 pM) bulunmustur ve YO-PRO-1 icin ayni
doz ATP ile bulunan degere son derece yakindir (sekil-3.1.5.1).
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Sekil-3.1.5.1: RAW 264.7 hiicrelerinde ATP ile olusan Lucifer Yellow girisinin segici P2X7 reseptér
antagonisti duyarliigi. RAW 264.7 hicrelerinde, farkli derisimlerde segici P2X7 reseptor antagonisti
A740003 varhiginda ATP (100 pM) uygulanmis ve A740003 doz-inhibisyon egrisi elde edilmistir. Bitin
data noktalari, antagonist yoklugunda elde edilen maksimum yanitin ortalamasina normalize edilmigtir
(0 ve -8 deki yanitlarin ortalamasi). Grafik icindeki IC50 degeri, 100 uM ATP icin A74003’ Uin maksimum
inhibisyonun yarisini olusturdugu konsantrasyonunu goéstermektedir. Deneyler 6 ayri giin tekrar
edilmistir. HEK-mP2X; hicrelerinde ATP uygulamasiyla Lucifer Yellow girisi gdzlenmediginden,
antagonist duyarhlidi bu yanit igin test edilmemistir.



HEK-mP2X; hicrelerinde ATP uyarisi ile Lucifer Yellow girisi gézlenmediginden,
antagonistik etki bu kosullar igin incelenememigtir. RAW 264. ve HEK-mP2X,
hiicreleriyle elde edilen agonist EC50 degerleri ve antagonist IC50 degerleri tablo-
3.1.5.1’ de gorilmektedir.

Tablo-3.1.5.1: RAW 264.7 ve HEK-mP2X7 hiicrelerinin agonist profilleri ve antagonist duyarlilig
karsilastirmasi. RAW 264.7 ve HEK-mP2X7 hicreleriyle YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow icin elde edilen
agonist EC50 degerleri ve secici P2X7 antagonisti olan A740003’ nin, RAW 264.7 hiicreleri icin 100 uM

ATP, HEK-mP2X7 hucreleri icin 300 pM ile elde edilen IC50 degerleri. @, yanit olmadidini ifade
etmektedir.

YO-PRO-1
RAW 264.7 [HEK-mP2X7 | RAW 264.7 |HEK-mP2X7
BzATP -5,4 -4,1 -5,2 @
Agonist ATP -4,1 -3,7 -4 @
ADP >-3 ) >-3 @
Antagonist | A740003 -6,1 -5,8 -5,8 2

3.2 RAW 264.7 ve HEK-MP2X; Hucrelerinde ATP ile Olu san Yanitlara

Panneksin-1 ve Anyon Ta siyicisi inhibitdrlerinin Etkisi

P2X- resepdr aktivasyonunda panneksin-1' in rolii olduguna iligkin literatirde cesitli
bulgular mevcuttur. Ancak bu konudaki sonucglar oldukca celigkilidir. Kimi
calismalarda panneksin-1 inhibitorii oldugu 6ne sirilen CBX' in ve panneksin-1
susturucu RNA uygulamasinin (siRNA) P2X; aktivasyonuyla olusan YO-PRO-1
girisini inhibe ettigi gosterilirken (Pelegrin ve Surprenant, 2006), kimi ¢alismalarda
ayni inhibitor ve susturucu RNA’ nin herhangi bir inhibisyon etkisi gdsterilememistir
(Bhaskaracharya ve ark., 2014). Anyon taslyici inhibitérit NPPB’ nin panneksin-1 ile
olusan membran akimlarini inhibe ettigi de literatirdeki diger bir bulgudur.
LiteratUrdeki bu bulgulardan hareketle, RAW 264.7 ve HEK-mP2X- hiicrelerinde ATP
uyarisiyla olusan YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow girisinde s6zl edilen inhibitorlerin
inhibisyon etkisi incelenerek, panneksin-1 ve anyon taslyicilarinin ATP’ nin aktive

ettigi bu iki gecirgenlik yolaginda olasi rolleri ortaya konmaya calisiimistir.
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3.2.1 CBX, NPPB ve NFA' nin RAW 264.7 ve HEK-mP2X7 Hducrelerinde ATP
Uyarisiyla Olu san Bleblenmeye Etkisi

RAW 264.7 hicrelerinde ATP uyarisiyla Lucifer Yellow ve YO-PRO-1 girigi
gorildiginden her iki floresan boya girisi icin CBX, NPPB ve NFA' nin farkh

konsantrasyonlardaki etkisi incelenmigtir.

CBX ile elde edilen ilk ve olduk¢ca beklenmedik g6zlem hicrelerin dinamik
bleblenmelerini durdurmasidir. ATP uyarisiyla hiicre membraninin farkli yerlerinde
surekli olusup geri cekilen blebler yerine bu maddenin uygulanmasi ile olusup,
oldugu gibi kalan blebler goérilmustir. Buna ek olarak, ATP uyarisiyla lamel
tabanindan kalkan hicreler, ATP ile beraber CBX uygulandijinda lamel tabanindan
hemen hemen hi¢ kalkmamaktadir. ATP’ nin dolayisiyla da P2X; uyarisinin en
belirgin morfolojik etkilerini ortadan kaldirma etkisi, CBX' in ilk gbze carpan etkisidir.
Benzer etki NFA ve NPPB ile de g6zlenmistir. CBX, NFA ve NPPB’ nin bu morfolojik
etkileri konsantrasyon bagimli bulunmustur. Bu bulgu deney bir film olarak
izlendiginde ancak net olarak gorilebilmektedir, dolayisi ile bu etki ile ilgili gorinttler
metin icine alinmamigtir. S6zU edilen etki, tim inhibitérler icin hem RAW 264.7 hem

de HEK-mP2X5 hiicrelerinde gorualmastir.

3.2.2 CBX, NPPB ve NFA' nin RAW 264.7 Hucrelerinde ATP Uyarisiyla Olu san
YO-PRO-1 Girigine Etkisi

Panneksin-1 inhibitéri oldugu ve P2X; aracili YO-PRO-1 girigini panneksin-1
Uizerinden inhibe ettigi 6ne surtlen CBX'in, RAW 264.7 hiicrelerinde ATP uyarisiyla
olusan YO-PRO-1 girigsine herhangi bir inhibitdr etkisi gézlenmemistir (sekil-3.2.2.1
dst). 33 uM, 11 uM ve 3,7 uM CBX, ATP uyarisi ile olusan YO-PRO-1 girigini inhibe
etmemektedir. CBX' in ATP ile olusan YO-PRO-1 girisine olan etkisizligi, CBX’ li
yanitlar CBX' siz ATP vyanitinin kati olarak ifade edildiginde elde edilen
degerlerlerden anlasiimaktadir. Bu degerler sirasiyla 0,74 + 0,08; 0,81 + 0,09 ve
0,94 'tur (sekil-3.2.2.1 alt). Bununla beraber 100 uM CBX ATP uyarisiyla olusan YO-
PRO-1 girisini bir miktar arttirmaktadir. Her ne kadar 100 uM CBX, ATP uyarisi
olmadan da hafif bir YO-PRO-1 girisi yapiyor olsa da, bu artigs ATP ile olan yanittaki
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artis1 aciklamaya yetmemektedir. CBX bir panneksin inhibitoradur dolayisi ile bu
bulgu ATP ile olugan YO-PRO-1 giriginin RAW 264.7 hicrelerinde panneksin aracili
olmadigini disundirmektedir.

