w

Sekil I. Ornithodoros coniceps Canestrini, 1890, A) Sirttan goriiniigii; B) Karindan

goriiniigii. Orig. mikrofotograf.
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TECRIT EDILMIS CANLI HUCRELERDE METABOLIZMA
KONTROL MEKANIZMALARININ MIiKROFLUORIMETRIK
METODLA TETKIKI

Elli KOHEN

Karolinska Patologiska Institution
Stockholm — Isveg

Hiicre biitiinliigiine ve hayatiyetine zarar vermeden ve canl hiic-
releri fizyolojik ortamlarinda muhafaza ederek, hiicre ici metabolik ve
biosimik hédiselerin tetkiki ancak spektroskopi ve flilorimetri gibi optik
metodlarin kullamlmas: sayesinde miimkiindiir. Bu alanda oncii calisma-
lar ilk mikrospektrofotometre’yi insa eden CASPERSSON ve arkadaslan
tarafindan yapilmisur. Biyolojiden evvel fizik ve astronomide kulla-
nilan spektroskopik metodun prensibi, muayyen atom ve molekiillerin mu-
ayyen dalga boyunda sualan imtisas etme hassasina dayanmaktadir. Ab-
sorbe edilen suanmn dalga boyuna gore, ozel atom veya molekiillerin
hem kantitatif olarak teshisi, hem de kalitatif olarak tdyini miimkiindir.
Fliiorimetri metodunun esas prensibi ise, muayyen bir dalga boyunda
i1iga arz edilen molekiillerde, yGriingesi digina itilen elektronlarin ga-
yet siiratli olarak (10-8 saniye) yo:iingelerine avdet ederken umumiyetle
daha uzun dalga boyunda (daha az enerjili) bir 1stk nesrine sebep ol-
malarina dayanmaktadir. 53

Muhtelif hiicre organelleri arasindaki mukabil tesirlerin ve biosi-
mik hadiselerin takib edilebilmesi, bu cahgmalar icin secilen kimyevi
maddenin (ferment veya koferment) hiicre icinde genis egilimine tabi-
dir: Piridin niikleotidleri veya Nikotinamid adenin fosfat ve Nikotinamid
adenin difosfat adi altinda tanman teneffiis ve glikoliz kofermentleri, si-
toplazma, niive ve mitokondri icindeki sair dehidrogenaz fermentleriyle
miisterek faaliyette bulunduklarmdan, hiicre ici organelleri arasmdaki
metabolik reaksiyonlarm takibi icin miyar olarak gayet elveriglidirler. Pi-
ridin niikleotidler 830 il4 400 milimikron arasi dalga boylarnda iltravi-
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yole 15kl tenbih edilince (tenbih spektrumunun zirvesi 340 milimikron
civarinda) kuvvetli mavi bir fliioresans gosterirler (nesir spektrumunun
zirvesi 440-450 milimikron civarinda). Piridin niikleotidlerin mavi fliio-
resans;, WARBURGun iltraviyole spektrofotometrik tetkiklerinden
sonra, DUYSENZ ve AMESZ tarafindan bira mayasi hiicrelerinde,
BOYER ve THEORELL tarafindan alkol dehidrogenaz teamiiliinde,
CHANCE ve BALTSCHEFFSKY tarafindan mitokondri siispansyonla-
rinda miisahede edilmistir. Bu fliicresans hassasi yalmz rediiksiyon ha-
linde piridin niikleotidlere mahsus olup, proteinlere baglanmakla 10-15
misli kuvvetlenmektedir,

