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OZET

APOPTOSIS DEDEKSiYONUN *™T¢-GLUKOHEPTONAT IiLE
IN VITRO DEGERLENDIRILMESI

KOCAGOZOGLU, Gamze

Yiiksek Lisans Tezi, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Fatma Yurt LAMBRECHT
Temmuz 2010, 54 sayfa

Radyofarmasétikler bazi hastaliklarin  teshis ve tedavisi amacla
kullanilmas1 yan1 sira kemoterapi ve radyoterapi etkinliginin degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir. Bu radyofarmasotiklerden 99mTc—Glukoheptonat; bobrek ve
beyin goriintiileme ajami olarak kullanilmaktadir. **™Tc-Glukoheptonat akciger
kanserli dokunun goriintillenmesinde de yiiksek duyarliliga sahip oldugu

bulunmustur. Ayrica meme, beyin ve bobrek tiimorlerinde tutulum gosterir.

Bu calismada, A549 akciger kanser hiicrelerinde kemoterapi ajani
kullanilmas1 sonucunda meydana gelen apoptosisin goriintiilenmesinde M.

Glukoheptonat potansiyeli in vitro olarak incelenmistir.

AS549 akciger kanser hiicre hattida bir kemoterapi ajan1 olan Cisplatin’in
farkli miktarlarina maruz birakilan tedavi grubu ve kemoterapik ajana maruz
birakilmayan kontrol grubu olmak iizere iki farkli grupta apoptotik etki Annexin
V ve TUNEL Yontemlerinden faydalanilarak incelenmistir. Cisplatin uygulanan
tedavi grubu A549 akciger kanser hiicrelerinin, kontrol grubu hiicrelerine gore
apoptosa ugrayarak azaldigi ve buna bagh olarak *"Tc-Glukoheptonat tutulum

oranlarinda azalma oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen sonuglara dayanarak, A549 akciger tiimor hiicrelerine
uygulanan tedavi sonrasinda olusan apoptosisin dedeksiyonu icin **™Tc-

Glukoheptonat’in potansiyeli oldugu saptanmaistir.

Anahtar Sozciikler: Apoptosis, kanser, **"Tc, **™Tc-Glukoheptonat
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ABSTRACT

IN VITRO EVALUATION OF APOPTOSIS DETECTION
WITH *™Tc¢-GLUCOHEPTONATE

KOCAGOZOGLU, Gamze

MSc in Nuclear Applications Department
Supervisor: Prof. Dr. Fatma Yurt LAMBRECHT
July 2010, 55 pages

Radiopharmaceuticals are useful to evaluate the effectiveness of cancer
treatments as well as used to diagnosis and treatment of some diseases. M.
Glucoheptonate from these radiopharmaceuticals is used as kidney and brain
imaging agents when labeling with 9me, 99mTc—Glucoheptonate was found to
have high sensitivity for imaging of lung cancer tissues. Moreover, ~ "Tc-

Glucoheptonate shows also to uptake in breast, brain and kidney tumors.

In this study, 99mTc—Glucoheptonate potential is examined as in vitro for
imaging of apoptosis that occur as a result of chemotherapy agents used in A549

lung cancer cells.

Apoptotic ratios in A549 lung cancer cells was investigated by using
Annexin V and TUNEL methods, in two different groups as exposed to different
amounts of Cisplatin for the treatment group and Cisplatin in the control group

not exposed to.

A549 lung cancer cells in the treatment group compared to control groups of
cells undergo apoptosis were depicted to reduced and **™Tc-Glucoheptonate

uptake ratios decreased as depending on this.
Based on the results obtained, it is determined that 99mTc—Glucoheptonate

might be a potential for detection of apoptosis occurred after treatment in A549

lung tumor cells.

Keywords: Apoptosis, cancer, **"Tc, *™Tc-Glucoheptonate.
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1. GIRiS

Giiniimiizde niikleer tip, kanserin molekiiler biyolojisine iliskin elde edilen
yeni bilgilerin olas1 sintigrafik uygulamalar1 {izerinde yogunlagmistir. Modern
niikleer tip yontemleri, tiimor dokusunun fonksiyonel aktivitesinin aragtirilmasini

saglamaktadir (Unlit M., Akdemir U., 2003).

Tiimor hiicrelerine uygulanan kemoterapi veya radyoterapi islemlerinden
sonra Bilgisayarli Tomografi (BT), Manyetik Rezonans (MR) gibi goriintiileme
yontemleriyle tiimorlii hiicrelerin anatomisindeki degisiklikler gozlenmektedir.
Bu goriintileme modellerinde kemoterapiye verilen cevabin degerlendirilmesi
icin, tiimoriin lokalizasyonu ve yayilimiyla ilgili anatomik bilgilere ihtiyac
duyulmaktadir. Tiimordeki anatomik degisiklikler, tedavi siiresince olusan
metabolik degisikliklerden daha sonra meydana gelecegi icin tedavinin erken

safhalarinda kemoterapiye verilen cevap bu metotlarla goriintiilenememektedir.

Gelistirilen goriintiileme yontemleri ise tedavi siiresi boyunca in vivo veya
in vitro olarak tiimorlii hiicrenin metabolik degisiklikleri Single Photon Emission
Computure Tomography (SPECT) (tek foton emisyon bilgisayarli tomografi),
Positron Emission Tomography (PET) (pozitron emisyon tomografi) ile
saptanabilmektedir. Apoptosis hiicrelerin programli hiicre 6liimiiniin gerceklestigi,
enerji bagiml bir mekanizma ve aktif bir prosestir. Apoptosis sirasinda meydana
gelen biyokimyasal ve fizyolojik siirecler, beyin, akciger, meme tiimorlerinde ve
diger tumorli dokularda standart, klinik ve invaziv olmayan goriintilleme
modelleriyle olusan bilgilerle tanimlanir (Cohen J1J., 1998). Apoptotik hiicreler
organizmanin bazi dokularinda ve hiicrelerinde siirekli olarak olugsmaktadirlar ve

bu olusum 6miir boyu devam etmektedir (Elmore S., 2007).

Hiicrenin DNA’sinda meydana gelen hasarlar kanser gelisimine neden
olabilecekleri i¢in bu hasarlar onarilmadiginda apoptosis indiiklenmektedir. Bu
nedenle apoptosis organizmada dogru islemelidir. Hizlanmis, yavaslamis veya
olmamast gerekirken degisen apoptosis organizma igin tehlike tasir. Artmis
apoptosis sonucunda, AIDS, norodejeneratif hastaliklar, insiiline bagimli tip
diyabet, hepatit C enfeksiyonu, miyokardiyal enfaktiis meydana gelir. Yavaslamis

apoptosis varliginda ise otoimmiin hastaliklar ve kanser olusur. Kanser



tedavisinde, ¢ogu yeni ila¢ apoptosisi arttirmaya yoOnelik iretilmektedir. Son
zamanlara kadar apoptosis biyopsi materyallerinin histolojik deneyleriyle veya in
vitro olarak degerlendirilebilmektedir ve terapinin etkinliginin gelistirilmesinde
katkis1 coktur. Niikleer tipta kullanilan apoptosis goriintilleme ¢alismalari;
apoptosis sirasinda plazma membranin i¢ kisminda bulunan negatif yiiklii
fosfotidilserin (PtdS) ve fosfotidiletanolamin (PtdE) molekiillerinin hiicre disina
cikmasiyla bu molekiile ilgisi olan protein vb. yapilar radyoisaretlenerek bunun

daha etkili bir sekilde olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bunun yani sira rutinde kullanilan bazi *™Tc ile isaretli kitlerin tiimor
goriintileme  potansiyellerinden yararlanarak apoptosis goriintiilleme igin
kullanilabilme  potansiyelleri ~ degerlendirilmesi  yapilmaktadir. M.
Glukoheptonat’in  akciger tiimor goriintilemede kullanilabilecegine dair
calismalarda bulunmaktadir. Bu calismada, 99mTc—Glukoheptonat’ln apoptosisi
goriintiilemede potansiyelini degerlendirmek amaciyla akciger kanserli hiicrelerde
kemoterapi ilac1 olan Cisplatin kullanilarak apoptosis olusturulan hiicreler

tizerinde 99mTc—Glukoheptonat tutulumu incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Akciger Kanseri

Akciger kanseri yirminci yiizyilin gercek epidemisi gibi goriinmektedir.
Bir¢ok iilkede kadin ve erkeklerde kansere bagl oliimlerin 6nde gelen nedenidir
ve tiim kanser oliimlerinin % 28’ine neden olmaktadir (Ernster VL.et al.,1994).
Akciger kanseri erkeklerdeki malignitelerin %22’sini, kadinlardaki malignitelerin

%10’unu olusturmaktadir (Borring C.C. et al., 1992).

Akciger kanserine tanilanmasi, akcigerdeki lezyonun malign ya da benign
oldugunun ayirt edilmesi, malign hastalifin dogru evrelendirilmesi ve tedaviye
alman yanitin degerlendirilmesi gerekmektedir. Elde edilen bilgiler daha etkin
molekiiler tam araclarinin ve yeni tedavi olanaklarinin ortaya cikmasini
saglayacaktir. Niikleer tip yontemleriyle, radyoniiklidlerle isaretlenmis bilesikler
kullanilarak kanserli hiicrelerin genetik yapis1 ve bu genetik yapiyla iligkili
biyokimyasal iiriinler ve islevler goriintiilenebilmektedir (Unlii ve Akdemir,
2003). Bu bilesiklerin diisiikk konsantrasyonlarda kullanimi ile goriintiilemenin
gerceklestirilebilmesi sintigrafik yontemlerin temel avantajini olusturmaktadir.
Yiiksek enerjili radyoniiklidlerle isaretlenerek bu bilesikler tedavi amaciyla da
kullanilabilmektedir. *°'T1 ve *™ Tc-MIBI, PET ile goriintiileme olanaginin
bulunmadigi durumlarda; benign-malign tiimorlerin ayriminda ve tiimoriin
malignite derecesinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Tiimor goriintiilemesinde
en ¢ok kullanilan PET ajani "*FDG, kanserli dokuda metabolizmasina ve yiiksek
glikoliz hizina bagh olarak artan tutulum gostererek akciger nodiillerinin ve
kitlelerinin benign-malign ayrimini gergeklestirilmesinde, metastaz yoniinden tiim
viicudun degerlendirilmesinde ve tedavi sonrasi izlemede kullanilmaktadir.
18FDG; PET sonucu %40 oranminda klinik evrelendirme kararinda ve tedavi

modalitesi tercihinde degisiklige neden olmaktadir (Unlii ve Akdemir, 2003).