RAW 264.7 YO-PRO-1

CBX

800 — ATP 300 uM CBX 100 uM

— ATP 300 uM CBX 33 uM
700 | —ATP 300 uM CBX 11 uM
ATP 300 uM CBX 3,7 uM
ATP 300 uM CBX 0 uM
600 | —ATP 0 uM CBX 0 uM

ATP 0 uM CBX 100 uM
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o
I
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O T T T T
0 5 10 15 20
zaman (dk)
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3,0
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I

ATP 300 uM CBX 0'a Gore Kat Arti g1
- =
© o1

o
(¢
I

ATP 300 ATP 300 ATP 300 ATP 300 ATP 300 ATP 0 ATP 0
CBX 100 CBX33 CBX 11 CBX 3,7 CBX 0 CBX 0 CBX 100

Sekil-3.2.2.1: RAW 264.7 hiicrelerinde ATP ile olusan YO-PRO-1 giriginin CBX duyarliligi. RAW 264.7
hicreleri 0, 3,7, 11, 33 ve 100 uM CBX ile 8 dakika 37<C’ de inkiibe edilmis ve ATP (0 veya 300 uM)
uygulanarak konfokal mikroskop altinda YO-PRO-1 girisi zaman boyunca incelenmigtir (Ust panel).
Floresans artis egrilerine lineer fit yapilarak hesaplanan egimler, ATP 300 uM + 0 uM CBX kosulunda
elde edilen floresans artis egimlerinin ortalamasina gére kat artisi olarak ifade edilmistir (alt panel.
Deneyler 4-6 ayri giin tekrar edilmistir. Data ortalama + SEM olarak verilmigtir.
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Bir anyon taslyici/kanal inhibitéri olan NPPB 33 uM, 11 uM ve 3,7 uM derisimde
ATP uyarisiyla olusan YO-PRO-1 giriglerine 6lgulrebilir bir etki yapmamistir (sekil-
3.2.2.2 ust panel). Egrilerin egimleri de sayisal olarak yakindir (ortalama + SEM
degerleri sirasiyla 1,44 + 0,09; 1,02 £ 0,09 ve 1,15 + 0,21) (sekil-3.2.2.2 alt panel).
Ancak 100 pM NPPB yine CBX' e benzer olarak ATP ile olugsan YO-PRO-1 girigini
inhibe etmemekle beraber arttirmaktadir. Bu durum gerek floresans artis egrilerinden
(sekil-3.2.2.2 st panel) gerekse egimlerin sayisal degerlerinden anlasiimaktadir
(sekil-3.2.2.2 alt panel). CBX' e benzer sekilde, RAW 264.7 hicrelerinde bir anyon
tastyici/kanal inhibitéri olan NPPB’'nin ATP uyarisiyla olusan YO-PRO-1 girisine bir
inhibitdr etkisi gbzlenmemistir. YO-PRO-1 pozitif yukli bir floresan boya oldugundan
bu anyon tasiyici/kanal inhibitort ile alinan sonug¢ beklenmedik degildir. Ancak bu
madde ayni zamanda CBX kadar potent bir pannexin inhibitdrii olarak da
bilinmektedir. Dolayisi ile bu bulgu CBX bulgularimiz gibi ATP ile olusan YO-PRO-1

girisinin RAW 264.7 hicrelerinde panneksin aracili olmadigini distindirmektedir.

Bir diger anyon tasiyici/kanal inhibitéri olan NFA 100 puM, 33 uM ve 11 uM derisimde
ATP uyarisiyla olusan YO-PRO-1 girislerine RAW 264.7 hicrelerinde olculebilir bir
etki yapmamistir (sekil-3.2.2.3 Ust panel). NFA' nin ATP ile olusan YOPRO-1 girisi
Uzerine etkisizligi, egimlerin sayilsal degerlerinden de anlasiimaktadir (ortalama +
SEM degerleri sirasiyla 1,07 £0,19; 0,79 + 0,10; 1 £ 0,2) (sekil-3.2.2.3 alt panel). NFA
bir anyon taslyici inhibitérl oldugu icin, YO-PRO-1 ise pozitif yukll bir floresan boya

oldugundan, NFA' nin YO-PRO-1 girigini inhibe etmesi zaten beklenmemektedir.

NPPB ve NFA' nin ¢ozuculeri DMSO olmasindan dolayr 100 pM NPPB’ nin ATP
aracili YO-PRO-1 girisini arttirici etkisinin DMSQO’ dan kaynaklanip kaynaklanmadigi
ayrica test edilmistir. Bunun icin NPPB ve NFA’ nin 100 uM ve 33 pM’ Ina karsilik
gelen sulandirmalarda (1/1000 ve 1/3000) DMSO kullaniimis ve ATP aracili YO-
PRO-1 girigine bir arttirici etkisinin olmadigi gozlenmistir (sekil-3.2.2.4).
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RAW 264.7 YO-PRO-1

NPPB
800 7 — ATP 300 uM NPPB 100 uM
— ATP 300 uM NPPB 33 uM
700 | —ATP 300 uM NPPB 11 uM

ATP 300 uM NPPB 3,7 uM

ATP 100 uM NPPB 0 uM
——ATP 0 uM NPPB 0 uM

ATP 0 uM NPPB 33 uM

600 -

500 -

400 A

300

Floresans (k.b)

200

100 5=

zaman (dk)

RAW 264.7 YO-PRO-1
NPPB

ATP 300 uM NPPB 0'a Gore Kat Arti g1

|

ATP 300 ATP 300 ATP 300 ATP 300 ATP 300 ATP O ATP O
NPPB 100 NPPB 33 NPPB 11 NPPB 3,7 NPPB 0 NPPB 0 NPPB 33

Sekil-3.2.2.2: RAW 264.7 hicrelerinde ATP ile olusan YO-PRO-1 girigsinin NPPB duyarhligi. RAW
264.7 hucreleri 0, 3,7, 11, 33 ve 100 uM NPPB ile 8 dakika 37<C’ de inkiibe edilmis ve ATP (0 veya 300
uM) uygulanarak konfokal mikroskop altinda YO-PRO-1 girisi zaman boyunca incelenmistir (ist panel).
Floresans artis egrilerine lineer fit yapilarak hesaplanan egimler, ATP 300 uM + 0 uM NPPB kosulunda
elde edilen floresans artis egiminine gore kat artigi olarak ifade edilmistir (alt panel). Deneyler 4-6 ayri
gun tekrar edilmistir (ATP 0 NPPB 33 deneyi 1 giin yapilmistir). veriler, ortalama + SEM verilmigtir.
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Sekil-3.2.2.3: RAW 264.7 hiicrelerinde ATP ile olusan YO-PRO-1 girisinin NFA duyarlligi. RAW 264.7
hicreleri 0, 3,7, 11, 33 ve 100 uM NFA ile 8 dakika 37<C’ de inkiibe edilmis ve ATP (0 veya 300 uM)
uygulanarak konfokal mikroskop altinda YO-PRO-1 girisi zaman boyunca incelenmigstir (Ust panel).
Floresans artis egrilerine lineer fit yapilarak hesaplanan egimler, ATP 300 uM + 0 uM NFA kosulunda
elde edilen floresans artis egimlerinin ortalamasina gore kat artisi olarak ifade edilmistir (alt panel).
Deneyler 4-6 ayri giin tekrar edilmistir. Data ortalama + SEM olarak verilmigtir.
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RAW 264.7 YO-PRO-1
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Sekil-3.2.2.4: RAW 264.7 hicrelerinde ATP ile olusan YO-PRO-1 girisinde goérilen NPPB ve NFA
duyarhihdinin tasiyici (DMSO) etkisi. RAW 264.7 hucreleri ayrintilari “materyal ve metod” kisminda
aciklanan nedenlerle 0, 1/1000 ve 1/3000 oraninda sulandiriimig DMSO ile 8 dakika 37<C’ de inkiibe
edilmis ve ATP (0 veya 300 uM) uygulanarak konfokal mikroskop altinda YO-PRO-1 girisi zaman
boyunca incelenmistir (Ust panel). Floresans artis egrilerine lineer fit yapilarak hesaplanan egimler, ATP
300 uM + 0 DMSO kosulunda elde edilen floresans artis egiminine gore kat artisi olarak ifade edilmistir
(alt panel). Deneyler 4-6 ayri gun tekrar edilmistir. Data ortalama + SEM olarak verilmistir
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3.2.3 CBX, NPPB ve NFA' nin HEK-mP2X7 Hucrelerinde  ATP Uyarisiyla
Olusan YO-PRO-1 Giri gsine Etkisi

Konfokal deneylerinde, yukarida da bahsedildigi gibi Panneksin-1 inhibitéri CBX' in
ve anyon taglyici/kanal blokdrt olan NPPB ve NFA'nin, RAW 264.7 hicrelerinde
gorilen morfolojik etkileri HEK-mP2X7 hiicrelerinde de gorilmustir. CBX' in ATP ile
aktive olan YO-PRO-1 giris yanitlarini inhibe edip etmedigi plaka okuyucu

kullanilarak nicel olarak incelenmistir.