CHANCE ve LEGALLAIS tarafindan insa edilen «mikrofliiori-
metre» adli cihazin prensibi, mahdut hiicre bélgelerinin ibraz ettigi ma-
vi fliioresans siddetinin olciilmesiyle, bu bélgelerdeki rediiksiyona ugra-
mig piridin nukleotid seviyesinin tesbitine dayanmaktadir, Muayyen bir
hiicre bélgesindeki (organcik veya metabolik kompartiman) piridin niik-
leotidlerin oksidasyon-rediiksyon seviyesi o andaki metabolizma duru-
muna gore degiseceginden, o bolgenin mavi fliioresans1 da rediiksyon
durumuna orantili olarak degisecektir. CHANCE - LEGALLAIS mikro-
fliilorimetresi secilen hiicre kesimlerinde fliioresansin olciilebilmest icin
bir Fotomiiltiplayer tiipii ile (dinod amplifikasyonlu fotoseliil) takviye edi-
len bir fluoresans mikroskobundan ibaret olup, bu cihazla ilk tecriibeler,
cekirge spermatidlerinin dev mitokondrileri tizerinde CHANCE ve THO-
REL tarafindan yapilmistir, Mikrofliiorimetri tecriibelerinde bir hiic-
renin faydali olarak kullanilabilmesi icin bazi ozel hassalar ibraz et-
mesi tercih edilir: hiicre ici kompartimanlarmin (niive, sitoplazma ve
mitokondri) birbirlerini 6rtmeyecek surette miistakil olarak goziikmesi
(bocek spermatidlerinde ve mekik seklinde doku kiiltiirii hiicrelerinde ol-
dugu gibi), metabolik hidiselerle ilgili mavi fliioresans degismelerinin 6l-
ciilebilir giddette olmasi ve miimkiinse hiicre etrafi ortammmn degistiri-
lebilmesi icin (perfiizyon veya sair ameliyelerle), hiicrelerin cam satih-
lar iizerinde ve bu satihlara yapisacak sekilde iiretilebilmesi. Tecriibe
esnasinda hiicreler iiltraviyole sualarmin letal tesirinden, fliioresans
tenbihi igin pek liizumlu olmayan, fakat hayatiyet iizerinde muzir te-
sirleri viiksek olan kisa dalga boylu sualari bertaraf eden o6zel filtreler
vasitasiyla korunur.

Cam iizerinde iiretilen hiicrelerin etrafindaki ortami degistirmek
icin bir perfiizyon kamaras1 kullanilabilecegi gibi, halka kondansatir-
lii Leitz-Ultropak objektif ve invert mikroskopla caligildigi taktirde
sair ameliyeler igin mikroskop sehpasmimn iist kismi serbest kalacagindan,
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zeminini teskil eden cam laml iizerinde hiicrelerin yetistirildigi bir kii-
vette (mikrokiivet) bu tecriibelerde kullamlabilir. Hiicre teneffiisiinde ve
glikoz metabolizmasinda gayet ©nemli rol oynayan metabolizma ara
maddelerinin ¢ogu, aniyon grubuna dahil olup, kuvvetli negatif yiikleri
dolayisiyle hiicre cidarindan gecemezler; bu maddelerin tesirlerini tet-
kik icin, dogrudan dogruya mikroenjeksiyonla sitoplazma icine §1r1ng'a
edilmesi gerekir. Mikroenjeksiyondan daha elverigli olup, mikrofliiori-
metri tecriibelerinde tercih edilen bir teknik ilk olarak nérofizyologlar ta-
rafindan tatbik edilen Mikroelektroforez’dir(11). Mikroelektroforez tat-
bikat: icin, verilmesi arzu edilen metabolizma ara maddesinin (meseld
glikoz-6-fosfat) gayet kesif bir soliisyonunu havi mikroelektrodlar hazir-
lanir ve elektrodun mikromanipiilatér vasitasiyle hiicre icine duhuliin-
den sonra, umumiyetle negatif yiiklii olan metabolizma ara maddesi mii-
sait istikamette ve kuvvette bir voltajla hiicre icine itilir(12). Umumiyet-
le kullanilan mikroelektroforetik ceryanlarn siddeti hiicre cesamet ve
toleransina gore 10-7 ild 10-* amper arasmdadir. Mikroelektroforez tek-
nigi evveld tahammiilii arttirmak icin rontgen sualanyla dev haline ge-
tirilmis doku kiiltiirii hiicreleri iizerinde tatbik edildigi halde (12, 13,
14) daha sonra ayni metod, gayet ince mikroelektrodlar kullanilmasiyla
mutad cesamette hiicrelere tatbik olunabilecek surette genisletilmistir (13,
16, 17). Mikroelektroforez esnasinda goriilen fliioresans degismelerinin
cidden metabolik hAdiselere bagh oldugunu kontrol icin tesirsiz aniyon-
larla (nitrat gibi) muhtelif ceryan dozlart kullanarak denemeler yapil-
mug, hiicrenin tahammiil edebilecegi ceryan siddetlerinde hicbir tesir go-
riilmemistir; ancak ceryan siddeti hiicre cesametiyle muvazenesiz sekil-
de tolerans seviyesinin iistiine arttinldif taktirde fliioresansta hafif ve-
ya orta siddette bir azalma kaydedildi(14). CHANCE - LEGALLAIS
mikrofliiorimetresinin ilk modelinde hiicre iizerindeki ameliyeler tung-
sten lambasiyla ve fliioresans dlgiileri civa lambasiyla yapildigindan, lam-
ba degistirme ve sair ameliyeler dolayisiyle, metabolizma ara maddele-
rinin mikroelektroforezle verilmesinden ilk fliioresans ol¢iisine kadar 15
ilA 20 saniyelik bir gecikme vardi. Hiicre manipiilasyonlarimn mikroflii-
orimetrik &lciilerle hem zaman olarak yapilabilmesi icin mikroflitorimet-
re bir huzme béliiciisii (Beam splitter) ile takviye edildi (18, 19). Kirmi-
21 ve mavi dalga boylarinda 1gmlari ayiran bu boliicii sayesinde, hiicre
iizerindeki ameliyeler boliicii tarafindan yansitilan kirmizi 1sikla okii-
lerden takib edilitken, hiicre ici yapilarmdaki piridin niikleotidler tara-
findan nesrolunan mavi fliioresans ise bolicii tarafindan yansitilmadan