Niikleer tipta ¢ok sayida radyofarmasotik tiimor goriintilleme amaciyla
denenmistir.  Akciger  kanserinin  molekiiler  biyolojik  06zelliklerinin

goriintiilenmesini saglayan niikleer tip yontemlerini bir tablo ile 6zetlersek;



Cizelge 2.1 Niikleer tipta akciger kanserinin tanisinda, izleminde ve tedavisinde kullanilan baslica

radyoaktif isaretli bilesikler (Unlii ve Akdemir, 2003)

Goriintii- | Tedavi
Grubu Kullanilan Ajan | Kullanim Alan leme Amach
Yontemi | Kullanim
T1-201 tani, tedavi sonrasi izlem SPECT
Preefiizyon
. tan1, tedavi sonrasi izlem,
ajanlari Tc-99 MIBI SPECT
kemoterapi direnci
Timor
PET
Metabolizmasi F-18 FDG tani, tedavi sonrasi izlem
Isaretli Anti-EGFR tam SPECT
monoklonal Anti-CEA tani, tedavi sonrasi izlem SPECT
antikorlar (Moab) | ANTI-G(D2) Tam SPECT
. ) ) Octreotide,lantreoti | tani,  octreotide  tedavisi
Isaretli peptitler SPECT EVET
de,depreotide oncesi degerlendirme
Metionin tani, tedavi sonrasi izlem PET
Asetat tani, tedavi sonrasi izlem PET
Hiicresel ¢ogalma
Timidin tani, pronozun belirlenmesi,
PET
tedavi sonrasi izlem
Anti-VEGF Moab |[tedavi O©ncesi ve sonrasi| SPECT,
Anjiogenez .
degerlendirme PET
) Annexin-V tedaviye yanitin
Apoptosis SPECT
degerlendirilmesi
FMISO tedavi Oncesi ve sonrasi
) PET
degerlendirme
Hipoksi
ATSM tedavi Oncesi ve sonrasi
PET
degerlendirme
Herpes  simpleks | gen aktariminin basarisini
o ) ) PET EVET
timidin kinaz geni | degerlendirme
Gen Aktarimi Dopamin (D2)
gen aktarimimin basarisini
reseptorii  (SSTR) ) PET
degerlendirme
geni

2.2 Kemoterapi ve Kemoterapi Ajanlari

Kemoterapi ilagla tedavi demektir.

Bu tedavi

ile viicutta bulunan

istenmeyen hiicrelerin 6ldiiriilmesi planlanir. Kemoterapi ilaclar bazen tek bazen




birkag ilacin bir arada oldugu kiirler seklinde uygulanir. Her hastanin kemoterapi

protokolii digerinden farklidir ve hastaya 6zeldir.

Kemoterapi ilaglar1 kan yoluyla etki eder. Kemoterapi ilaglar1 zararl
hiicreleri oldiiriirken normal hiicrelere de zarar verebilir. Bu da yan etkilere yol
acar. Kemoterapi ilaclar1 hizli boliinen hiicreleri etkiler (sa¢, mide-barsak sistemi,

kemik iligi). Ancak etkilenme kisiden kisiye farklilik gosterebilir.

Tiimoériin cinsine ve hastanin Ozelliklerine gore degisik nedenlerle

kemoterapi uygulanabilir:

¢ Tiimoriin yayilmasini engellemek i¢in,

¢ Tiimoriin biiylimesini durdurmak veya yavaslatmak icin,

¢ Tiimoriin sebep oldugu belirtileri yok etmek icin

e Tiimorii tamamen yok etmek ve hastayr iyilestirmek icin, kemoterapi
uygulanir.

Baz1 tiimorlerde tek tedavi yontemi kemoterapidir. Bazilarinda ise
kemoterapi cerrahi ve radyoterapi tedavileriyle pespese veya es zamanli olarak
uygulanabilir. Ornegin ameliyat oncesinde tiimorii kiigiiltmek amaciyla, veya
ameliyattan sonra yayillmasim Onlemek icin kemoterapi yapilabilir (Tibbi

Onkoloji Dernegi, 2010).

Kemoterapide kullanilan ilaglarin bir kismu tiimore dogrudan etkili biyolojik
ajanlardir. Bazi ilaclar ise tiimore dogrudan etkili ilaclarin yan etkilerini azaltmak
veya yok etmek amaciyla kullanilir. En ¢ok kullanilan kemoterapi ilaclarindan

bazilarini soyle siralayabiliriz:

Cisplatin: Akciger kanseri (kiiciik hiicreli ve kiiciik hiicreli dig1), mesane
kanseri, over kanseri, germ hiicreli kanserlerin tedavisinde kullanilir. Agir metal
alkilleyicidir. Cisplatinin kesin etki mekanizmas1 bilinmemekle birlikte cift
fonksiyonlu alkilleyici ajanlara benzer sekilde DNA'da zincirler aras1 ve zincir ici
capraz baglar olusturarak etki yaptigi tahmin edilmektedir, RNA {izerinde de

kisith etkisi vardir.

Paklitaksel: Meme, over, akciger kanseri ve kaposi sarkomu tedavisinde

kullanilir. Uygulamasi damar yoluyladir. Hissizlik, karincalanma ve aciyla ortaya



cikan noropati (sinir hasar1) goriilebilen yan etkileridir. Noropati ilacin kullanimi

kesildiginde geri donebilmektedir.

Etaposit: Uygulamasi damar yoluyladir. ilag ¢ok hizli verildigi takdirde
siddetli hipotansiyon (diisiik kan basinci) ortaya c¢ikabilmektedir. Etaposid aymi
zamanda ag1z yoluyla da verilebilmektedir. Akciger kanseri tedavisinde kullanilir.

Baslica yan etkisi kemik iligi baskilanmasidir (T1ibbi Onkoloji Dernegi, 2010).

2.3 Apoptosis Nedir?

Apoptosis; gelisim, dokularda hiicre popiilasyonun korunmasi ve yaslanma
gibi hemostatik bir mekanizmanin saglanmas1 amaciyla fizyolojik olarak meydana
gelen, bunun yaninda hiicrelerin hastalik veya zararli ajanlar tarafindan zarar
gormesi halinde yada immun reaksiyonlarda koruyucu bir mekanizmadir (Barai
S.et al., 2008; Tesarik J. et al., 1998; Bardak¢i F., 2007). Ayrica apoptosis
yaslanan, fonksiyonlarini yitiren, fazla iiretilen, diizensiz gelisen ve genetik olarak
hasarli hiicrelerin organizma icin giivenli bir sekilde yok edilmelerini saglayan ve
genetik olarak kontrol edilen programli hiicre oliimii olarakta tanimlanabilir.
Hiicre oliimleri fizyolojik sartlarda meydana geldigi i¢in bu 6liim sekli fizyolojik
hiicre 6liimii (physiological cell death) olarak da adlandirilir (Bellamy et al., 1995;
Johen, 1993; Schwartzman and Cidloski, 1993).

Canlimin basarili bir organ gelisimini saglayabilmesi, embriyonik gelisme
sirasinda gergeklesen hiicre dliimlerine baglidir (Mojno and Joris, 1995; Pinarbast
F., 2007). Apoptotik hiicreler organizmanin bazi dokularinda ve hiicrelerinde
siirekli olarak olusmaktadirlar ve bu olusum Smiir boyu devam etmektedir. Oliim
(apoptoz) ve yeniden yapim (mitoz) bu dokularda bir denge halindedir (Barai S.et
al., 2008). Cok hiicreli organizmalarin yasamlarimi saglikli bir sekilde devam
ettirebilmeleri hiicre boliinmesiyle artan hiicre sayis1 hiicre Oliimleriyle
dengelenmesine baghdir. Eger bir organizmada bir hiicreye artik gereksinim
duyulmuyorsa, hiicre i¢i haberci sistemleri aktive edilerek o hiicrenin intihar
stireci baglatilir. Bu intihar siireci Yunanca’da yaprak dokiimii anlamina gelen
apoptosis ya da programli hiicre 6liimiiyle gergeklesir (Cummings M C. et al,,

1997; Mak and The, 2003; Pinarbas1 F., 2007).



Apoptosis taniminin tarihine bakarsak, hiicrelerde normal gelisim sirasinda
meydana gelen 6liim olarak Vogt tarafindan 1842 yilinda tanimlanmistir. Kerr,
fizyolojik olarak ©len hiicrelerin c¢ekirdeklerinde yogunlasmis kromatin
parcalarim gozlemlemis ve organellerin iyi korundugunu fark ederek bu olay1
biiziisme nekrozu olarak adlandirmistir (Yilmaz 1., 2005). Apoptosis 1885°de
Flemming tarafindan gézlenmis ve bu durum kromatolizis (chromatolizis) olarak
isimlendirilmistir. Gliicksman 1950’de, embriyodaki fizyolojik hiicre oliimiinii
kromatolizise dayandirmistir. Hiicre nukleusunun ve sitoplazmanin sivi kaybiyla
kiigtildiigiinii, nukleusun indirgenip ortadan kayboldugunu ve sonrasinda dejenere
olan hiicrenin komsusu tarafindan fagosite edildigini belirtmistir. 1950’lerin
sonlarina dogru DeDuve lizozomlardan kaynaklanan hiicre intihar fikrini ortaya
atmistir. 1960’larda ise hiicresel organellere zarar verebilen serbest radikallerin
hiicre intiharinin belirmesinde rol oynadigini belirtmistir. 1984’de Wyllie ilk kez
apoptosis terimini kullanmistir. Spesifik biyokimyasal markerlar ekleyerek
apoptotik hiicrelerin farkli morfolojik degisimlerini gbézlemistir. Bununla birlikte

apoptosisle ilgili aragtirmalar artmistir (Yaliay M.A., Imir T., 1995).
2.4 Apoptosisin Belli Asamalari

¢ Apoptosisin indiiklenmesi

e Hiicre yiizey 6liim reseptorlerinin uyarilmasi

¢ Sitokrom c’nin saliverilmesi

e Apoptozom olusumu (sitokrom c+Apaf-1 +kaspaz-9)

e Mitokondriyal transmembran potansiyelin degismesi

e Kaspazlarin aktivasyonu

e Fosfatidilserinin hiicre membraninin i¢ yiiziinden dis yiize transloke olmasi
e DNAZz1n aktivasyonu sonucu DNA’nin fragmentasyonu

® Yapisal proteinlerin yikilmasina bagli olarak apoptosise 6zgii morfolojik

degisikliklerin meydana gelmesi (Oniz H., 2004).

Apoptosis, hiicre 6liim reseptorleri olarak bilinen Fas ve tiimoér nekroz

faktor reseptorii—-1 (TNFR-1)’in ilgili ligandlan ile etkilesime girmesi sonucu



indiiklenir. Apoptos genotoksik ajanlarin etkisiyle yaratilan agir DNA hasarina
yamt olarak p53’iin indiiksiyonuyla da baslatilabilir. Indiiklenen p53, bir pro-
apoptotik bcl-2 ailesi liyesi olan bax’in indiiksiyonuna yol acarak apoptosisi
baslatir. Ayrica Fas ve DRS gibi hiicre ylizey 6liim reseptorlerinin indiiksiyonuna
neden olarak da apoptos baslatabilir. Apoptos ayrica reaktif oksijen radikallerinin
hem mitokondri hem plazma membran1 hem de genom iizerinde olusturabilecegi
hasarlara bagh olarak da baslatilabilir. Apoptos biiyiime faktorlerinin ortamdan
eksilmesiyle de baglatilabilir. Apoptosu baslatan bir baska neden ise, sitotoksik T
lenfositlerinden saliverilen granzim B’lerin hedef hiicrede kaspaz sistemini

aktiflestirmesidir (Oniz H., 2004).
Apoptosun mekanizmasinda ii¢ temel grup rol alir:

1- Oliim reseptorleri: TNF (Tiimor Necrozis Factor) reseptdr gen ailesine
aittir. Bu reseptor polipeptidlerin sitoplazmik boliimleri 6liim alan1 adi
verilen bir aminoasit dizisini icerir ve adaptor proteinlere baglanirlar.

2- Adaptor proteinler: Reseptorle gelen sinyal sonucunda kaspazlara
baglanip onlar1 aktive ederler ve kaspazlar aktive olan DNAz aracilig
ile DNA yikimina neden olurlar.

3- Proteolitik enzimler (kaspazlar): Sistein proteaz ailesindendir. Aktif
merkezinde sistein yer alir ve sitopldzmada inaktif olarak bulunur.
Kaspazlar, proteinleri yalnizca aspartik asit bulunan bolgelerden
keser, bu nedenle c-asp-ases adini almislardir (Nicholson and

Thornberry, 2003).

Mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin bir
proteini olan Sitokrom c, apoptos siirecinin merkezi konumundadir. Bu yiizden de
sitokrom ¢’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi geri doniisii olmayan bir

doneme girildigini isaret eder.