CBX 100 pM, 33 uM, 11 uM ve 3,7 uM derisimlerde ATP uyarisi ile olusan YO-PRO-1
girisini inhibe etmemektedir (sekil-3.2.3.1 Ust panel). CBX' in ATP ile olusan YO-
PRO-1 girisine olan etkisizligi, CBX ile 6lcllen degerler CBX' siz ATP yanitinin (1
mM ATP + 0 CBX) kati olarak ifade edildiginde elde edilen ortalama + SEM
degerlerlerinden de anlasiimaktadir. Bu degerler, CBX 100 uM, 33 puM, 11 uM ve 3,7
uM kosullari icin elde edilen degerler sirasiyla 1,04 + 0,18; 1,10 + 0,12; 0,87 + 0,13
ve 1,14 + 0,15 (sekil-3.2.3.1 alt panel).

Diger yandan NPPB, ATP ile olusan YO-PRO-1 girisini belirgin sekilde inhibe
etmektedir (sekil-3.2.3.2 Ust panel). Ancak bu inhibisyon doz bagimli gibi
gbrinmektedir. NPPB 100 uM, 33 uM ve 11 uM kosullarinda elde edilen floresans
artis egimleri 1 mM ATP + 0 NPPB kosulunda elde edilenin kat artigi olarak ifade
edildiginde sirasiyla 0,72 £ 0,15; 0,79 +0,21; 0,89 0,21’ dir (sekil-3.2.3.2 alt panel).
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HEK-mP2X7 YO-PRO-1
CBX
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Sekil-3.2.3.1: HEK-mP2X7 hicrelerinde ATP ile olusan YO-PRO-1 girisinin CBX duyarllidi. HEK-
mP2X7 hucreleri 0; 3,7; 11; 33 ve 100 uM CBX ile 8 dakika 37°C’ de inkiibe edilmis ve ATP (0 veya 1
mM) uygulanarak spektroflorimetrede YO-PRO-1 girisi zaman boyunca incelenmigtir (Ust panel).
Floresans artis egrilerine lineer fit yapilarak hesaplanan egimler, ATP 1 mM + 0 uM CBX kosulunda
elde edilen floresans artis egimlerinin ortalamasina goére kat artisi olarak ifade edilmistir (alt panel.
Deneyler 3-6 ayri gliniin ortalama + SEM’ i olarak verilmistir.
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Sekil-3.2.3.2: HEK-mP2X7 huicrelerinde ATP ile olusan YO-PRO-1 girisinin NPPB duyarlhgi. (B) HEK-
mP2X7 hicreleri 0,11, 33 ve 100 uM NPPB ile 8 dakika 37°C’ de inkube edilmis ve ATP (0 veya 1 mM)
uygulanarak konfokal mikroskop altinda YO-PRO-1 girisi zaman boyunca incelenmistir (st panel).
Floresans artis egrilerine lineer fit yapilarak hesaplanan egimler, ATP 1 mM + 0 pM NPPB kosulunda
elde edilen floresans artis egimlerinin ortalamasina gore kat artisi olarak ifade edilmistir (alt panel).

Deneyler 3-6 ayri gliniin ortalama + SEM’ i olarak verilmistir.
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NFA ise ATP ile olusan YO-PRO-1 girisine bir inhibisyon etkisi yapamamaktadir
(sekil-3.2.3.3 Ust panel). NFA 100 uM, 33 uM ve 11 uM kosullarinda elde edilen
floresans artis egimleri 1. mM ATP + 0 NFA kosulunda elde edilenin kat artigi olarak
ifade edildiginde sirasiyla 1,10 = 0,25; 0,92 + 0,19; 1,02 £+ 0,25’ dir (sekil-3.2.3.3 alt

panel).

NPPB ve NFA' nin ¢dzlicusli DMSO oldugundan ayrica test edilmistir. DMSQO’ nun
ATP aracili YO-PRO-1 girisine etkisizligi gosterilmistir. Bunun icin NPPB’ nin 100
uM’ 1Ina karsihk gelen sulandirmayla (1/1000) DMSO kullaniimis ve ATP aracili YO-
PRO-1 girisine arttirici etkisinin olmadigr goézlenmistir (sekil-3.2.3.1D). 1/1000
DMSO varhliginda gorulen ATP aracili YO-PRO-1 giris egimi, ATP 1 mM + 0 DMSO

kosulunda gorulen edimin kat artisi cinsinden 0,94 + 0,09’ dur.
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HEK-mP2X7 YO-PRO-1

NFA
2400000 7115 1 1wt NFA 100 um
—ATP 1 mM NFA 33 uM
—ATP 1 mM NFA 11 uM
2000000 - atp 1 mm NFA O uM
—ATP 0 mM NFA 0 uM
ATP 0 mM NFA 100 uM
1600000 -
i)
3
£ 1200000 1
©
(%)
o
°
% 800000 -
UG E SSSRSaEEISEESERLAESS ESE S -
0 ‘ ‘ ‘ |
. 10 15 20
zaman (dk)
HEK-mP2X7 YO-PRO-1
NFA
1,6 4
1,4 4

ATP 1 mM NFA 0'a Gore Kat Arti g1

| I

ATP1mM ATP1ImM ATP1mM ATP1mM ATP O ATP O
NFA 100 NFA 33 NFA 11 NFA O NFA O NFA 100

Sekil-3.2.3.3: HEK-mP2X7 hticrelerinde ATP ile olusan YO-PRO-1 girisinde NFA duyarliigi. HEK-
mP2X7 hucreleri 0,11, 33 ve 100 pM NFA ile 8 dakika 37°C’ de inkibe edilmis ve ATP (0 veya 1 mM)
uygulanarak spektroflorimetrede YO-PRO-1 girisi zaman boyunca incelenmistir (st panel). Floresans
artis egrilerine lineer fit yapilarak hesaplanan egimler, ATP 1 mM + 0 uM NFA kosulunda elde edilen
floresans artis egimlerinin ortalamasina gore kat artisi olarak ifade edilmistir (alt panel). Deneyler 3-6
ayri giniin ortalama + SEM' i olarak verilmistir.
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Sekil-3.2.3.4: HEK-mP2X7 hicrelerinde ATP ile olusan YO-PRO-1 girisinde gorilen NPPB ve NFA
duyarhliginda tasiyici (DMSO) etkisi. HEK-mP2X; hiicreleri 1/1000 DMSO ile 8 dakika 37°C’ de inklbe
edilmis ve ATP (0 veya 1 mM) uygulanarak konfokal mikroskop altinda YO-PRO-1 girisi zaman boyunca
incelenmigstir (Ust panel). Floresans artis egrilerine lineer fit yapilarak hesaplanan egimler, ATP 1 mM +
0 DMSO kosulunda elde edilen floresans artis egimlerinin ortalamasina gore kat artigi olarak ifade
edilmistir (alt panel). Deneyler 3-6 ayri glinun ortalama + SEM’ i olarak verilmigtir.
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3.2.4 CBX, NPPB ve NFA' nin RAW 264.7 Hilcrelerinde ATP Uyarisiyla Olu san

Lucifer Yellow Giri sine Etkisi

RAW 264.7 hicrelerinde ATP uyarisiyla YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow olmak tzere iki
ayri gecirgenlik gorulmektedir. Bu nedenle CBX, NPPB ve NFA’' nin YO-PRO-1
girisinde inhibisyon etkisi incelendikten sonra Lucifer Yellow girigi Gizerindeki etkileri

incelenmistir.