dogrudan dogruya fotoselille dogru gecirilmektedir. Hiicre sitoplazmas:
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icine elektroforetik olarak metabolizma ara maddesi verildikten sonra bu
maddeyle teamiile katilan piridin niikleotidlerin bulundugu komparti-
man veya kompartimanlarda (niive, sitoplazma, mitokondri gibi) bir fli-
oresans artist goriiliir. Bu artigin husule getirdigi fliioresans egrisinde
dért safha tefrik etmek miimkiindiir: bekleme safhasi (latent safha); sii-
ratli yiikselme safhasi; zirve fliloresans seviyesinde sabit satha (plato);
inis safhast ve umumiyetle mikroelektroforezden onceki sabit safthaya
doniis. Fliioresans yiikselme ve iniginin yarilanma miiddeti flioresans te-
amiiliine katilan hiicre ici enzimlerinin faaliyetiyle yakindan ilgilidir.

Mikrofliiorimetrik tecriibeler hiicre ici piridin niikleotidlerinin iki
biiyiik kompartimana ayrnldigini gdstermistir(8); a - hiicre teneffiisii oksi-
dasyonlaniyla ilgili Mitokondri kompartman: (oksijen, anoksi ve Amital
ile Rotenon gibi hiicre teneffiisii inhibitorlerine hassas) ve b - gliikoz meta-
bolizmasiyla ilgili Extramitokondriyal kompartiman (niive ve sitoplaz-
ma). Doku kiiltiirii halinde tiretilen Ehrlich ascites kanser hiicrelerine
(EL2 hiicreleri) perfiizyonla Amital (piridin niikleotid-stiokrom b rediik-
taz inhibitorii) verildigi taktirde yalmz mitokondrilere miinhasir bir fli-
oresans artigt goriildiigii halde, gliikoz perfiizyonu yapilmca biitin sito-
plazma ve niiveye samil kuvvetli bir mavi fliioresans artigt goriiliir. Mik-
roelektroforez tecriibelerinde(14) EL2 hiicrelerinin (ve sair doku kiiltiiri
hiicrelerinin) mitokondrileri &zel olarak teneffiis oksidasyonlarmm ara
metabolizma maddelerine (gliitamat, e—ketogliitarat, malat, siiksinat,
vs.) cevab verdikleri halde, sitoplazma ve niive ancak gliikoz metabo-
lizmasmin ara maddelerine tercihen fliioresans artisiyla cevap verir (frii-
ktoz-1, 6-fosfat, gliikoz-6-fosfat, gliseraldeidro-3-fosfat, 6-fosfogliikonat,
iiridin-difosfogliikoz, v.s.). Mitokondri ve .ekstramitokondriyal komparti-
manlardaki piridin niikleotidlerinin (herbiri icin ©zel metabolizma ara
maddelerine) fliioresans cevaplar;, bu kompartimanlardaki adenin niikle-
otidlerin seviyeleri tarafindan (adenosin mono, di ve trifosfat) kontrol
edilir(14, 20). Niive ve sitoplazma piridin niikleotidleri umumiyetle bir-
birlerine muvazi olarak faaliyet gosterdikleri halde tefrik edici baz 6zel-
likler de ibraz ederler: EL2 hiicrelerinde, niive piridin niikleotidleri, Ami-
tal veya siiksinat muvacehesinde, sitoplazmaya nazaran daha asir1 bir
reditksiyon halindedirler(21) ve bu halleri herhalde niive niikleotidleri-
nin daha giic reokside olmalarma baghdir. Rontgen 1gmlanyla hasil edi-
len dev EL2 hiicrelerinde (EL2G hiicreleri) niive ve sitoplazmanin,
friiktoz-6-difosfata cevaplari oksijen, Rotenon ve Dikumarol (mitokond-