Apoptosun diizenleyicileri; iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler
(c-myc), proteinler (p53), organeller (mitokondri)’dir. Baz1 mediat6rler hiicre
tipine 6zgiindiir. Apoptotik siire¢ boyunca hiicre i¢ine siirekli kalsiyum girisi olur.
Kalsiyum iyonlar1 endoniikleaz aktivasyonunda, doku transglutaminaz

aktivasyonunda, gen regulasyonunda, proteazlarin aktivasyonunda ve hiicre



iskeleti organizasyonunda rol alabilirler. Plazma membran hasarina karsi bir
sinyal oldugu diisiiniilen seramid, membrana baghh asid sfingomyelinaz
aktivasyonunun bir iiriiniidiir. Bel-2 ailesi ise mitokondrinin aktivasyonuna yol
acan en onemli faktordiir. Hem proapoptotik hem de antiapoptotik iiyeleri olan bu
ailenin iiyelerinin mitokondri tizerindeki etkileriyle sitokrom c’nin sitoplazmaya

gecisi gerceklesir baskilanir (Piret J. et al., 2004).

2.5 Apoptosisin Morfolojik Isaretleri

Hiicrede apoptosise neden olacak olaylar meydana geldiginde 6rnegin DNA
herhangi bir sekilde zarar gordiigiinde apoptotik siire¢c baslar. Enerji gerektiren

aktif islemlerle zarar goren hiicre 6liim yolunu secer.

2.5.1 Apoptotik Hiicrede Gozlenen Morfolojik Degisiklikler
Apoptotik hiicrede gozlenen morfolojik degisiklikler sunlardir;

2.5.1.1 Yiizey Organellerinin Kaybi

Apoptosise ugrayan hiicreler komsu hiicrelerden ayrilir ve hiicre yiizeyi

yuvarlaklasir (Balakumran A. et al.,1996; Lee D. et al., 2000) (Sekil 2.1).

2.5.1.2 Hiicre Biiziilmesi

Apoptotik hiicre komsu hiicreye gore daha kiigiiktiir. Endoplazmik retikulum
disinda diger hiicre organellerinin yapilart korunur (Cohen J. 1993). Sitoplazma
yogunlugu artar. Hiicre zan par¢alanmaz bu nedenle nekrozda goriilen inflamatuar
reaksiyon gozlenmemektedir. (Balakumran A.et al., 1996; Lee D.et al., 2000;
Cohen J., 1993) (Sekil 2.1).

2.5.1.3 Kromatin Yogunlasmasi

Onemli yapisal degisiklik ¢ekirdekten baslar. Cekirdek apoptosisin odak
noktasidir. Genellikle ¢ekirdek biiziisiir (Balakumran A.et al., 1996; Cohen J.,
1993). Cekirdek sekli diizensizleserek kiiciik cekirdek parcalarina boliindir.
Apoptosiste kromatin yogununlasarak parcalar halinde bir araya toplanr

(Balakumran A. et al., 1996; Lee D.et al., 2000; Cohen J., 1993) (Sekil 2.1).
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2.5.1.4 Sitoplazmik Baloncuklar ve Apoptotik Cisimlerin Olusmasi

Hiicrede yiizeye dogru tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazilarn
sitoplazma parcaciklari iceren ve zarla kaph kii¢iik organellerden olusan apoptotik
cisimciklere doniigiir (Balakumran A.et al., 1996; Cohen J., 1993). Apoptosis
sirasinda saglikli hiicrelerde plazma membraninin icinde bulunan fosfotidilserin
plazma membraninin dis yiiziine ¢ikar ve fagositik hiicreler icin sinyal gorevi

goriir (Lu J., 2000) (Sekil 2.1).

P -~ Hiicre Biizithnesi
; o Eromatin Yogunlasmas
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Sekil 2.1 Apoptotik Hiicrede Gozlenen Morfolojik Degisiklikler

2.5.2 Apoptosis ile Nekrozis Arasindaki Farklar

Hiicre 6liimil ya apoptosis veya nekroz ile olur. Apoptosis temelinde genetik
mekanizma yatar. Apoptosis tipik morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklere sahiptir.
Apoptotik  hiicreler kiigiiliir, kromatin yogunlasir. Genomik DNA’nin
(deoksiriboniikleikasit) internukleozomal fragmantasyonu son yillarda apoptosisin
en belirgin biyokimyasal isareti olarak diisiiniilmektedir. Tiim bu 6zelliklerin
olusumu enerjiye bagimhidir. Bundan dolay1 apoptosis enerjiye bagiml islemlerle
hiicreyi oliime siirikkler (Antar V., 2005). Hiicrelerin diger bir 6liim sekli de
nekrozistir. Nekrozis, patolojik olaylar sonucu gelisen hiicre 6liim seklidir.
Nekroziste organeller siser, hiicrenin biitiinliigii kimyasal ve yapisal olarak

bozulur. Nekroz disardan gelen hasarla plazma membraninda olusan degisiklikler
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sonucu olusur. Nekrotik hiicrede meydana gelen sisme ve plazma membraninin
yirtilmasi sonucunda sitoplazmik icerik doku araligina salinir. Hiicrenin nekrotik
artiklar1 dokuya cekerek bu dokunun parcalanmasina yol acar ve bu inflamasyona
neden olur. Hiicre zedelenmesi sonucu hiicrede gelisen geri doniisii olmayan

harabiyet meydana gelir ve hiicrenin 6liimiine neden olur (Antar V., 2005).

NORMAL

gisim

NEKROZ APOPTOZIS

Sekil 2.2 Apoptosis ile Nekrozis Arasindaki Farklar

2.5.3 insan Organizmasinda Apoptosisin izlendigi Durumlar

e Apoptosis sinir sistemi ve immiin sistemin gelisiminde ©6nemli role
sahiptir. Sinir sistemi gelisirken cok fazla sayida noron ve sinaps
olugmaktadir. Apoptosis ile aksonlari hedeflerine ulagsmayan noronlar
ortadan kaldirilir ve néronlarla hedef organlar arasindaki hatalar onarilir.
Immun sistemde ise, olusan fazla hiicreler ortadan kaldirilir ve bunlarin
embriyoya zarar vermesi engellenir. Ornegin, el ve ayak parmaklarmin
arasi baslangicta kapali iken parmaklar arasindaki hiicrelerin apoptos ile
yikilmas1 ile parmaklar birbirlerinden ayrilmaktadir. Embriyonun
gelismekte olan epidermisinin en iist sirasindaki bazi hiicreler (periderm)
de apoptosa giderek amnion sivisina atilirlar.

e Apoptosis eriskinlerde hormon yetmezligine bagli olarak gelisen organ
gerilemelerinde de rol almaktadir.

e Tiimorlerin ozellikle regresyona gittikleri donemlerde apoptos goriiliir.
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¢ T ve B lenfositler sitokin yetersizligine bagh olarak apoptosa gidebilirler.

e (esitli viral hastaliklarda apoptoz goriiliir.

e Is1, radyasyon, antikanser ilaglar, hipoksi gibi hiicrelerde hasar olusturan
cesitli etkenler normalde nekroza neden olurken diisiik dozlarda
apopitosiste olusturabilmektedir.

e Ayrica, DNA meydana gelen hasarlar kanser gelisimine neden olabilecegi
icin bu hasarli hiicrelerin apoptosis yoluyla ortadan kaldirilmasi énemlidir

(Biyologlar Forumu, 2010).

2.6 Apoptosisin Saptanmasinda Kullamlan Yoéntemler

Apoptosisi saptamak icin c¢esitli morfolojik ve biyokimyasal yontemler

gelistirilmistir.

Apoptosisin belirlenmesinde kullanilan yontemler:
1- Morfolojik goriintiileme yontemleri

2- Immunohistokimyasal yontemler

3- Biyokimyasal yontemler

4- Immunolojik yontemler

5- Molekiiler biyoloji yontemleri’ dir (Giiles ve Eren, 2005).
2.6.1 Morfolojik Goriintilleme Yontemleri

Isik mikroskopisinde Hematoksilen ve Giemsa boyama yontemleri
kullanilir. Apoptotik hiicrelerin saptanmasinda genellikle ilk metot olarak
baslanabilir ve ¢esitli agilardan (ilk degerlendirme, maliyet) diger metotlara kars1

avantaj saglar (Giiles ve Eren, 2005).

Elektron mikroskopisi ile degerlendirme apoptosisde en degerli yontem
olarak kabul edilmektedir. Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak gozlendigi
bir yontemdir. Ustelik mitokondrinin durumu, hiicre zari ve niikleus zarmin

biitiinliigii incelenebilir (Giiles ve Eren, 2005) (Sekil 3, Sekil 4).
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Sekil 2.3 Niikleus fragmantasyonu(A) Sekil 2.4 Normal hiicre- Apoptotik hiicre

Faz kontrast mikroskopisi sadece hiicrelerin kiiltir ortaminda, hiicreyi
veya hiicre toplulugunu incelemek amaciyla kullanilir. Faz kontrast mikroskobu
ile apoptotik hiicreler iizerinde gelisen cepcikler (blebs) izlenebilir. (Giiles ve

Eren, 2005).

Sekil 2.5 Normal Hiicre — Olugan Cepcikler(blebs)

2.6.2 Histokimyasal yontemler

Annexin V yonteminde, normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik
yiiziinde bulunan fosfatidilserin (PS) apoptotik hiicrelerde, hiicre zarinin dis
yiizline transfer olmasindan faydalanilmaktadir. Bu yer degistirme apoptotik hiicre
Olumiiniin erken donemlerinde meydana gelir. Dig yiize transfer olan PS’ler,
floresan bir madde ile isaretlenen Annexin V ile goriiniir hale getirilir. Boylece
apoptotik hiicreler saptanmis olur. Ornegin, FITC-Annexin-V komplesinin hiicre
yiizeyindeki fosfatidilserine baglanma oram flow sitometri ile olciilebilmektedir.
Nekrotik hiicrelerin ayrilabilmesi i¢in ikinci boya olarak propidyum iyodiir
eklenmektedir. Annexin V-FITC (yesil fluoresans) ve propidium iodide (kirmizi
fluoresans) ile ayni zamanda boyanan hiicreler, canli hiicreler, erken apoptotik
hiicreler ve gec apoptotik veya nekrotik hiicrelerin birbirinden ayirt edilmesine

olanak vermektedir (Kocksx M. et al., 1998; Tesarik J. et al.,1998) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 Annexin V-FITC ile izlenen Apoptotik Hiicre

TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase biotin — dUTP Nick End
Labeling) yontemi ile yapilan ¢alismalarda testin sensitivitesi yiiksektir. TUNEL
yontemi, par¢alanmig DNA’nin 3-OH ucuna deoksiniikleotidil transferaz (TdT) 1n
spesifik olarak baglanmas1 prensibine dayanmaktadir. TUNEL, apoptosise
spesifik degildir; herhangi bir sekilde gerceklesmis olan hiicre 6liimii veya nekroz
durumlarinda da ortaya ¢ikan DNA kiriklart bu teknikle isaretlenebilir. Yine bu
teknikle apoptosise ugrayan hiicreler normal hiicrelere oranlanarak apoptosis orani
belirlenebilir (apoptotik indeks = Al). Kiiltiirde cogaltilan hiicrelerde, donmus
kesitlerde ve parafin bloklarda apoptosis tespitinde TUNEL yontemi kullanilabilir
(Kiigiikaltun S., 2007) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 TUNEL Yontemi fle Gozlenen Karaciger Dokusundaki Apoptotik Hiicreler (X)

Kaspaz-3 yontemi ile sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz—3

immunohistokimyasal metotuyla belirlenebilir (Giiles ve Eren, 2008).