CBX, ATP uyarisiyla olusan Lucifer Yellow girigini inhibe etmemekte ilging olarak
belirgin olarak arttirmaktadir. ATP aracili Lucifer Yellow girisinin, 100, 33 ve 11 uM
CBX ile doz bagimh olarak arttigi hi/hd oranlarindan acik¢a goérilmektedir (sekil-
3.2.4.1 Ust panel). CBX varliginda dl¢cilen ATP aracih Lucifer Yellow girisi egrileri
altinda kalan alan, CBX 0 kosulunda gorilenlere oranlandiginda; 100, 33, 11 ve 3,7
uM CBX icin sirasiyla 4,66 + 0,34; 4,41 + 0,82; 1,46 + 0,37 ve 0,88 + 0,39

bulunmustur.

Anyon tagiyici inhibitéri NPPB de CBX' e benzer olarak ATP aracili Lucifer Yellow
girisini inhibe etmemekte ancak beklenmedik sekilde buyiik oranda arttirmaktadir.
NPPB 100, 33 ve 11 uM NPPB’ nin ATP aracili Lucifer Yellow girigini belirgin olarak
arttirdigi kinetik 6lciimlerden agikca gorulmektedir (sekil-3.2.4.2 Ust panel). NPPB
varhginda dl¢ulen ATP aracili Lucifer Yellow girigi egrileri altinda kalan alan, NPPB 0
kosulunda gorulenlere oranlandiginda; 100, 33, 11 ve 3,7 pM NPPB igin sirasiyla 7;
6,13 £ 0,85; 1,26 + 0,46; 0,96 £ 0,18 bulunmustur (sekil-3.2.4.2 alt panel).
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Sekil-3.2.4.1: RAW 264.7 hicrelerinde ATP ile olusan Lucifer Yellow girisinin CBX duyarlihgi. RAW
264.7 hucreleri 0, 3,7, 11, 33 ve 100 puM CBX ile 8 dakika 37°C’ de inklibe edilmis ve ATP (0 veya 300
uM) uygulanarak konfokal mikroskop altinda Lucifer Yellow girisi zaman boyunca incelenmistir. Hiicre
ici floresans hicre disi floresansa oranlarak (hi/hd) zamanla degisim egrileri elde edilmistir (Ust panel).
Alt panelde her bir egri altinda kalan alan, ATP 300 pM + CBX 0 kosulunda elde edilen alanlarin
ortalamasina goreceli verilmigtir. Deneyler 4-6 ayri giin tekrar edilmistir (ATP 0 CBX 100 deneyi 1 gin
yapiimistir). Data ortalama + SEM olarak verilmisgtir.
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Sekil-3.2.4.2: RAW 264.7 hucrelerinde ATP ile olusan Lucifer Yellow girisinin NPPB duyarliligi. RAW
264.7 hicreleri 0, 3,7, 11, 33 ve 100 uM NPPB ile 8 dakika 37°C’ de inkiibe edilmis ve ATP (0 veya
300 pM) uygulanarak konfokal mikroskop altinda Lucifer Yellow girisi zaman boyunca incelenmigstir.
Hucre i¢i floresans hiicre disi floresansa oranlarak (hi/hd) zamanla degisim egrileri elde edilmigstir (Ust
panel). Alt panelde her bir egri altinda kalan alan, ATP 300 uM + NPPB 0 kosulunda elde edilen
alanlarin ortalamasina gore kat artisi seklinde verilmistir. Deneyler 4-6 ayri gin tekrar edilmistir (ATP
300 uM NPPB 100 uM deneyi 1 gin yapilmigtir). Data ortalama + SEM olarak verilmistir.
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Bagka bir anyon tastyici inhibitéri NFA de CBX ve NPPB’ ye benzer olarak ATP
aracili Lucifer Yellow girigini inhibe etmemekte ancak beklenmedik sekilde ve belirgin
olarak arttirmaktadir. Bu ¢ikarim kinetik ol¢ctimlerden yapilabilecegi gibi (sekil-3.2.4.3
Ust panel), edrilerin altinda kalan alanlarin karsilastiriimasiyla da gérilecektir (sekil-
3.2.4.3 alt panel). NFA varliginda 6lgculen ATP aracili Lucifer Yellow girigi egrileri
altinda kalan alan, NFA 0 kosulunda gorulenlere oranlandidinda; 100, 33, 11 ve 3.7
UM NFA icin sirasiyla 5,23 £ 0,29; 2,59 + 0,33; 2,03 +0,30; 1,37 £ 0,30’ dir.

Anyon taslyici inhibitorleri olarak bilinen NPPB ve NFA' in ATP aracili Lucifer Yellow
girisini inhibe etmek yerine arttirici etkisinin gérilmesi akla ilk etapta ¢dzicu etkisini
getirmektedir. Cozucu olarak kullanilan DMSQO’ nun, NFA veya NPPB’ nin muhtemel
inhibisyon etkisi maskeleyebilecedi, bu nedenle inhibisyon vyerine aktivasyon
gorilebilecegi seklinde bir yan etkiyi disarlamak icin, NPPB ve NFA’' nin 33 uMm
kullanimiyla gelen DMSQO’ ya karslilik bir sulandirmayla (1/3000) DMSO kullaniimis
ve benzer bir Lucifer Yellow girigi artigi olup olmadigi incelenmigtir. Ancak 1/3000
DMSO ATP aracili olusan Lucifer Yellow girisinde inhibisyon yada arttirma gibi bir
etkide bulunmamistir (sekil-3.2.4.4). Dolayisiyla NFA ve NPPB’ nin gosterdigi Lucifer

Yellow yanitlarindaki arttirici etki ¢ozicu etkisi degildir.
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Sekil-3.2.4.3: RAW 264.7 hicrelerinde ATP ile olusan Lucifer Yellow girisinin NFA duyarlihgi. RAW
264.7 hiicreleri 0, 3,7, 11, 33 ve 100 uM NFA ile 8 dakika 37°C’ de inkiibe edilmis ve ATP (0 veya 300
uM) uygulanarak konfokal mikroskop altinda Lucifer Yellow girisi zaman boyunca incelenmistir. Hiicre
ici floresans hicre disi floresansa oranlarak (hi/hd) zamanla degisim egrileri elde edilmistir (Ust panel).
Sol panelde her bir egri altinda kalan alan, ATP 300 uM NFA 0’ in kat artisi seklinde verilmistir (alt
panel). Deneyler 4-6 ayri glin tekrar edilmistir. Data ortalama + SEM olarak verilmistir.
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Sekil-3.2.4.4: RAW 264. hicrelerinde ATP ile olusan Lucifer Yellow girisinde gorilen NPPB ve NFA
duyarlhihginda tasiyici (DMSO) etkisi. RAW 264.7 hicreleri 0, 1/1000,1/3000 sulandiriimigs DMSO ile 8
dakika 37° C' de inkiibe edilmis ve ATP (0 veya 300 uM) uygulanarak konfokal mikroskop altinda
Lucifer Yellow girisi zaman boyunca incelenmistir. Huicre ici floresans hicre digi floresansa oranlarak
(hi/hd) zamanla degisim egrileri elde edilmistir (st panel). Alt panelde her bir egri altinda kalan alan,
ATP 300 pM + DMSO 0 kosulunda elde edilen alanlarin ortalamasina goreceli verilmigtir. Veriler 34-197
hiicreden elde edilmistir. Deneyler 2-6 ayri giin tekrar edilmigtir. Data ortalama + SEM olarak verilmistir.
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3.2.5 CBX' in HEK-mP2X ; Hicrelerinde Lucifer Yellow Giri  gine Etkisi.