rilerde oksidatif fosforilasyon inhibitorii) muvacehesinde birbirine mu-
vazi olmakla beraber, friiktoz-1, 6-fosfat baska metabolizma ara madde-
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leriyle takviye edildigi taktirde (gliikoz-I-fosfat, 6-fosfogliikonat, iiridin -
difosfoglitkoz) veya yerine gliikoz-6-fosfat’s havi mikroelektroforetik kari-
simlar kullanildigy taktirde, niive ile sitoplazma arasinda farklar belir-
mektedir(22): aerobik hiicrelerde sitoplazmanin fliioresans teamiilii umu-
miyetle daha algaktir, fakat Rotenonla bu hiicrelerin mitokondrileri blo-
ke edilince, sitoplazmadaki fliioresans teamiilii siddetlenmekte, niivede-
ki ise pek az degismektedir. Ayni hadiselere, gene réntgen ismlariyla
hasil edilmis «insan karacigeri doku kiiltiirii dev hiicreleri, «Chang dev-
lerinnde de rastlamir(22). Niive ile sitoplazma arasmda miisahede edilen
farklar muhtelif yollardan izah edilmistir: niivenin oksidatif sisteminde
radyasyonlarin hasil ettigi tahribat(23); niivede oksidatif fosforilasyon
yapabilecek bir sistemin bulunmamasi(24) veya dev hiicrelerinde niivenin
asir1 geniglemesiyle oksijenin niive merkezine kadar erismekte karsilaga-
bilecegi miigkildtlar(25). Nitekim sitoplazma ile niive arasindaki farkli
«Rotenon hassasiyetine» ancak dev hiicrelerde rastlanmaktadir; Rotenon
oksidatif metabolizmay: bloke ettigi icin ancak oksidatif metabolizmanin
daha miisait olarak ceryan ettigi sitoplazmada tesir gosterebilir,

Yukaridaki sitoplazma-niive misali mikrofliiorimetrik metod sayesinde
niive ile sitoplazma arasinda ince fark ve miinasebetlerin tetkik edilebi-
lecegini belirtiyor(26). Ayni metod mitokondri ile ekstramitokondriyal
kompartimanlar arasindaki metabolizma farklarinin ve karsiikli miina-
sebetlerin tesbiti icin de kullanilabilir. Bu iki kompartiman miistakilen
herbiri icin karakteristik metabolizma ara maddelerine cevab verdikleri
halde karsilikh baglantilar da gdstermektedirler. Mikroelektroforez icin
kullanilacak terkibe, miistereken bir mitokondri siibstratumu (gliitamat)
ve bir ekstramitokondriyal siibstratum (glikoz-6-fosfat) eklendigi taktir-
de, EL2G hiicrelerinde yalniz dkinci siibstratuma kars:i fliioresans cevabi
goriliir. EL2G hiicreleri evveld gliikoz (ekstramitokondriyal) ile perfiiz-
yona tabi tutulup, sonradan mikroelektroforezle glitamat veya izositrat
(mitokondriyal) verilirse, mitokondriler artik kendi siibstratumlarina ce-
vap vermez. Ancak bazi durumlarda bir ekstramitokondriyal fliioresans
artigt goriliir, A¢hga maruz birakilmis  hiicrelere mikroelektroforezle
mitokondri substratumlar1 verildigi taktirde, artik miiteakiben bu hiicre-
ler glikoza cevap vermezler. Baz1 substratumlar ise hem mitokondrilere,
hem de sitoplazmaya mahsus olmak iizere karma tesir gosterirler: mese-
I& malat her iki kompartimanda da kullanilabilir, Zira malat dehidroge-
nazi hem sitoplazma, hem de mitokondrilerde mevcuttur.