2.6.3 Biyokimyasal yontemler

Agaroz jel elektroforezi, DNA kiriklarinin gosterilebildigi bir yontemdir.

Apoptosisde DNA, merdiven goriintiisii olusturur. Bu apoptosisin karesteristik
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ozelligidir ve nekrozis de goriilmez. O yiizden apoptosisi nekrozdan ayirmada

faydali yontemlerden biridir (Bardake1 F., 2007).

Western blotting yardimiyla apoptosise 6zgii bazi proteinlerin (bcl-2,
kaspaz-3) aktivitelerinin saptanmasi miimkiindiir. Sitokrom c’nin mitokondriden

cikip cikmadiginin belirlenmesi de bu metot ile saptanabilir.

Flow sitometri yardimiyla floresan bir madde ile isaretlenmis antikor
kullanilarak apoptosisde i¢ yiizden dis yiizeye transfer olan hiicre yiizey
proteininin saptanmasi miimkiindiir. Kolay uygulanabilir olmasi, asir1 uzun zaman
almamas1 ve kantitatif sonu¢ verebilmesi acisindan klinikte apoptosisin

saptanmasinda kullaniglhidir (Giiles ve Eren, 2008).

2.6.4 Immunolojik yontemler

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) ile kiiltiirii yapilmis
hiicre gruplar1 ve insan plazmasinda DNA fragmantasyonu bu yontem ile tespit
edilebilir. ELISA testi, viral, bakteriyel ve paraziter enfeksiyonlarin tanisinda ve
apoptozun belirlenmesinde kullanilan serolojik tami1 yoOntemlerinden biridir.

Duyarl spesifik ve cabuk sonug veren bir testtir (Klein et al.,1981).

Fluorimetrik yontemde kiiltiirii yapilmis hiicrelerde kaspaz aktivitesinin

tayin edilmesinde kullanilan bir yontemdir (Giiles ve Eren, 2008).
2.6.5 Molekiiler Biyoloji Yontemleri

DNA microarray ¢ok yeni ve pahali bir yontemdir. Kisa bir siire icerisinde
apoptosise 0zgii hiicre yiizey oliim reseptorlerinin ekspresyon durumlart hakkinda

bilgi edinebilme olanag: saglar (Giiles ve Eren, 2008).

2.7 Apoptosisi Saptamada Kullanilan Gériintiileme Ajanlar

Tiimor hiicreleri, kompleks molekiiller ile isaretlenmis goriintiileme ajanlar
ile apoptosisin goriintillenmesi yoluyla in vivo ve in vitro olarak
saptanabilmektedir. En c¢ok kullanilan goriintiilleme ajanlari ve kompleks

molekiilleri su sekilde siralayabiliriz;
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e "¢ -Annexin V

o I/ Annexin V

e 'Lth-Annexin V

e 'L Annexin V

e P"T¢.N,S,-Annexin V

e “"Tc-HYNIC-Annexin V

e ™Tc-Duramycin

o ¥"™T¢c-Methoxyisobutylisonitrile (MIBI)

o  P™Tc_Glukarat

e P™T¢ jle isaretli Annexin V

Tiimorlerin tedavisine alinan apoptotik yamitin degerlendirilmesi ile ilgili,
Belhocine et. al. 2002°de gerceklestirdigi caligmada, farkli kanser tiplerinde
(akciger n=10; lenfoma n=3; meme n=2) kemoterapinin neden oldugu apoptosisi
goriintiilemek icin *™Tc-Annexin V ile hastanin timor bélgelerinde Annexin V
tutulumu gozlendigi, bu hastalarin tedaviye tam (n=4) veya kismi (n=3) yanit

verdikleri bildirilmistir (Belhocine T.et al, 2002; Mochizuki T.et al., 2003).

o B/ Annexin V

In vivo ve in vitro calismalarda kullanilmaktadir. Iyotlanmis Annexin V ile,
in vitro caligmalarin c¢ogu eritrositlerle, in vivo olarak ovaryum kanser
hiicrelerinde denenmistir.  Tiimor dokularinda tutulumun arttigi gozlenmis.

Apoptosis saptanmistir (Fait and Gibson, 1994; Rao et al., 1992).

e 'ZI.rh-Annexin V

Kan kompartmanlarina hizla giris yapmasiyla ve siganlarda, karaciger, mide
ve bagirsak sisteminde yiiksek tutulumuyla karakterize edilmektedir. B th
(recombinant human) - Annexin V ile yapilan ¢alisma sonucunda, miyokardiyal

apoptotik dokuyu ayirt etmislerdir (Lahorte et al.,2003).

124
I

° -Annexin V

Keen ve arkadaslar tarafindan gelistirilen calismada, Annexin V, iyodojen

124
I

metoduyla ile isaretlenerek sicanlarda in vivo apoptosis goriintiilemesi
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gergeklestirilmistir. 'I_Annexin V’in iyi in vivo stablizasyonu ile kaliteli goriintii

elde edilmistir (Keen et al., 2003).
e M™T¢.N,S;-Annexin V

Kemoterapi ve radyoterapi sonrasi akciger, meme kanserli ve lenfoma
timorli  hastalardaki  apoptosisin - bu radyoligand ile incelenebilecegi
gosterilmistir. Bu bilesik ile akciger ve meme kanserli hastalarda kemoterapi ile
indiiklenmis apoptosis dedeksiyonu, biyodagilim ve dozimetri ¢alismalarinda,
platin bazli kemoterapi alan akciger kanserli hastalarda, kemoterapi alan folikiiler
lenfoid tiimorlii hastalarda ¢alismalar yapilmistir (Hafstra et al., 2001; Haas et al.,

2003).

o "Tc.HYNIC-Annexin V

K. Ohtsuki ve arkadaslan tarafindan 1999’da yapilan biyodagilim ¢alismasi

sonucunda ™

Tc-HYNIC-Annexin V’in membran disina cikan fosfodilserine
yiiksek affinite gosterdigi ve **"Tc-HYNIC-Annexin V’nin apoptotik hiicrelerin
miktar1 ve dedeksiyonu icin direkt belirleyici oldugu gosterilmistir. **™Tc-
HYNIC-Annexin V ile; biyodagilim ve dozimetri ¢aligmalarinda, kemoterapi alan
folikiiler lenfoid tiimorlii hastalarda, bas ve boyun kanser hastalarinda,
intrakardiak ttimorler ve kalp i¢i zart intihabinda, akut miyokardiyal enfaktiiste,

platin bazli kemoterapi alan akciger kanserli hastalarda, iskemik durumlarda

indiiklenen apoptosiste ¢alisilmistir (Ohtsuki et. al., 1999)

e ¥"Tc-Duramycin

#MTc-Duramycin ~ de  apoptotik  hiicreleri  ayirmada  basarihdir.
Fosfotiletanomil (PtdE) ikinci ©nemli fosfolipiddir. Apoptosiste, PtdE’nin
fosfodilserin gibi hiicre yiizeyine ¢ikmasit ve regulatdr rol oynamasi dikkate
almarak **™Tc-Duramycin PtdE molekiil probu olarak kullanilmus, bu sekilde

apoptosis goriintiilenmesi direk olarak incelenmistir (Zhao M. et al., 2008).

° 99mTc-Hegzakismetoksiisobutilisonitril (MIBI)

Katyonik ve lipofilik bir madde olan **™Tc—MIBI’nin, hiicre icine girdigi

ve mitokondri ile sitopldzmada biriktigi gozlenmektedir. Tiimo6r hiicrelerinde
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artan metabolik ihtiya¢ nedeniyle 9me_MIBI birikimi daha fazladir. Rutinde
miyokardial perfiizyon goriintiilenmesi i¢in kullanilmaktadir. Meme kanseri

goriintiilemesi ile ilgili calismalar mevcuttur (Zhu X. Et al., 2002).

Aktolun ve arkadaslar1 (1994) ile Giimiiser G. (1997) akciger kanserli hasta
ile yaptiklari cahsmalarda **™Tc—MIBI'nin yiiksek duyarlilikta oldugunu
saptamislardir (Aktolun C., 1994 ve Giimiiser G., 1997).

Kothan ve arkadaglar tarafindan 2003’te yapilan ¢alismada, meme kanserli
hastalardaki apoptotik siirecin izlenmesinde **"Tc—MIBI kullanilmustir. Anti-
kanser ilaglarimin tedavisinden sonra meme kanser hiicrelerindeki **"Tc—MIBI
tutulumunun zamana ve doza bagli olarak azaldigi tespit edilmis, TUNEL

yontemiyle de gézlemlenmistir (Kothan S. et.al., 2003).

e ”"Tc-Glukarat

Babbar ve Sharma 2003’te *™Tc-Glukarat ile hayvan modellerinde
miyokardiyal enfaktiiste calismalar yapilmistir. Bunun sonucunda, 99m -
Glukarat’in kandan hizlica temizlenerek, bobreklerden atildigi, DNA’nin fosfatina
baglanma yoluyla, miyokardiyal dokudaki hasarli bolgede apoptosisin
saptanabilecegi gosterilmistir (Babbar A.K. and Sharma R.K., 2003).

2.8 Teknesyum-99m (**™Tc) Kimyasi

Tc atom numarast 43 olan VIIB grubu metaldir. Dogal stabil izotopu yoktur.
PTc yart omrii 2,1 x 10° yil, #MTe 6,02 saat yar1 omre sahiptir ve PMo/”™Tc

jeneratoriinden perteknat formunda elde edilir (Sekil 2.8).

89
42M° 1.37 MeV

R
o . v Y
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Sekil 2.8 *Mo’un *Tc’a bozunmasi

—1 ile +7 arasinda sekiz oksidasyon durumu vardir. Tc +7 ve +4 degerligi en
stabil hali olup oksidi, siilfidi, halidi ve perteknat bulunur. Diisiik oksidasyon
durumlan -1, +1, 42 ve +3 degerleride normalde stabildir. +7 degerli diger
bilesiklerle direk olarak birlesmez. Bunu icin daha alt oksidasyon diizeylerine
indirgenmelidir. Cesitli indirgen ajanlar; kalay kloriir, kalay sitrat, kalay tartarat,
konsantre HCI, sodyum borhidrit, ditionit, demir siilfat vb bu amacla

kullanilmaktadir (Monrol, 2010).

2.9 ”™T¢c-Glukoheptonat (Gluseptat)

Glukoheptonat yedi karbonlu karboksilik asittir (Sekil 2.9). Kiti sodyum
gluseptat veya kalsiyum kalay+kalay klorid’in azot atmosferde liyofilize
karisimimi igerir. 99mTc—Glukoheptonat perteknetat eklenip oda 1sisinda 15 dk
karistirilarak hazirlanir. Baglamim yiizdesi % 95’den fazladir. Baglanimdan 6 saat
sonrada stabil kalabilir. Intravenoz verildikten sonra yaklasik %50’si gevsek
olarak plazma proteinlerine baglanir. Kandan hizli temizlenir. Bobreklerden

degismeden atilir. Biyolojik atilim yar1 6mrii 24 saattir (Karaca E., 2010).