RAW 264.7 hiicrelerinde CBX’ in ATP ile olusan Lucifer Yellow giriginin arttirmasi,
Lucifer Yellow girisinin goérilmedigi HEK-mP2X; hicrelerinde de CBX’ nin bu girigi
aktive edebilme olasihigini akla getirmigtir. Bunun icin ATP uygulanarak 0., 10. ve
20. dakikalarda 6lcilen hi/hd oranina, 33 uM CBX’ in etkisi incelenmistir. Buna gére,
0. dakikaya oranlandiginda, CBX 33 uM uygulanmis ve uygulanmamig kosullar
arasinda Lucifer Yellow girisi bakimindan fark gérilmemistir. Ayrica CBX 33 uM' In
ATP’ siz herhangi bir etkisi de bulunmamaktadir (sekil-3.2.5.1).
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Sekil-3.2.5.1 HEK-mP2X7 hicrelerinde CBX' in ATP ile Lucifer Yellow aktivasyonu. HEK-mP2X;
hicreleri 33 uM CBX ile 8 dakika 37<C’ de inkibe edilmis ve ATP (0 veya 1mM) uygulanarak konfokal
mikroskop altinda Lucifer Yellow girisi zaman boyunca incelenmistir. Hicre ici floresans hicre disi
floresansin oranlarak (hi/hd) 0., 10. ve 20. dakikalar i¢in dlgulmustir. Veriler her bir uygulama icin 0.
dakikaya normalize edilmistir. Deneyler 1-3 ayri gin tekrar edilmigtir. Data ortalama + SEM olarak
verilmigtir.
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3.2.6 CBX, NPPB ve NFA' nin RAW 264.7 Hilcrelerinde ATP Uyarisiyla Olu san
YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow Giri si Arasinda Ayri stiricili g

RAW 264.7 hicrelerinde ATP ile olusan YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow girigi Gzerinde,
kisim 3.2.2 ve 3.2.3' de agiklanan CBX, NPPB ve NFA’ nin etkileri sekil-3.2.6.1’ de
Ozetlenmistir. Buna gore, CBX, NFA ve NPPB, dzellikle 33 uM derisime kadar RAW
264.7 hicrelerinde ATP ile aktive olan YO-PRO-1 girisinde pek etkili olmazken,
Lucifer Yellow girisini acik¢a arttirmigtir. Oyleki, 33 uM derisimde YO-PRO-1 girisinde
bu maddeler tamamen etkisizken, Lucifer Yellow girisi katlarca artmaktadir. Bu
maddeler, RAW 264.7 hicrelerinde ATP ile olusan YO-PRO-1 ile Lucifer Yellow

girisinin ayristirilmasinda énemli bir arac¢ olusturmaktadir.
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Sekil-3.2.6.1: RAW 264.7 hiicrelerinde ATP ile olugsan YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow giriglerinin CBX,
NPPB ve NFA duyarhli bakimindan ayrismasi (A) Ayrintilari kisim 3.2.2 ve kisim 3.2.4’ te agiklanarak
gerceklestirilen YO-RPO-1 ve Lucifer Yellow gecirgenliklerine CBX' in, (B) NPPB’ nin (C) NFA’ nin
konsantrasyon bagimh etkisi ayni grafikte gosterilmistir.
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3.2.7 RAW 264.7 Hucrelerinde ATP ile Artan Lucifer  Yellow Giri ginin Secici
P2X; Antagonist Duyarhli g

RAW 264.7 hicrelerinde gorulen ATP aracili Lucifer Yellow girisi CBX uygulamasiyla
artmaktadir (kisim 3.2.3). Burada akla gelen ilk soru, s6z konusu boya girigi artisinin
P2X; aracili olup olmadigidir. Yani CBX' in yaptigi ATP aracili Lucifer Yellow girigi
artis1 acaba P2X; reseptoru Uzerinden olan bir etki midir, yoksa bagka bir ATP
reseptorti mi ise karismaktadir, ya da non spesifik bir ATP CBX etilesmesiyle mi
ilgilidir? Bu sorulara cevap vermek amaciyla, sézkonusu boya girisindeki artisin

secici P2X; antagonisti olan A740003’ e duyarhligi incelenmistir.
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Sekil-3.2.7.1: RAW 264.7 hucrelerinde CBX ile artan ATP induklemeli Lucifer Yellow girisinin secici
P2X7 antagonisti A740003 duyarliligi. (A) RAW 264.7 hicreleri CBX 0, CBX 33 uM ve CBX 33
uM+A740003 10 pM varligina ayrintilari “materyal metod” kisminda aciklanan sekilde 8 dakika 37 <’
de inkiibe edilmis ve ATP (100 uM) uygulanarak konfokal mikroskop altinda goérintilenmistir ve
Olculmistur. (B) A panelinde farkh kosullar igin elde edien hi/hd-zaman egrilerinin altinda kalan alan
hesaplanmistir. Tum egrilerin baslangi¢ degerinin altinda kalan sabir alan, butiin egrilerin altinda kalan
alanlardan cikarilarak, 0 pM CBX+ 0 pM A740003' e oranlanmigtir. Deneyler 4-5 ayri gun tekrar
edilmistir. Data ortalama + SEM olarak ifade edilmistir.
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Elde edilen sonuclara gore 33 uM CBX' varliginda olugan biyik ATP (100 uM) yaniti,
secici P2X; reseptdr antagonisti A740003 (10 uM) ile tamamen ortadan kalkmaktadir
(Sekil-3.2.7.1). Bu sonug¢ bize CBX in arttirdigi ATP aracili Lucifer Yellow girig

yanitinin P2X; reseptori aracili oldugunu disindirmektedir.
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4. TARTISMA

P2X; reseptort buyidk YO-PRO-1 gibi bayik molektllere gecirgenligi kesfedildigi ve
klonlandi§i zamandan bu yana bircok Klinik ve laboratuvar arastirmanin ilham
kaynagi olmustur (Surprenant ve ark., 1996). Gerek in vivo gerekse in vitro olarak
fonksiyonu arastiriimakta, hastalik modelellerinde ila¢ hedefi olarak dusuntlmektedir
(Honore ve ark., 2006).

P2X; reseptérinin aktivasyonuyla olusan biyidk molekidl gecirgenliginin
zannedildiginin aksine secici oldugu, en az iki ayri gecirgenlik yolagi aktive ettigi, bu
gecirgenlik yolaklarinin hicre tipi vel/veya reseptor turuine gore 0Ozelliklerinin
degistiginin gosterilmesi, reseptorin fonksiyonuna dair calismalar icin 6nemli bir

kilometre tasi olmustur (Cankurtaran-Sayar ve ark., 2009; Schachter ve ark., 2008)

Cankurtaran-Sayar ve arkadaslarinin yaptigi calismada, fare makrofaji kdkenli bir
hicre serisi olan RAW 264.7 hicreleri ve sican P2X; reseptérini asiri ifade eden
HEK htcreleri (HEK-rP2X5;) kullanilmistir. Bu iki hiicreden RAW 264.7 hicreleri hem
negatif yukli Lucifer Yellow’ a hem de pozitif yikli YO-PRO-1' e gecirgen iken, HEK-
rP2X; hlcresi ise sadece pozitif yukli YO-PRO-1' e gecirgen bulunmustur. Dahasi
RAW 264.7 hicreleri arasinda, her iki gecirgenligi (YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow)
gbsterenler ve sadece pozitif (YO-PRO-1) gecirgenlik gosterenler olarak 2 ayri hiicre
populasyonu gosterilmistir. Bu da negatif ve pozitif yikli madde gecirgenliklerinin

ayri yolaklar olduguna dair kuvveti bir delil olarak sunulmustur.