EL2G hiicrelerinde glikozu kontrol eden mekanizmalarin aarstirilma-
s1 igin a¢ birakilmig ve glikozla beslenmig hiicrelerin metabolik cevap-

148




Jarm1 mukayeseli tetkik etme gayet elveriglidir(20). Zira glikoz temasimn-
daki hiicreler glikoz-inhibisyonu ibraz ederler ve miiteakiben mikroelek-
troforezle verilen glikoliz substratum’larina ancak zayif teamiil goste-
rirler, Glikoz-inhibisyonunu bertaraf edebilecek faktorlerin tesir kabili-
yetlerini tahlil icin, bu faktorler teker teker veya grup halinde mikro-
elektroforez terkibine dahil edilmistir. Dikkate deger bir hususiyet, gli-
koliz kontroliinde onemli olduklart ileri siiriilen adenozin-difosfat, ade-
nozin monofosfat, inorganik fosfat ve glikoz-6-fosfat gibi faktorlerin tek
bagina pek az veya ancak vasat derecede miiessir olmalaridir. Buna mu-
kabil bu faktorlerin bazilar1 bir araya getirilip mikroelektroforez terkibi
icine dahil edilir ve hep birden sitoplazmaya verilirse daha tesirli olduk-
lar goriiliir; en miiessir tertipler sunlar olmugtur: friiktoz-1, 6-fosfat -+
adenozin difosfat-Hnorganik fosfat, aynisif-glikoz-fosfat, aynmisi+glikoz-
6-fosfat-+adenozin trifosfat. Bu neticeler, glikoliz kontroliinde tek bir fak-
tor ve tek bir enzimin mesul olmadiklarim, herhalde muhtelif faktorle-
rin muhtelif enzimler muvacehesinde tesirlerini itibare almamm icab et-
tigini belirtiyor.

Mikrofliiorimetrik metod canli hiicreler iizerinde farmakolojik ve fi-
ziksel tesirlerin miisahedesi icin de kullamlmigtir. Radyasyona maruz tu-
tulan EL2 ve insan karacigeri hiicrelerinden hasil olan devlerde olduk-
ca(17) kuvvetli glikoliz ceryan etmesine ragmen, bu hiicreler mitokondri
inhibitérlerinin tesirlerine mukavimdir (Rotenon-rezistansi). Hekzaploid
bira mayas: hiicreleri de devlere benzer bir metabolizma ibraz ederler.
Buna mukabil radyasyona tabi tutulmamig insan karacigeri ve Cin ham-
steri kiiltiirlerinde, oksijen muvacehesinde mikroelektroforezle verilen gli-
koliz substratumlarna karsi fliioresans teamiilii yoktur. Bu hiicrelerde
ancak Rotenonla mitokondriler ve oksidatif teneffiis bloke edildikten son-
ra glikoliz belirir. EL2 kanser hiicrelerinde ise oksijen muvacehesinde
gayri muntazam glikoliz goriiliip, Rotenonla bu glikoliz takviye edilebi-
lir. Bagka metotlar ile, elektron mikroskobu v.s. yapilan aragtirmalarm
gosterdigi gibi (27, 28, 29) radyasyona tabi tutulan hiicrelerin lipoprotein
membranlarinda tahribat vukua gelir: bu hédise mitokondri ve niive
lipoprotein membranlarina samil -olabilir. Dev hiicrelerinde mitokondri-
ler radyasyonla zedelenmis olacagindan bu hiicrelerde oksidatif teneffiis
herhalde zaten baslangictan zayiftir ve artik Rotenonla bloke edilemez,
buna mukabil teneffiis metabolizmasmin kontrolundan kurtulan sito-
plazma ve niivede glikoliz aktiftir. EL.2 kanser hiicrelerinde mitokondri-
ler daha hafifce zedelenmis olabileceginden, bu hiicrelerde hem aerobik
glikoliz hem de Rotenon hassasiyeti goriiliir. Buna mukabil karaciger
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hiicrelerinde ve Cin hamsteri fibroblastlarinda oksijen muvacehesinde
glikoliz yapilabilmesi icin Rotenonla evveli mitokondrilerin bloke ol-
masma ihtiyac vardir(17):