Cron®
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Sekil 2.9 Glukoheptonat Sekil 2.10 *Tc- Glukoheptonat

ggn“Tc—Glukoheptonat; akciger, meme, bobrek tiimorlerinde tutulum
gosterir. Bu radyoisaretli molekiiliin; fibroblasts, secici lenfositler gibi
hiicrelerdeki intihaplh lesyonlarda tutulmasi ve pek c¢ok metastaik lezyonlari
goriintilemede  yiiksek aywrma giiciine sahip oldugu belirlenmistir.”™Tc-

Glukoheptonat’in, akciger kanserli dokunun goriintillenmesinde yiiksek
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duyarliliga sahip oldugu bulunmustur. Akciger kanserinde, kotii huylu tiimordeki
99mTc—Glukoheptonat tutulumu ile normal akciger dokusu ve iyi huylu timor
dokusundaki tutunum minimal diizeyde de olsa farklilik gosterir. Bu ayrim 9me.
Glukoheptanat ajam1 icin iyi bir basaridir. Ayrica 99mTc—Glukoheptanat
medulloplastlardaki beyin tiimoriiniin fonksiyonel degerlendirmesi igin ideal

SPECT ajanidir (Karaca E., 2010).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1 Kullamlan Kimyasallar

Sodyum Glukoheptonat (Sigma)

Sodyum perteknetat (Na”™TcOy) (E.U.Tip Fak. Niikleer Tip A.B.D.)
Kalay kloriir dihidrat (SnCl,.2H,0) (Merck)
Serum Fizyolojik (SF) (% 0.9 NaCl ¢ozeltisi)
TLC-SG (Merck 105554)

Asit Sitrat Dekstroz (ACD) (Eczacibasi-Baxter)
Tripsin (Biological Industries)

Aseton (CH3COCH3) (Merck)

Etanol (C,HsOH) (Merck)

Amonyak (Merck)

Diklorometan (Merck)

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Biological Industries)
RPMI 1640 (Biological Industries)

Fotal Bovin Serum (FBS),

DMEM-12(HAM)1:1 (Biological Industries)
Propidium Iyodiir (PI),

Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS),

% 0,2 Triton-X Cozeltisi,

Fiksatif (3:1 oranindaki metanol: asetik asit),
DNase I tamponu (40 mM Tris-HCI1 (pH:7,9),10mM NaCl, 6mM CaCl,,
10mM CaCly).

Cell Proliferation Kit (Biological Industries)
Annexin V-EGFP Kit (BioVision)

DeadEnd Fluorometrik TUNEL Kit (Promega)
Bradford Protein Analiz Kiti (Fermentes)

Steril kiiltiir kaplar (flask) (Corning)

Cok kuyucuklu plateler (Corning)
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3.1.2 Kullamilan cihazlar

e RAD-501 Cd(Te) Tek Kanalli Sayim Sistemi (E. U. Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

e TLC Scanner Cihazi (Bioscan AR-2000) (E. U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

e Santrifiij Cihaz1 (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dali; Tip Fakiiltesi, E. U. Tibbi Biyoloji
Anabilim Dal1),

e inverted Mikroskobu (Olympus, Japan) (E. U. Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyoloji Anabilim Dal1)

e ELISA Cihaz1 (Spektrofotometre) (Thermo) (E. U. Tip Fakiiltesi,
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali)

e Inkiibator (E. U. Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1),

e Floresan Mikroskop (Olympus, Japan) (E. U. Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyoloji Anabilim Dal)

e Isik mikroskobu (Olympus, Japan) (E. U. Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyoloji Anabilim Dal1)

e CO2’li inkiibator (Thermo, US) (E. U. Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali)

e Laminar Air Flow (Heraeus) (E. U. Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji
Anabilim Dal1)

e Otomatik mikropipetler (Eppendorf) (E. U. Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyoloji Anabilim Dal)

e Doz kalibratorii (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer

Uygulamalar Anabilim Dal1)

Calismamizin asamalari;

e Goriintileme  ajanlarindan  ™Tc¢ ile  Glukoheptonat
isaretlenmesi
e A549 akciger kanser hiicre hattinin dondurulmasi ve

¢oOziilmesi
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e AS549 akciger kanser hiicre hattinin cogaltilarak platelere
ekilmesi, pasajlanmasi

o Deneyin kurulmasi, A549 akciger timor hiicreleri
kemoterapi ajaninin (Cisplatin) farkli konstantrasyonlarina
(5-50 uM) maruz birakilan tedavi grubu ve kemoterapik
ajana maruz birakilmayan kontrol grubu olmak iizere iki
farkl1 grup olusturulmast

e Annexin V ve TUNEL yontemleri ile in vitro olarak
apoptotik hiicre sayisi1 tespit edilmesi

e (Cisplatin’e maruz birakilmis hiicrelerde olusan apoptosun
M le isaretledigimiz Glukoheptonat tutulumu ile

degerlendirilmesi.

3.2 Radyo Ince Tabaka Kromatografi (RTLC) Yontemi Kullamlarak

i N 1 Glukoheptonat’in isaretlenmesi

1 mg Glukoheptonat 1mL deiyonize suda c¢oziildii. 1 mg kalay kloriir 1 mL
deiyonize suda coziilerek hazirlandi ve 100 uL SnCl,, Glukoheptonat ¢ozeltisine

eklendi. 1 mCi *™Tc ile isaretlendi. 25 dakika inkiibasyon icin bekletildi.

TLC icin silikajelle kapli, kalinliklar1 0.1 mm olan 20 x 20 cm
boyutlarindaki alimiinyum tabakalar kullanildi ve bu tabakalar 1.5 x 10 cm’lik
seritler halinde kesildi. Hazirlanan TLC seritlerin 0.5 cm yukarisina kapiler
yardimiyla 6rnekten bir damla damlatildi. TLC tanklarinda hazirlanan SF ve ACD
banyolarinda yiiriitiildii. Coziiciiniin TLC seridin sonuna yakin yerine kadar
ilerlemesinden sonra seritler tank icerisinden ¢ikartilip oda sicakliginda kurutuldu.
Kurutulan TLC 6rnekleri Sekil 3.1°de goriilen TLC Scanner cihaz1 (Bioscan
2000) (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1) ile

tarandi, Rydegerleri saptandi.
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Sekil 3.1 TLC Scanner cihazi (Bioscan 2000)

3.3 Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Hiicre kiiltiirii yontemin temel ilkesi, canli dokulardan alinan pargalarin in-

vitro kosullarda yasama ve iiremelerini saglamaktir. Tiip, sise gibi laboratuvar

gereclerinde uygun besleyici sivilarin i¢inde {iiretilir.

3.3.1 Hiicre Dondurma/Stoklama

1-

Hiicre ortamlar1 dokiildii, hiicreleri kaldirmak icin 4 mL tripsin eklendi. 5
dakika inkiibasyon i¢in 37 °C’de bekletildi.

5 dakika sonunda flaska hizlica vurularak flask icindeki hiicrelerin
hareketlenmesi saglandi.

Eklenen tripsin miktarmin iki kati olacak sekilde serumlu ortamdan
eklenerek falcon tiipe aktarildi. 1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi.
Foétal Bovin Serum (FBS) / DMSO (9/1) hazirlandi.

Ust kisimdaki siipernatant atildi ve cryo tiiplerle birlikte buz igerisine
alindi. 750 uL (FBS) / DMSO eklenerek resiispanse edildi ve -86 °C’de
bekletildi.

3.3.2 Hiicre Cozme

1-
2-

3.

Cozecegimiz hiicre paleti -86 °C’den 37 °C’ye alindi.

Cryo tiipteki hiicreler iizerine serumsuz besi ortami (RPMI-1640) konuldu.
Cam pipetle iyice karisimi saglandi.

Sonrasinda falcon tiipe aktarilarak iizerine besi ortami (DMEM-12 (HAM)
1:1) eklendi ve 10 dakika 2500 rpm’de santrifiijlendi.
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4- Ust kistmda kalan supernatant atildi, altta kalan hiicreler pitpitlanarak
tizerine tekrar 15 mL besi ortami eklendi. Tekrar 10 dakika 2500 rpm’de
santrifiijlendi.

5- Ustteki kisim dokiildii. 5 mL besi ortami konularak 75 cm? flasklara ekim
yapildi.

6- Flasklar, %95 nem ve %35 CO,’li 37 °C’de etiive kaldirildi.

7- Saglhikh tiremeyi saglamak igin flasklar belli araliklarla kontrol edildi, eski
besi yerleri dokiildii ortam degisikligi ve pasajlama yapildi.

3.3.3 Pasajlama

1- Mikroskopla flasklardaki hiicrelerin (Sekil 3.2) sikisiklig1 degerlendirildi.

2- 75’lik flask igin hiicrelerimizi kaldirmak amaciyla 4 cc tripsin eklendi. 5
dakika inkiibasyon i¢in 37 °C ‘de bekletildi.

3- Bes dakika sonunda hiicrelerimizi kaldirmak icin flaskin tabanina hizlica
vuruldu. Mikroskopla hiicrelerin serbest olup olmadigi kontrol edildi.

4- Serumlu besi yerinden (RPMI1640; DMEM; DMEM / F12 1:1) 75’lik
flasklara 8 mL eklendi.

5- Ortamlar falcon tiipe dikkatlice bosaltildi. Falcon tiipler 5 dakika 1200
rpm’de santrifiijlendi.

6- Ust kistmdaki supernatant ¢ope dokiilerek santrifiij sonrasi olusan pelleti
¢6zmek i¢in tiipiin dibine biraz vuruldu.

7- Her bir tiip i¢in 1 mL ortam konuldu.

8- Elde edilen hiicrelerin 1/3-1/4’1 ayn flasklara pasajlandi.

9- 8 mL daha ortam eklendi ve karistirildi.

10-Flaskin iistiine Hiicre Hatt1 / Pasaj Numarasi / Pasaj Oram / Pasaj Tarihi

yazildi.

11-Inkiibasyon i¢in 37 °C ’de inkiibatore yerlestirildi.

12- Bir hafta sonunda hiicreler mikroskopla kontrol edilerek gerekiyorsa ortam

degisikligi yapildi.
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Sekil 3.2 Flasktaki A549 Hiicreleri

3.3.4 Hiicre Canlihginin (Viabilite) Degerlendirilmesi

1-

2-

6-

3 giin boyunca 37 °C’de inkiibatérde beklemis olan A549 akciger hiicre
hatti flaskin A sirasina A-11’e kadar bosatildi.

Kuyucuklarin her birinin icindeki besi ortami bosaltilirken iizerlerine 50
pL serumsuz besi yeri (RPMI-1640) eklendi.

Sonra tekrar her bir kuyucugun i¢indeki serumsuz besi yeri bosaltilirken
lizerlerine 50uL Tripsin ekleyip 5 dakika inkiibasyon icin 37 °C’de
bekletildi.

Bes dakika sonrasinda her bir kuyucuga % 0,5’lik tripan mavisi
solusyonundan 50uL eklendi.

Neubauer laminda 151k mikroskobu ile canlt hiicre sayimi yapildi.

% Sag kalim — Canli hiicre sayist/ml.  , 100

Toplam hiicre say1si/mL

Elde edilen sonuglara gore, hiicreler her kuyucukta 1x10° hiicre olacak

sekilde cisplatinin ICsy dozunu belirlemek iizere platelere ekildi.

3.3.5 XTT ve Tripan Mavisi Boyasi Testi Islem Basamaklari

1-

2-

Flasklarda (75 cm?) yeterli sayida ¢ogalan hiicreleri ylizeyden kaldirmak
amaciyla tripsinizasyon iglemi uygulandi.
Sonra, hiicreler iizerine besi ortami ilave edilip 1200 rpm’de 5 dakika

santrifiij edildi.



3-

4-

5-
6

7-

8-

O-
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Santrifiij sonrasinda, iist kistmdaki siipernatant atildi, dipte kalan hiicreler
tizerine 1 mL besiyeri eklendi.

Hiicre sayimi i¢in hiicre soliisyonundan 50 pL alindi, tizerine 50 uL Tripan
mavisi boyasi eklendi ve hiicre canliligim1 belirlemek i¢in Neubauer
laminda sayim yapildi.