Ancak stzkonusu calismada 2 tartismali nokta bulunmaktadir: bunlardan birincisi
RAW 264.7 hicreleri P2X; reseptoril transfekte edilmis hiicreler olmadigi icin, ATP
uyarisiyla aktive olan gecirgenligin P2X; oldugu kesin degildir. ikincisi ise, RAW
264.7 hucrelerinin fare turd olmasina karsin HEK-rP2X; hicrelerindeki reseptérin
sican turd olmasidir. Bu durum iki hicre arasindaki gecirgenlik farklarini
karsilastirmayi zorlastirmaktadir. Her ne kadar RAW 264.7 hiicre serisi P2X;
calismalarinda siklikla kullaniliyor ve bu hicrelerde ATP ile aktive olan reseptdriin
P2X- oldugu kabul ediliyorsa da, tez calismasinda imkanlar dlgtisinde bu reseptérin

P2X; olduguna iligkin farmakolojik deliller bulunmaya calisiimistir. Bir diger énemli
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nokta, RAW 264.7 hicrelerinde gecirgenlik 6zellikleri farkli 2 ayri populasyonun
varhgidir. Bu bulguyu aciklamak (zere sbtyle bir hipotez kurulmustur: Pozitif
gecirgenlik reseptdriin kendisi Uzerinden olmaktadir, bu nedenle bitin hicrelerde
gorilmektedir. Negatif gecirgenlik ise reseptore yardimci bagka bir protein (veya
reseptor Uzerinde gecirgenlik degisikligi yapacak fosforilasyon vb. modifikasyonlar)
gerektirmektedir ve bu proteinin (veya reseptor Gzerinde gecirgenlik degisikligine yol
acacak fosforilasyon vb. modifikasyonu yapacak proteinin) bulundugu hicrelerde
hem negatif hem pozitif gecirgenlik gdzlenirken, bu proteinin bulunmadigi hiicrelerde

sadece pozitif gecirgenlik gorulmektedir.

Hem RAW 264.7 hicrelerinde gecirgenlikleri aktive eden reseptoriin P2X; olup
olmadigini hem de gecirgenlikler icin reseptérin tek basina yetip yetmedigini test
etmek amaciyla RAW 364.7 hiicrelerinden klonlanan P2X; reseptér DNA' sI HEK-
293 hicrelerine transfekte edilmistir (HEK-mP2X;). Oncelikle iki hiicrede ATP
uyarisiyla hangi gecirgenliklerin olustugu incelenmistir. ilginc olarak, RAW 264.7
hicrelerinde negatif (Lucifer Yellow) ve pozitif (YO-PRO-1) gecirgenlik olusurken, bu
hicrelerden klonlanan P2X7 reseptorini tastyan HEK-mP2X; hiicrelerinde sadece
pozitif gegirgenlik gozlenmistir (sekil-3.1.1.1). Bu durum, RAW 264.7 hicrelerinde
ATP uyarisiyla olusan gecirgenlik icin P2X; reseptoriiniin yetmedigi, Lucifer Yellow
girisi icin yardimci bir protein veya modifikasyon gerektidi, bu protein veya
modifikasyonun ise HEK-mP2X- hicrelerinde bulunmadigi seklinde yorumlanmistir.
Zaten RAW 264.7 hicreleri arasinda Lucifer Yellow almayan hicrelerin varhgi,
gbzlenen gecirgenlikler icin reseptorin tek basina yeterli olmadigi kuskusunu
uyandirmaktadir. Daha sonra RAW 264.7 ve HEK-mP2X; hiicrelerinde, bilinen P2X;
agonistleri BzZATP, ATP ve ADP igin doz-floresan boya girisi egrileri elde edilmis ve
karsilastiriimistir. BZATP ve ATP 2,5 mM’' dan daha yiksek konsantrasyonlarda
kullanilamamistir ciinkil bu agonistler daha yuiksek konsantrasyonlarda kullanildik¢a
yanit azalmaktadir (sekil: 3.1.2.1 ve Hibell, 2000). YO-PRO-1 icin RAW 264.7
hicrelerinden elde edilen agonist etkinlik sirasi BzZATP > ATP > ADP ve EC50
degerleri, 30 uM > 100 uM > 1 mM (veya daha blyUk) olarak tespit edilmistir (sekil-
3.1.2.1A). Lucifer Yellow icin BZATP > ATP > ADP ve EC50 degerleri, 50 uM > 100
UM > 1 mM (veya daha bulylk) olarak tespit edilmistir (sekil-3.1.3.1). Bu agonist
profili, RAW 264.7 hicrelerinde gecirgenlikten sorumlu reseptoriin P2Y reseptorleri
olmadigini géstermektedir zira P2Y reseptorleri icin hem agonist etkinlik sirasi bu

sekilde degildir hem de aktivasyonlar icin bu kadar yiksek agonist konsantrasyonu
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gerekmemektedir. Boya girisi aktive ettigi bilinen P2X, ve P2X, reseptorlerinin
agonist etkinlik sirasi da, RAW 264.7 hicrelerinden elde edilenle uyumsuzdur. Su
halde RAW 264.7 hicrelerinde ATP ile aktive olarak boya girisi aktive eden
reseptoriin agonist profili fare P2X; reseptorinin agonist profiliyle uyum
gostermektedir. Bu profil, kullanilan yéntemin (plaka okuyuculu spektroflorimetre) bir
artefaktl degildir ve konfokal miksroskop ile de teyit edilmigtir. Secici ve yarigmal
P2X7 antagonisti A740003’ in RAW 264.7 hicrelerinde ATP uyarisiyla olusan YO-
PRO-1 ve Lucifer Yellow giriglerini literatirde rapor edilen 1IC50 degeriyle uyumlu
sekilde birkag pM civarinda inhibe ettigi goralmuagstur (sekil-3.1.4.1, sekil-3.1.5.1,
Donelly-Roberts, 2009). Yarismali bir antagonistten beklendigi gibi daha yuksek
agonist kullanilarak elde edilen antagonist IC50 degeri daha yuksektir (300 uM ATP’
de ~3 uM, 100 uM ATP’de ~1 uM). A74003’ Un P2Y reseptdorleri ve P2X; hari¢ P2X
reseptdr yanitlarini inhibe etmedigi bilinmektedir (Donelly-Roberts, 2009). Dolayisiyla
antagonist profili de, RAW 264.7 hiicrelerinde ATP ile aktive olan reseptdriin P2X;

oldugunu gostermektedir.

Surpriz olarak, RAW 264.7 hicrelerinden klonlanmis P2X; reseptérini tasiyan HEK-
mP2X- hiicrelerinde YO-PRO-1 i¢in agonist etkinlik profili RAW 264.7 hiicrelerinden
farkhliklar gostermektedir. Oncelikle ADP, YO-PRO-1 girisi aktive edememektedir.
ikinci olarak, BzATP ile ATP doz-yanit egrileri birbirlerine yaklasmislardir, BZATP’ nin
etkinligi RAW 264.7' de oldugu kadar ATP’ den yuksek degildir (sekil-3.1.1.1B).
EC50 degerleri 100 uM (BzATP) > 300 uM (ATP) olarak tespit edilmistir. Secici P2X7
reseptor antagonisti A740003 ise YO-PRO-1 girisini beklendigi gibi 1 pM IC50

civarinda inhibe etmektedir.