Hiicre boliinmesine mani olan kanser tedavisinde kullanilan nitrogen
mustard ve benzeri maddelerle de (meseld 2, 8, 5-trietileniminobenzoki-
non-I, 4), bu maddeler radyasyonu taklit edici (radyomimetik) oldukla-
rindan dev hiicreleri (EL2T) hasil etmek miimkiindiir(30). EL2T hiicre-
leri radyasyon devlerine benzemekle beraber, bu hiicrelerde lipop-
rotein membran hasar1 herhalde daha ileri bir sathadadir (aym1 hadi-
se daha yiiksek radyasyon dozlarina maruz kalmis hiicrelerde de gérii-
liir). EL2T hiicrelerinde glikoliz fliioresans teamiilli, ildca tabi tutulmug
EL2 hiicrelerinde goriilenden 2 il4 8 defa daha zayiftir. Radyomimetik
maddeler niive ve endoplasmik retikulumdaki lipoprotein yapilart ha-
sara ugratabildiginden, hiicre icindeki aktivasyon faktorlerinden mem-
bran kompartimantalizasyonu ile tecrit edilmis oldukca inaktif kalan Iitik
enzimlerin aktive olmasma yol acabilirler. Litik enzimler arasinda piridin
niikleotidleri hidrolize eden enzimler meveuttur ve bunlarm aktive ol-
masiyla piridin niikleotidleri Gzel olarak glikoliz yapan bélgelerde (si-
toplazma ve niive azalacagindan) glikoliz inhibisyona ugrar(31). EL2T
hiicrelerinde fliioresans teamiiliiniin siddeti zayifladigi gibi, yarlanma
miiddeti de EL2 hiicresine nazaran 4 defa artmug, yani glikoliz enzimle-
rinin kinetigi yavaslamigtir.

Amital muvacehesinde 4 giin il4 2 hafta iiretilen EL2 hiicrelerinde
de benzer bir degisme gériiliir, fakat glikoliz fliioresans teamiilii daha
yiiksek bir seviyededir, ancak kinetigi yavaslamistir(32). Doku kiiltiirii
hiicrelerini sair ildc ve hormonlar muvacehesinde yetistirerek bu mad-
delerin tesirlerini dogrudan dogruya hiicre ic¢i organciklarinin metabo-
lizmalarma bakarak tetkik etme miimkiin olmaktadir(32). EL2G hiicre-
lerinde glikoliz fliioresans seviyesini simdiye kadar yapilan miisahede-
lerde en yiiksek seviyeye cikaran kiiltiir metodu iki hafta icin triidotiro-
nin muvacehesinde iiretme olmugtur, Ayni hiicreleri bir giin ic¢in yiiksek
dozda insiilin temasinda birakmakla da oldukca benzer neticeler elde
edilmistir,

Bu tecriibelerden goriildiigii gibi mikrofliiorimetrik teknik sayesinde
hiicre i¢i organcik ve kompartimanlarmimn enerji metabolizmasindaki te-
amiillerini, kargihkli miinasebetlerini, ayrica bu organciklarin metaboliz-
mas1 lizerinde tesir icra edebilecek fiziksel ve farmakolojik 4miller mu-
vacehesinde vukubulan degisiklikleri de miisahede etmek miimkiin ol-
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musgtur, Sair biogimik ve farmakolojik metodlar kullamldiginda, doku di-
limleri, parcalanmis veya homogenize hiicreler, doku ekstreleri veya en-
zim siispansiyonlari ile calisma zarureti hasil olacagindan, hiicre igi or-
ganciklarinin, biitiinliik ve hayatiyetini idame ettiren hiicrelerde géste-
rebilecegi gayet hassas fakat metabolizma kontrolu i¢in o derecede mii-
essir reaksiyonlara erismek miimkiin olamamigtir; bundan dolay1 mikro-
fliiorimetri ve benzeri metodlara miiracaat edilmistir. Bu sayede hiicre
ici enzimlerinin mitoz ve diferansiasyon esnasinda veya fiziksel-farma-
kolojik tesirler altinda ibraz ettikleri faaliyet ve degisimleri tetkik etmek
miimkiin olmaktadir.
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