96 kuyucuklu plateler 1., 2., 3. ve 4. giin i¢in ayr1 ayr1 hazirlandi.
Cisplatinin 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 uM’lik konsantrasyonlar1
XTT testi icin her konsantrasyona 3 paralel deger olacak sekilde ICsg
dozunu belirlemek iizere hazirlandi.

Neubauer laminda sayilan hiicreler gerekli dilisyon yapildiktan sonra,
hazirlanan 96 kuyucuklu platelere her kuyucukta 1x10° hiicre olacak
sekilde ekildi. Hiicrelerin yiizeye yapismasi i¢in 24 saat beklendi.
Hazirlanan 4 giinliik deney diizeneginin ilk sirasina cisplatin uygulanmadi,
kontrol grubu olarak ayrildi, diger kuyucuklara cisplatin 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50 uM’lik konsantrasyonlar1 verildi.

1. giinlik deney diizenegi i¢in, hiicreye belirlenen farkli cisplatin
konsantrasyonlari uygulandi. 24 saat sonra, XTT testi i¢in ayrilan
kuyucuklarin her birine hazirlanan XTT soliisyonundan 50 pL eklendi.
Madde eklenmesinden yaklasitk 4 saat sonra ise plate’in her bir
kuyucugunun absorbans degeri (OD) ELISA cihazinda 450 nm ve 630 nm
dalga boyunda okundu.

10- Ayni1 islemler, madde verilmesinden 48, 72 ve 96 saat sonra 2., 3. ve 4.

giinliik plate’ler i¢in yapildi.

11-Plate’lerde bulunan Tripan Mavisi Boyasi Testi i¢in ayrilan kuyucuklarda

bulunan serumlu besi ortami enjektor yardimiyla cekildi, ortamdaki
serumu uzaklastirmak icin ise 50 upL serumsuz ortam hiicrelerin
kurumasina izin vermeden kuyucuklara ilave edildi. Aym sekilde hizlica
serumlu ortam cekilip, 50 uL tripsin ilave edildi. Inkiibatorde 5 dakika
beklendi.

12- Tripsin ile kaldirilan hiicrelerin iizerine 100 pL serumlu besiyeri eklenerek

hiicreler siispanse edildi. Siispansiyondan 50 pL almarak, 50 pL Tripan

Mavisi Boyasi ile karigtirildi ve Neubauer Laminda hiicre sayimi yapildi.

13-XTT testi ve Tripan Mavisi Boya Testi sonuglarina gore, Cisplatin’in

AS549 hiicrelerinde ICsy dozu belirlendi (Sekil 3.3 ve 3.4).
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Sekil 3.4 XTT Uygulamas1 Sonras1 Kuyucuktaki Hiicreler

3.3.6 Annexin V-EGFP Testi ile Apoptosisin Saptanmasi

1-

Her kuyucuga 1x10° hiicre gelecek sekilde 4 farkli hiicre grubu 6
kuyucuklu platelere ekilerek deney diizenegi hazirlandi.

Her bir kuyucuga tripsin eklenerek hiicreler kaldirildi ve 1,5 mL’lik
ependorflara alindi. 2500 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi.

Altta toplanan hiicrelerin iist kismindaki siipernatant atilarak kalan hiicreler
iizerine 500 pl baglayici tampon eklenerek resiispanse edildi.

Sonra iizerine 5 uL. Annexin V-EGFP ve 5 pL propidyum iyodiir eklendi.
37 °C’de 5 dakika inkiibe edildi.

5 dakika sonrasinda 4 hiicre grubundan da lam iizerine damlatildi ve
iizerlerine lamel kapatildi.

Floresan eklentili mikroskopta yesil (520 nm) ve kirmiz1 (620 nm) filtreleri
ile incelendi. Yesil hiicreler ve yesil rengin gdozlenmeye basladig: hiicreler
apoptosa ugramis hiicreleri, kirmiz1 gozlenen hiicreler ise canli hiicreleri

gostermektedir (Sekil 3.5; Sekil 3.6; Sekil 3.7; Sekil 3.8).
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Sekil 3.5 1.Grup Hiicreler (kontrol grubu)  Sekil 3.6 2.Grup Hiicreler (10uM Cisplatin)

Sekil 3.7 3.Grup Hiicreler (15uM Cisplatin) ~ Sekil 3.8 4.Grup Hiicreler (20uM Cisplatin)

3.3.7 DeadEndTM Fluorometrik TUNEL Testi ile Apoptosisin Saptanmasi

1- Her kuyucuga 1x10° hiicre gelecek sekilde 4 farkli hiicre grubu 6
kuyucuklu platelere ekilerek deney diizenegi hazirland1 (Sekil 3.9).

2- Her bir kuyucuga tripsin eklenerek hiicreler kaldirildi ve 1,5 mL’lik
eppendorflara alindi.

3- Hiicreler 2500 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi (Sekil 3.10).
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4- Ust kisimdaki siipernatant atilarak iizerlerine 1 mL PBS (Phosphate

Buffered Saline: Fosfat Tampon Cozeltisi) eklendi ve yikama islemi 3 kez

tekrar edildi.

Sekil 3.9 Platelere Ekilmis Hiicreler Sekil 3.10 Eppendorflara Alinan

ve Santrifiijlenen Hiicreler

Sekil 3.11 Lamlara Uygulanan Ornek

(9,}
1

Plate seklindeki hiicreler iizerine 3:1 oramindaki metanol:asetik asit
(fiksatif) karisimi eklendi.

6- 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi.

]
1

Santrifiij islemi tamamlandiktan sonra hiicre plateleri tizerine 30 pL

fiksatif eklendi.

o0
1

Her hiicre gurubu pozitif kontrolle calisildi. Her hiicre grubu i¢in 2 adet

lam -20 °C’ye kaldirildi.

9- Her hiicre soliisyonundan 15 pL hazirlanan lamlara damlatildi ve yayildi
(Sekil 3.11).

10-Kurutulan lamlar igerisinde %4’lilk metanolsiiz formaldehitin PBS

(pH:7,4) ¢ozeltisi icerisine konuldu ve + 4 °C’de 25 dakika bekletildi.
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11-25 dakika sonrasinda hiicre gecirgenligini saglamak icin lamlar PBS ile
hazirlanmis % 0,2 Triton-X ¢ozeltisinde 5 dakika bekletildi.
12-Lamlar PBS ile 5 dakika siire araliklariyla 3 kez yikandi.

Pozitif kontrol icin DNase uygulamasi:

a)100 uL DNase I tamponu (40 mM Tris-HCI (pH:7,9),10mM NaCl, 6mM
CaCl,, 10mM CaCl,) pozitif kontrol lamlan {izerine eklenerek oda
sicakliginda 5 dakika bekletildi.

b)Uzerindeki siv1 uzaklastirildi. 5.5-10 iinite/mL DNase I iceren 100 uL
DNase I tamponu eklenerek oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyon icin
bekletildi.

c)Lamlar iizerindeki fazla sivi uzaklastirilarak 3-4 kez deiyonize su ile
yikandi.

13-Pozitif kontrol lamlar1 ve diger lamlar tizerine 100 pL tampon c¢ozelti
eklenerek 10 dakika bekletildi.

14-7TdT tamponu (90 pL equlibration tamponu,10 pL niikleotit karigimi, 2uL
rTdT enzimi) hazirlandi.

15-5-10 dakika sonrasinda lamlar iizerindeki fazla sivi uzaklastirilarak yerine
rTdT tamponu eklenerek iizerine lamel kapatildi. 37 °C’de nemli etiivde 60
dakika bekletildi.

16-60 dakika sonrasinda reaksiyonun durmasi ic¢in oda sicakliginda SSC
icinde 15 dakika bekletildi.

17-Lamlar PBS i¢inde 5 dakika yikandi ve bu islem 3 kez tekrar edildi.

18-1 mg/1 mL seklinde hazirlanmig propidyum iyodit solusyonu igerisinde
lamlar 15 dakika bekletildi.

19- Lamlar soliisyondan ¢ikartildi, kurumasindan sonra iizerine %50’lik 15 pL
gliserol damlatilarak lam ile kapatildi.

20-Floresan eklentili mikroskopta yesil (520 nm) ve kirmiz1 (620 nm) filtreler
ile incelendi (Sekil 3.12; Sekil 3.13; Sekil 3.14; Sekil 3.15).
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Sekil 3.12 1.Grup Hiicreler(Kontrol Grubu)  Sekil 3.13 2.Grup Hiicreler (10pm Cisplatin)

Sekil 3.14 3.Grup Hiicreler (15um Cisplatin) Sekil 3.15 4.Grup Hiicreler (20um Cisplatin)

3.3.8 A549 Hiicrelerinde **™ Tc-Glukoheptonat Tutulumu

1- Platelere kontrol, 10 mM, 15 mM, 20 mM ve her birinden 3’er kuyucuk ve
her kuyucukta 1x 10° hiicre olacak seklinde hazirlanmis ve ekilmis olan
hiicreler iizerindeki besi ortami alinarak ayni zamanda 500 pL serumsuz
besi ortami eklendi (Sekil 3.16).

2- Eklenen serumsuz besi ortamdan cekilip yerine hiicrelerin kaldirilmasi i¢in
400 pL tripsin eklendi. 5 dakika 37 °C’de inkiibasyona birakildi.

3- 5 dakika sonrasinda 800 uLL DMEM:F:12 serumlu besi ortami eklendi.
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4- Biitiin ortam iyice pipetlenerek her biri ayr1 ependorflara alindi (Sekil
3.17).

5- 2500 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi.

6- Ust kisimdaki supernant atildi. Alt kistmda kalan hiicreleri ¢6zmek icin

hafifce vuruldu ve tizerine 1mL serumsuz besi ortami eklendi.

Sekil 3.16 Kuyucuklardaki Hiicreler

Sekil 3.17 Eppendorflara Alinmis Hiicreler

7- Her bir kuyucuga 1 pg / 50 uCi gelecek sekilde *™Tc-Glukoheptonat,
hiicrelerin alindig1 ependorfa ilave edildi.

8- 1 ug/50 pCi *™Tc-Glukoheptonat igerisinde hiicre bulunmayan 3 ayri
eppendorfa **™Tc-Glukoheptonat tutulumunu saptamak amaciyla ilave
edildi.

9- Cd(Te) dedektorii ile eppendorflarin aktiviteleri sayildi. Aym islemler 3
kez yapildu.

10-*™Tc-Glukoheptonat ile hiicreler 37 °C’de 2 saat inkiibasyona birakildi.
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11-Sonrasinda serbest 99mTc—Glukoheptonat’l ayirmak icin PBS ile hiicreler 2

kez yikandi. Ayni islemler hiicrelerin olmadigr ependorflar icinde

tekrarlandi.

12-Yikama isleminden sonra hiicrelerin aktiviteleri Cd(Te) dedektoriinde

sayildi.

13-Icerisinde hiicre bulunan ependorflardaki tutulumlardan, igerisinde hiicre

bulunmayan ependorflar ¢ikarilarak hiicrelerdeki net tutulumlar saptandi.

14- Tiimér hiicrelerindeki **™Tc-Glukoheptonat tutulum % orani hesapland.

3.3.9 Bradford Protein Analizi

1-

Her kuyucukta 1x10° hiicre bulunan 4 farkli hiicre grubu olacak sekilde
plate ekilerek deney diizenegi kuruldu.

Hiicreler serumsuz besiyeri ile 3 kez yikandi ve yikanan hiicrelerin tizerine
500 pL icerisinde SDS bulunmayan ornek tampon ¢ozeltisi eklendi ve her
hiicre grubu ayr1 ependorf icerisine alindu.

Hiicreler kaldirildiktan sonra proteaz enzimini inhibe etmek i¢in 5 dakika
sicak su banyosu icerisinde bekletildi ve 12.000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendi.