Ozetle RAW 264.7 ile HEK-mP2X; hiicreleri arasinda biri fonksiyonel digeri
farmakolojik olmak Ulzere 2 temel fark gozlenmistir: 1) HEK-mP2X; hicrelerinde
Lucifer Yellow girisi gérilmemektedir 2) HEK-mP2X; hiicrelerinde BzATP ile ATP
etkinlikleri yakindir ve ADP, HEK-mP2X; hicrelerinde YO-PRO-1 girisi aktive
edememektedir. Bu durum birkac sekilde aciklanabilir: 1) RAW 264.7 hiicrelerinde
P2X- ile beraber, agonist ve antagonist profili P2X;" ye ¢cok benzeyen tanimlanmamis
bir reseptor daha bulunmakta ve asil fonksiyonu bu reseptér gormektedir. Dolayisiyla
P2X- transfekte HEK-mP2X- hicrelerinin agonist profili ile RAW 264.7 hicrelerinin
agonist profili farkli olabilir. 2) RAW 264.7 hicrelerinde P2X; reseptorinin, farkl

Ozellikte birka¢ formu bulunmaktadir. Bu formlardan sadece biri klonlanip HEK
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hiicresine transfekte edildiginde, HEK-mP2X; ile RAW 264.7 hiicreleri arasinda fark
gorilecektir. 1. hipotez, P2X; ile tamamen ayni agonist ve antagonist profiline sahip
tanimlanmamis bir reseptori gerektrirdigi icin akla yatkin gérinmemektedir. Buna
karsin 2. hipotez biyolojik sistemde karsilasilabilen bir durumdur ve P2X; icin rapor
edilen bir goézlemdir. Gergekten de, agonist profili RAW 264.7 hiicresine benzeyen
bir P2X; “splice” varyantt (P2X;k) bulunmaktadir (Nicke ve ark., 2009). Tez
calismasinda RAW 264.7 hicresinden P2X7k degil “tam uzunluk” tabir edilen P2X-
formu klonlanip transfekte edilmistir. Dolayisiyla HEK-mP2X; ve RAW 264.7

hicreleri arasindaki agonist profili farki “splice” varyanttan kaynaklanabilir.

Literatirde hayli genis yer kaplayan ve tartismalara yol acan bir diger konu ise P2X;
reseptor aktivasyonunda, panneksin-1 adli gedik-kavsak proteininin gerekliligidir.
Panneksin-1' in farmakolojik ve molekiler biyolojik olarak inhibe edildigi kosullarda
P2X- reseptér aracili boya girisinin ortadan kalktigina dair bulgulara karsin, benzer
yontemler kullanillarak P2X; reseptér aracii boya girisinin - panneksin-1
inhibisyonundan etkilenmedigini ortaya koyan calismalar da mevcuttur. Tez
calismasinin ikinci kisminda, panneksin-1' in farmakolojik inhibisyonunun P2X;
reseptor aracili boya girigine olan etkisi incelenmistir. RAW 264.7 hiicrelerinde P2X;
reseptoru iki ayri gecirgenlik yolagi aktive etmektedir. Hem RAW 264.7 hiicrelerinde
negatif gecirgenlik géstermeyen alt bir hicre populasyonunun gérilmesi, hem de
HEK-mP2X; hicrelerinde P2X; ifade edilmesine ragmen negatif gecirgenligin
gorilmemesi, negatif gecirgenlik icin reseptdr varliginin yetmedigi, reseptor disinda
ek yardimci bir proteinin varhgini disindirmektedir. Panneksin-1 proteini buyidk
molekdilleri geciren, secici olmadidi dusinilen bir membran gedik-kavsak proteinidir.
ve hem HEK-293 hucrelerinde hem de RAW 264.7 hicrelerinde ifade edildigi
gosterilmistir (Pelegrin ve Surprenant, 2007). Dolayisiyla, negatif gecirgenligin
olusmasinda reseptor varliginin yetmemesini panneksin-1 ile iliskilendirerek style bir
hipotez ortaya atilabilir. P2X; reseptori sadece pozitif boyalari (YO-PRO-1)
geciriyordur, panneksin-1 ise hem pozitif (YO-PRO-1) hem negatif boyalari (Lucifer
Yellow) geciriyordur ve P2X; araciligiyla aktive olabiliyordur. Dolayisiyla, RAW 264.7
hicrelerinin bazilarinda P2X; reseptori panneksin-1 ile ¢iftlenebildigi icin hem pozitif
hem negatif gecirgenlik gorulirken, bazilarinda bu c¢iftlenim olmadigindan sadece
P2X; Uzerinden pozitif gecirgenligi goraliyordur. HEK-mP2X; hlcrelerinde bu
ciftlenim olmadigindan sadece pozitif gecirgenlik goruliyordur. Bu hipotezde

panneksin-1 yerine anyon tasiyicilari da dusinulebilir ve negatif gecirgenligin bu
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tastyicilar Uzerinden oldugu ileri surtlebilir. RAW 264.7 ve HEK-mP2X; hicreleri
arasindaki gecirgenlik farkini aciklamak tzere kurulan bu hipotezi test etmek
amaciyla pannexin-1 inhibitéri oldugu iddia edilen bir ajan olan CBX’ in, anyon
tasiyici inhibitorleri olan NPPB ve NFA’' nin YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow girisi
Uzerine etkileri incelenmigtir. CBX, NPPB ve NFA’ nin goze carpan ilk etkisi, P2X;
uyarisiyla hicrelerin lamel tabanindan kalkmalarini doz bagimh olarak ortadan
kaldirmalari ve dinamik bleblenmelerini engellemeleridir. Yapisal ve fonksiyonel
olarak birbirlerinden hayli farkli bu ajanlarin morfolojik etkilerinin benzerligi kayda
deger bir bulgudur. Bununla beraber CBX, NPPB ve NFA' nin YO-PRO-1 girisine
inhibe edici bir etkisi olmadigi gibi , CBX ve NPPB’ nin yiksek konsantrasyonlarda
arttirici etkisi ortaya cikmistir. NPPB ve NFA anyon tasiyici inhibitorleri olduklari igin
pozitif yukli YO-PRO-1 girigini inhibe etmemeleri beklenen bir sonuctur ancak CBX’
in inhibe etmemesi 6nemli bir bulgudur (sekil-3.2.3.1). Clnkl P2X; reseptdrini agiri
ifade eden HEK-293 hicrelerinde 10-20 uM CBX’ in pozitif gecirgenlige net bir
inhibisyon etkisi iddia edilmektedir (Pelegrin ve Surprenant, 2006). ilging olarak CBX,
NPPB ve NFA’' in Lucifer Yellow girisi Uzerine beklenen inhibisyon etkisi
gorilmemekle beraber, acik bir aktivasyon etkisi gorilmustir. Oyleki; YO-PRO-1
girisine etkilerinin olmadig1 konsantrasyonlarda (11 ve 33 uM) Lucifer Yellow girigini
belirgin olarak arttirmaktadirlar (sekil-3.2.3.1 ve sekil-3.2.6.1). Bu etki inhibitorlerin
spesifik olmayan kendi etkileri degil, P2X; uyarisini gerektiren ve sadece RAW 264.7
hicrelerinde gorilen bir etkidir. Zaten kimyasal yapilari ve fonksiyonlari birbirinden
cok farkli 3 ajanin ayni spesifik olmayan etkiyi gostermesi disuk olasilikli bir
durumdur. Yine de bu arttirici etkinin P2X; reseptdr aracili oldugunu gostermek
amaclyla, secici P2X; reseptdr antagonisti A740003 duyarliligi incelenmis ve
antagonistle bu arttirici etkinin ortadan kalktigr géralmastir (sekil-3.2.7.1). Pannexin-
1 ve anyon taslyicl inhibitorlerinin YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow girisi Uzerine etkileri
her ne kadar beklendigi gibi olmasa da, iki ayri gecirgenlik i¢in etkilerinin farkl olmasi
bu gecirgenlik yolaklarinin ayristiriimasinda son derece yararli olmustur. HEK-
mP2X-; hicrelerinde P2X; uyarisiyla Lucifer Yellow girisi gérilmemesine ragmen
tedbiren CBX bu hicrelere de ATP uyarisiyla beraber uygulanmig ancak herhangi bir
arttic etki gézlenmemistir (sekil-3.2.3.1, sekil-3.2.3.2, sekil-3.2.3.3).
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5. SONUC ve ONERILER

1) BzATP, ATP ve ADP ile olusturulan agonist profili ve secgici P2X; reseptor
antagonisti A740003 duyarlihgi, RAW 264.7 hicrelerinde ATP ile aktive olan, YO-
PRO-1 ve Lucifer Yellow gecirgenliginden sorumlu reseptérin P2X; oldugunu ortaya

koymustur.

2) RAW 264.7 hicrelerinden klonlanan P2X; resepttri transfekte edilen HEK-
mP2X; hucreleri ile RAW 264.7 hicreleri arasinda BzATP ile ATP doz-cevap
egrilerinin birbirlerine uzakhgi bakimindan fark gortlmuasttr. Ayrica ADP RAW 264.7
hicrelerinde YO-PRO-1 girisi saglarken HEK-mP2X, hicrelerinde
saglayamamaktadir. Diger bir fark da, RAW 264.7 hicrelerinde ATP uyarisiyla
gorilen Lucifer Yellow girisinin HEK-mP2X- hiicrelerinde goértlmemesidir. Bu durum
YO-PRO-1 icin reseptérin kendisi yeterli iken, Lucifer Yellow girigi icin reseptor
varhginin yeterli olmadigini dolayisiyla bu iki gecirgenlik yolaginin ayrik iki yolak

oldugunu disindirmektedir.

3) Panneksin-1 ve anyon taslyici inhibitorleri, ATP uyarisiyla hicrelerin asiri
bleblenmesi ve lamel tabanindan kalkmalarini hemen hemen tamamen ortadan
kaldirmaktadir. Yine bu inhibitrler, YO-PRO-1 girisihe 33 ve 11 uM
konsantrasyonlarda etkisiz iken Lucifer Yellow girisinde gozle gorulir bir arttirici etki
yapmaktadirlar. Bu da, YO-PRO-1 ve Lucifer Yellow gecirgenliklerinin ayri yolaklar
oldugunu goéstermektedir. CBX’ in Lucifer Yellow gecirgenligini arttirici etkisi spesifik

olmayan bir etki degil P2X; reseptdr aracili bir etkidir.

4) RAW 264.7 hicrelerinde BzATP’ nin ATP’ ye gore HEK-mP2X; hicreleriyle
karsilastirildiginda ¢cok daha etkin bir agonist olmasi, RAW 264.7 hiicrelerinde ATP
ile aktive olan reseptorin yine bir P2X; oldugunu ancak splice varyant oldugunu
dustindirmektedir cinkll  bu agonist profili bu gézlemle uyumlu bir P2X; splice
varyanti (P2X-k) rapor edilmistir. S6zkonusu splice varyant HEK-293 hcrelerine

transfekte edilerek, agonist profili RAW 264.7 ile karsilastirilabilir.
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OZET

P2X Reseptorlerinin Aktive Etti i Membran Gecirgenli ginde
Secicili ginin, Tur Farklarinin Ve Gedik-Kav sak Proteinlerinin Rollntn

incelenmesi

P2X,, kiguk katyonlara gecirgen bir iyon kanali olan P2X reseptdr ailesinin 7
dyesinden biridir. P2X; reseptorlerinin aktivasyonu hiicre membraninin 800 Da’ a
kadar olan buyldk molekillere gecirgen hale gelmesine yol acmaktadir ve bu
bakimdan diger P2X reseptorlerinden farklilik gostermektedir. P2X; reseptdrlerinin
bu 6zelligi cok sayida arastirmaya konu olmustur. Membran gecirgenligindeki bu
artisin secici oldugu ve hiicre tipine gore bu seciciligin degistigi gosterilmistir. Bu
gecirgenligin panneksin-1 adli gedik-kavsak proteini aracihigiyla olustugu iddia
edilmektedir. Panneksin-1 bir membran proteinidir ve 1 kDa'a kadar olan molekulleri
gecirebilmektedir. Hicre ici [Ca2+] artisi, membran depolarizasyonu ve mekanik
stres gibi durumlarda aktive olabilmektedir.

Bu tezde, RAW 264.7 hiicreleri ile bu hicrelerden klonlanan P2X; reseptorini ifade
eden HEK-mP2X; hicreleri kullaniimistir. RAW 264.7 hicrelerinde endojen olarak
ATP uyarisiyla aktive olan gecirgenlik yanitinin P2X; aracili olup olmadigini ve
gecirgenlikteki artis icin reseptérin yeterli olup olmadigini test etmek icin bu yéntem
disunilmiistiir. Oncelikle bu iki hiicre arasinda gegirgenlik farki gérulmistir. ATP
uyarisiyla RAW 264.7 hicreleri hem pozitif yikli YO-PRO-1' i hem negatif yukli
Lucifer Yellow' u gecirmektedir. HEK-mP2X; hicreleri ise sadece pozitif yukli YO-
PRO-1'i gecirmektedir. ikinci olarak, hicreler arasinda agonist etkinlikleri farkli
bulunmustur. Dolayisiyla, Lucifer Yellow girisi icin P2X; reseptorinin kendisi
yetmemekte yardimci bir proteine ihtiya¢c duymaktadir.

Diger yandan, panneksin-1 ve anyon tasiyici inhibitérleri YO-PRO-1 girisini
etkilemedigi dozlarda, Lucifer Yellow girisini acikca arttirmaktadir. Tek basina
reseptdr ekspresyonunun Lucifer Yellow gegirgenligi icin yetersizligi ve gecirgenlik
yolaklarinin inhibitérlerden farkli sekilde etkilenmeleri, Lucifer Yellow ve YO-PRO-1
girisinin farkl gecirgenlik yolaklari ile oldugunu gostermektedir.

Anahtar sozcukler : P2X reseptorleri, membran gegirgenligi, floresan mikroskopisi,
gedik-kavsak, RAW 264.7
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SUMMARY

Investigetion Of The Role Of Selectivity, Species D ifference And Gap-Junction

Proteins in P2X-Activated Membrane Permeability

P2X- is one of the seven members of P2X receptor family which is permeable to
small cations. It activates a permeablity to large molecules up to 800 Da and in this
respect differs from other P2X receptors. This property of P2X; receptors has been
a subject of many investigations. It is showed that this increase in permeability is
selective and the selectivity depends on the cell type. It is claimed that this
permeability occurs via a gap-junction protein called pannexin-1. Pannexin-1 is a
membrane protein and permeable to large molecules up to 1 kDa. It is activated by
increase in intracellular [Ca®']i, membrane depolarization, and mechanical stress.

In this thesis, RAW 264.7 cells and HEK-mP2X; cells expressing P2X; receptor
cloned from RAW 264.7 cells were used. This method were thought to test whether
the permeability response endogenously activated by ATP in RAW 264.7 cells
occurs via P2X; or not and to test whether P2X; receptor is sufficient to large
permeability or not. Firstly, a permeability difference has been seen between these
cells. RAW 264.7 cells uptake both positively charged YO-PRO-1 and negatively
charged Lucifer Yellow. HEK-mP2X; cells uptake only positively charged YO-PRO-
1. Secondly, agonist potency differences between cells have been found.
Therefore, P2X; receptor per se is not sufficient to uptake Lucifer Yellow and it
needs an accessory protein.

On the other hand, inhibitors of pannexin-1 and anion transporters clearly enhanced
Lucifer Yellow uptake at concentrations that they did not effect YO-PRO-1 uptake.
Insufficiency of receptor expression to activate Lucifer Yellow permeability and
differential effects of inhibitors on permeability pathways showed that Lucifer Yellow
and YO-PRO-1 uptake were different permeability pathways.

Key words : P2X receptors, membrane permeability, fluorescence microscopy, gap-
junctions, RAW 264.7
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