Stok c¢ozeltiden derisimi 25, 20, 15, 10, 5, 2.5, 1.25 pg/mL olan standartlar
(Bovin Serum Albumin) hazirlandi.

Plate icerisine 120 uL hazirlanan standartlar ve kontrol grubu, 10 uM, 15
uM, 20 uM’lik cisplatin gruplarindan ayni1 miktarda 6rnek konuldu. Sonra
120 uL Bradford reaktifinden her kuyucuga eklenerek karistirildi.
Inkiibasyon icin 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

ELISA cihazinda 595 nm’de kor 6rnek ¢ozeltisiyle birlikte 6l¢tim alindi.
Protein konsantrasyonunlarinin dalga boyu 595 nm’deki absorbansi
okundu her bir absorbansa karsilik standart egri olusturuldu.

Standart  egriye  yardimiyla  bilinmeyen  Orneklerin  protein

konsantrasyonlari onlarin absorbanslar1 karsilastirilarak saptandi.

3.4 istatistiksel Analizler

% 1D/Protein ile % Apoptotik Hiicre arasindaki oran hesaplanarak

istatistiksel olarak korelasyon katsayisi (r) elde edildi. Ayrica, Annexin V ve
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TUNEL yontemleriyle elde ettigimiz apoptotik yiizde sonuclari ile in vitro olarak
A549 akciger hiicre hattina uygulanan farkli dozdaki Cisplatin miktarilarina
karsilik 99mTc—Glukoheptonat tutulum sonuglar1 SPSS 13 programinda korelasyon
analizi regresyon analizi ve varyans one-way ANOVA analizi ile hesaplandi.
Bulunan degerlerin standart sapmalar1 ve p degerleri hesaplandi. p degeri <0.05

olanlar anlamli1 kabul edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Radyo ince Tabaka Kromatografi (RTLC) Yontemi ile elde edilen R¢

Sonuclar

Glukoheptonat’in Pmre dle isaretlenme verimi % 90,66 + 4 olarak bulundu.

Te-glucoheptonat - sf_1.R001 Tc-glucoheptonat - acd_2.R001
800“““““““““‘ 1200\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
] L 1000 | B
600 — ~ ] r
] L 800 C
S 0 S 60| -
o b r o ] L
i i 400 -
200 — ~ ] r
] L 20 C
0 | 0 |
LN O O B FrT T T[T T T T T T T T T TTTTd
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Position (mm) Position (mm)
ekil 4. C- anyosu ekil 4. c- anyosu
kil 4.1 °*"Tc-GH SF bany kil 4.2 " Tc-GH ACD bany
RTLC kromotogrami RTLC kromotogrami

Cizelge 4.1 Banyolar icin Ry degerleri

Sf banyosu | indirgenmis Pmre R: 0.06 9mTe.GH Rg: 0.75 Na”™TcO, R;: 0,90
ACD indirgenmis **"Tc Ry: 0,89 9MTc-GH Rg: 0,43 Na”™TcO, Ry: 0,94
banyosu

Wim de Kieviet’in calismasinda (1981), SF (Serum Fizyolojik) banyosunda
(% 0,9 NaCl) *™Tc-GH Ry degeri 0,89 olarak bulunmus.

4.2 Hiicre Canlihigimin Degerlendirilmesi

Cisplatin’in A549 hiicreleri icin sitotoksitesini belirlemek, morfolojik olarak
hiicresel hasarin gozlenmesi, hiicresel hasarin ¢esitli Ol¢iim yontemleri ile
belirlenmesi, hiicresel biiyiimenin belirlenmesi, hiicresel metabolizmadaki

herhangi bir degisikligin belirlenmesi acisindan dnemlidir.

Hiicre canliliginin % 50 oraninda azaldigi deger bize Cisplatin’in A549

hiicreleri i¢in etkin degerini verecektir.
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Hiicreler, kemoterapi ajaninin (Cisplatin) farkli konsantrasyonlarina (5-50
uM) maruz birakilarak, apoptozun indiiklendigi hiicrelerde, ICso degerleri Tripan

Mavisi Boyasi ve XTT Testi ile saptandi (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

4.2.1 Tripan Mavisi Boyasi Testi Sonuclari

Tripan mavisi boyasi testi ile A549 akciger kanser hiicrelerinde, kontrol
grubu A549 akciger hiicresinin canlilik yiizdesi % 100 kabul edilerek cisplatinin
farkli konsantasyonlar1 i¢in canlilik yiizdeleri incelendi. 5 uM Cisplatin miktar1
uygulandiginda canli hiicre oram1 % 78,57; 10 uM Cisplatin uygulandiginda ise bu
oranin % 64,29 oldugu goriildi. 15 pM Cisplatin uygulandiginda hiicrelerin
apoptoza ugrayarak hiicre canliliginin % 50,11°e diistiigii goriildii. Bu deger bize
kemoterapi ajaninin etkisiyle hiicre camililiginin % 50 oraninda azaldigi ICsg
degerini vermektedir. Tripan Mavisi Boyast Testi sonucunda, A549 akciger

kanser hiicresi i¢in ICsy degeri = 15 uM’dir.

Olusan apoptotik oranlar ise kontrol grubunu % 100 canli olarak kabul
ettigimizde, 5 uM ve 10 pM Cisplatin uygulamasi sonucunda apoptosa ugrayarak
canliligin yitiren A549 akciger kanser hiicresi oranlar1 sirasiyla, % 21,43; %

35,71°dir. 15 uM Cisplatin uygulandiginda ise bu oran % 49,89 olarak bulundu.

3.Gun
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Sekil 4.3 Tripan Mavisi Testi ile Cisplatinin Sitotoksititesi

J. Liang et al. 2008’de yaptiklar1 benzer calismada, A549 akciger kanser

hiicreleri iizerine kemoterapi ajam1 olan Cisplatinin 5 uyM ve 10 pM
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konsantrasyonlarmi uygulanmiglar, olusan apoptotik hiicreleri Annexin V ve
propidiyum iyodiir (PI) ile boyanarak gdzlemlenmis ve olusan apoptotik oran flow
sitometri ile erken ve ge¢ apoptosis belirlenmislerdir. Bunun sonucunda, A549
akciger tiimor hiicrelerindeki apoptosis orani, kontrol grubunda % 1.21% 0,15; 5
puM Cisplatin uygulanan hiicrelerde % 36.68+1,56; 10 uM Cisplatin uygulanan
hiicrelerde ise apoptotik oran % 43,60+2,82 olarak bulunmus. Canl hiicre oranlar1
ise kontrol grubu, 5 uM ve 10 uM Cisplatin uygulamasi sonucunda sirasiyla, %
98,8 ; % 63,32 ve % 56,4 olarak bulunmus. Cisplatin’in A549 tiimor hiicrelerinde

etkin oldugunu gostermislerdir.

4.2.2 XTT Testi Sonucu

XTT yontemi uygulanarak A549 hiicreleri igin cisplatinin 3. Giin
sitotoksitesi incelendiginde, hiicre canlilifinin yariya diistiigii Cisplatin miktarinin

15 uM oldugu goriildii.

3. Giin
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Sekil 4.4 XTT testi ile Cisplatinin sitotoksititesi

Nathalie Perek et al. 2008'de *™Tc-Glukarat kullanarak yaptiklar
caligmada ise kemoterapi ajani olarak etoposide kullanmiglar. Etoposide ile U937
timor hiicrelerinde 50 pM, 75 uM ve 100 uM olarak 3 farkli konsantrasyonda
caligmiglar ve apoptotik hiicre sayisi icin artan bir egri saptamiglar. U937

hiicrelerinde etoposide ICsydegerini 75 uM olarak bulmuslardir.
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4.2.3 Annexin V-EGFP Testi Sonucu

Annexin V-EGFP Testi sonucumuzda; floresan eklentili mikroskopta yesil
(520 nm) ve kirmizi (620 nm) filtreleri ile incelenmesiyle elde edilen
goriintiilerdeki canli, apoptotik, erken apoptotik, gec apoptotik ve nekrotik hiicre
ayrimlart  yapilarak yiizde oranlarnn hesaplandi ve Sekil 4.5’te oranlar
goriilmektedir. Cisplatin’in etkin dozu ICsy degeri olan 15 uM’deki canli hiicre
sayist ile cisplatin uygulanmayan kontrol grubundaki canli hiicre sayisi
yiizdelerine bakildiginda, yaklasik % 50 oraninda azalma ile % 38,93’e diistiigii
goriildii. Bu degerdeki apoptosa ugrayan hiicre ylizdeside % 41,36’dir. Bu da
kemoterapi ajan1 olan Cisplatin’in A549 akciger hiicre hatt1 icin etkin degerinin

15 uM oldugunu desteklemektedir.

Annexin V-EGFP Testi ile elde edilen goriintiilerden erken apoptotik, gec
apoptotik ve nekrozise ugrayan hiicre ayrimlar1 yapildi. Sekil 4.5’te goriildiigi
izere, nekrozise ugramis hiicre oram kontrol hiicresinde % 6,4 iken, artan
Cisplatin miktartyla 10 uM’da % 10,8; 15 uM’da % 19,71; 20 uM’da ise % 28,57
olarak bulundu (p<0.05).

100.00 -
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0.00 | | |
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H Nekrotik

| Ge¢ Apoptotik

H Frken Apoptotik

@ Canh

Sekil 4.5 Annexin V-EGFP Testi

Benzer olarak, Nathalie Perek et al. (2008) calismasinda, U937 insan 16semi

monosit lenfoma hiicrelerine in vitro olarak farkli miktarlardaki (50 uM, 75 uM,



40

100 uM) kemoterapi ajan1 (Etaposit) uygulanmiglar. Annexin V — FITC
kullanilarak fosfotidil serin (PS) dedekte edilerek apoptotik hiicre membranlari,
Propidiyum lIyodiir (PI) kullamilarakta nekrotik hiicreler tespit edilerek apoptotik
ve nekrotik hiicre ayrimin1 yapmuslardir. Ayrica, artan kemoterapi ajant miktari ile
apoptosis ve nekrozisinde arttigi izlenmisler. Kontrol hiicresinde % 2 oraninda
apoptotik hiicre sayilirken, 100 uM kemoterapi ajani kullanimiyla bu oran % 70’e
ciktigin1 gozlemlemisler. Aym sekilde nekrotik hiicre miktarida kontrol grubunda
% 2’den az iken, 100 pM kemoterapi ajam1 kullanimiyla % 18’e ¢iktigini tespit
etmislerdir (Perek N. et al.,2008).

4.2.4 DeadEndTM Fluorometrik TUNEL Testi Sonucu

DeadEndTM  Fluorometrik TUNEL Testi sonuclann  Sekil 4.6’da
goriilmektedir. Cizilen bu grafik incelendiginde, kontrol hiicrelerinde apoptotik
hiicre oraninin % 12,49 iken 20 uM Cisplatin uygulamasindan sonraki apoptoza
ugrayan hiicre oraminin % 73,85’e c¢iktigim gormekteyiz. 15 pM Cisplatin
miktarinda ise % apoptotik hiicre oram1 % 58,38 olarak hesaplandi. Varyans one-

way ANOVA analizi ile sonuglarn istatistigi yapildi ve anlamli oldugu goriildii

(p<0.05).

Sonug¢ olarak, artan Cisplatin miktariyla apoptoza ugrayan tiimor hiicre

sayisida artmaktadir.
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Sekil 4.6 DeadEndTM Fluorometrik TUNEL Testi
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4.2.5 Bradford Protein Analizi Sonucu

Bradford Protein Analiz prosediiriine gére A549 hiicrelerimiz hazirlanarak
Cisplatin’in 3 farkli dozu verildi ve Cisplatin dozuna karsilik protein miktari
cizelgesi olusturuldu. Beklendigi iizere artan cisplatin dozuna karsilik protein

miktarinda diisiis oldugu gozlendi (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 incelendiginde Cisplatin miktarinin artmasiyla timor
hiicrelerinin (protein, mg) apoptoza ugrayarak azaldigr goriildii. Bulunan
degerlere karsilik Sekil 4.7 cizildi. Cizilen grafikte de Cisplatin miktarinin

artmasina karsilik protein miktarinda azalma izlenmektedir.

Benzer olarak, Elizabeth Alli et al. 2002’de yaptiklart meme kanser
hiicreleri ile kemoterapi ilact olarak paklitaksel kullanilarak yaptiklari calismada
Bradford Protein Analizi sonucunda paklitaksel oraninin artmasiyla canliligin

dolayistyla protein miktarinin azaldigi goriilmektedir.

Cizelge 4.2 Cisplatin uygulamasi sonrasi protein miktari (g)

e | Prin 0
KONTROL 1,6083
10 M 1,1365
15 uM 0,5841
20 uM 0,3278
A549

-

3

Protein (g)
=R A
= =] 8 (=%

=

Control 10uM 15uM 20 1M

Sekil 4.7 Cisplatin miktarina (uM) karsilik protein miktari (g)



42

4.2.6 A549 Hiicrelerinde *™Tc-Glukoheptonat Tutulum Sonugclari

99mTc—Glukoheptonat sadece tiimorlii hiicrelerde tutulum gosteren bir
goriintiileme ajanmidir. Calismamizda, A549 akciger hiicre hatti her bir ependorf
icin 99mTc—Glukoheptonat ile 50 pCi/ pg olacak sekilde kullanildi. Blankenberg F.
et al. 1998de, *™Tc-Glukoheptonat ile calismislar ve spesifik aktiviteyi protein
basina 50uCi/pg olarak bulmuslardir.

A549 akciger hiicresine kemoterapi ajanimin (Cisplatin) uygulanmasiyla
#™Tc_Glukoheptonat’m tutulum sonuglar1 Sekil 4.8’de goriilmektedir. Cizelge
4.3 ve Sekil 4.8 incelendiginde, uygulanan Cisplatin dozundaki artis ile tiimorlii
hiicre sayisinda azalma oldugu, 99mTc—Glukoheptonat tutulumun bu doz artigina
bagh olarak azaldigi goriilmektedir. Bu azalis, Cisplatinin etkisiyle timor
hiicrelerinin apoptosa ugradigim1 ve tiimor canli hiicrelerinin azaldigini

gostermektedir.

Bunun sonucunda, %ID (uygulanan doz)/Protein (g) orani, kontrol hiicreleri
icin % 4,72 iken Cisplatinin ICsyp dozu olan 15 uM icin ise % 6,31 olarak
bulunmustur. Cizelge 4.3 incelendiginde Cisplatin miktar1 ile %ID arasinda
istatistiksel anlamlilik vardir (p<0.05). % ID degerleri ile protein (g) degerlerinin
oranlanmasi ile ¢izilen % ID / Protein (g) grafiginde (Grafik 4.8) artan bir grafik
izlenmesi **"Tc—Glukoheptonat'm  kemoterapi  degerlendirilmesinde etkin

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.3 Cisplatin uygulamalar1 sonrasi1 %ID ve %ID/Protein

AS549 Hiicre gruplarina uygulanan
% ID % ID/Protein
Cisplatin miktari
KONTROL 7,59 4,72
10 uM 6,51 5,73
15 uM 3,68 6,31
20 uM 3,53 10,77
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Sekil 4.8 Cisplatin Miktarina (uM) karsilik %ID / Protein Miktari (g)

J. Liang et al. Tarafindan 2008’de A549 kanser hiicre hattinda Cisplatin
kullanarak in vivo ve in vitro olarak gerceklestirdikleri calisma, #MTe-DTPA-
DG’nin kanser hiicrelerinde tutulumlarimin in vitro olarak incelemesini kontrol
grubu, 5 uM ve 10 uM cisplatin uygulanan grup olmak iizere 3 grup iizerinde
yapmislardir. Bunun sonucunda, kontrol grubunda P"Te-DTPA-DG tutulumu %
0,79 iken, 5 uM ve 10 uM’lik gruplardaki tutulumlar ise sirasiyla % 0,59 , % 0,44

olarak bulmuslardir.

Nathalie Perek et al. (2008) calismalarinda da, kemoterapi ajan1 olarak
etaposide’in farkli konsantrasyonlarina (50 pM, 75 puM, 100 pM) maruz
birakilarak apoptosise ugratilan U937 kanser hiicrelerinde **™Tc-Glukarat
tutulumlarinin incelenmesi sonucunda, %ID/Protein (mg) oranlari, kontrol
hiicresinde % 2 iken 50 uM, 75 uM, 100 uM konsantrasyonlarda giderek artarak
100 uM’da %ID/protein (mg) oranint % 6,05 oldugunu gostermislerdir.

4.2.7 istatistiksel Sonuclar

Uygulanan Cisplatinin etkisiyle akciger tiimor hiicreleri (A549) apoptosa
ugrayarak azaldi. Tiimorlii hiicre sayisinda azalma olmasindan dolay1 Pme
Glukoheptonat tutulumunda da azalma goriildii. Bunun sonucunda % ID degerleri
ile protein (g) degerlerinin oranlanmasi ile ¢izilen % ID / Protein (g) grafiginde
(Sekil 4.9) artan bir grafik izlendi. % ID / Protein (g) ile % Apoptotik Hiicre

arasinda grafik cizildiginde pozitif korelasyon oldugu goriildii. Pozitif korelasyon,
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kullandigimiz 9me. Glukoheptonat dozunun Cisplatin miktarina bagli olarak

diistiigiinii gdstermektedir.

AS49 r=09706

315
E[I - /
2 3
ﬁ: »n -—
e -y <
2 29
17445 21,225 51.870 73,085

% Apoptotik Hiicre

Sekil 4.9 Korelasyon Katsayisi (r)

D. Denoyer et. al. (2004) ¢alismasinda ise, U937 hiicrelerinde kemoterapi
ajanlarinin apoptosise neden oldugu ve apoptotik hiicre oliimleri sirasinda olusan
degisikliklerin *™Tc-DMSA kullanilarak degerlendirildigi goriilmektedir. Bu
calismada, meydana gelen apoptosisi Annexin V-(FITC) metoduyla izlemisler.
Sonrasinda, U937 hiicresine in vitro olarak **™Tc-DMSA kullanarak radyoaktivite
caligmalarimt  gerceklestirmislerdir. Apoptosis sirasinda hiicrelerde fosfat
tutulumunda azalis oldugu buna baglantili olarakta isaretli bilesigin tutulumunda
da azalma oldugu goriilmiis ve bu sekilde apoptosis dedekte edilmis. Protein
basmna verilen dozun yiizdesi (% DA/Protein) ile olusan apoptotik hiicrelerin
yiizdesi ( % Apoptotik Hiicre) arasinda istatistiksel olarak korelasyon katsayisi (r)
hesaplanarak grafige gecirildiginde negatif korelasyon bulunmus. Bunun
sonucunda elde ettikleri korelasyon ile olusan apoptosis sirasinda meydana gelen

degisiklikleri **™Tc-DMSA ile degerlendirilebildigi gosterilmistir (Denoyer D. et
al., 2004).

Annexin V, TUNEL ve 99mTc—Glukoheptonat tutulumlarindan elde edilen
verilerimizin SPSS 13 programi kullanilarak istatistiksel analizleri (Univariate
Variance Analyses) yapilmistir. Anlamlilik diizeyi (p) degeri ile ifade edilecek

olursa p < 0.05 degeri anlamli olarak kabul edilmistir.
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Cizelge 4.4 Pearson korelasyonuna gore Cisplatin miktar1 ile 9gr'“Tc-Glukoheptonat

tutulumlar arasindaki p degeri ve korelasyon katsayisi=r

Pearson korelasyon
p Degeri
katsayisi=r

Cisplatin  miktari (um) ile ° "Tc-Glukoheptonat
0.000 -0,949
tutulumlari

Elde edilen degerlere gore, Cisplatin miktari ile tutulumlar arasinda yapilan bu
korelasyonun istatistiksel agidan anlamli oldugunu sdyleyebiliriz (p<0,05).
Pearson katsayisi (r)’nin negatif ¢ikmasi Cisplatin miktar ile yiizde tutulumlar
arasinda negatif korelasyon oldugunu gostermektedir. Bu sonug¢ bize Cisplatin
miktarinin artmasiyla tutulumlarin azalmasinin istatistiksel olarak anlaml

oldugunu aciklamaktadir.

Cizelge 4.5 Pearson korelasyonuna gore Cisplatin miktar1 ile TUNEL Metoduyla bulunan

apoptotik hiicre yiizdeleri arasindaki p degeri ve korelasyon katsayisi=r

. Pearson korelasyon
TUNEL Metodu ile p Degeri
katsayisi=r
Cisplatin miktar1 (um) ile apoptotik hiicre oranlar1 0.000 0,995

Sonuglar incelendiginde, Cisplatin miktar1 ile apoptotik hiicre yiizdeleri
arasinda pozitif korelasyon bulunmustur. Bulunan sonuglar istatistiksel olarak

anlamlidir (p<0,05).

Cizelge 4.6 Pearson korelasyonuna gore Cisplatin miktart ile Annexin V Metoduyla bulunan

apoptotik hiicre yiizdeleri arasindaki p degeri ve korelasyon katsayisi=r

. . . Pearson korelasyon
Annexin V Metodu ile p Degeri
katsayisi=r
Cisplatin miktar1 (um) ile apoptotik hiicre oranlar1 0.000 0,999

Annexin V ile bulunan apoptotik hiicre ylizdeleri ile Cisplatin miktar
arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (0,999). Bulunan sonucun p degeri <0,05

oldugundan sonuglarimiz anlamli kabul edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada, akciger kanser hiicrelerinde kemoterapi ajam1 kullanilmasi
sonucunda meydana gelen apoptosisin goriintillenmesinde **™Tc-Glukoheptonat

potansiyeli in vitro incelenmistir.

Glukoheptonat'n ~ *™Tc ile isaretlenmesiyle olusturulan **™Tc-

Glukoheptonat’in radyoisaretleme verimi %90,66 + 4 olarak saptanmuistir.

Hazirlanan A549 akciger tiimor hiicre hatlari i¢cin kemoterapi ajanimiz olan
Cisplatinin sitotoksititesi Tripan Mavisi Boyasi ile belirlenmis ve A549 hiicre
hatt1 icin ICsy degeri 15 pM olarak bulunmustur. Bu degere gore, Cisplatin

kullanimiyla hiicrelerimiz apoptoza ugratilmistir.

Olusan apoptosis Annexin V ve TUNEL yontemleri kullanilarak yesil ve
kirmizi fluoresans etkili mikroskop ile tespit edildi. Annexin V Metodu ile
Cisplatinin etkin dozu ICspdegeri olan 15 uM’deki canli hiicre sayisi ile Cisplatin
uygulanmayan kontrol grubundaki canli hiicre sayis1 yiizdeleri karsilastirildiginda,
yaklagik % 50 oraninda azalma ile % 38,93’e diistiigli goriildii. Bu degerdeki
erken apoptos hiicre yiizdesinin % 23,51, ge¢ apoptos hiicre yiizdesinin ise %
19,85 oldugu izlendi. ICsy degerinin alt ve iist degerleri olan 10 uM ve 20
uM’daki canlt hiicre yiizdeleri sirasiyla % 58,53, % 19,11 olarak bulundu. Kontrol

hiicresinde ise canli hiicre yiizdesi % 71,2’dir.

DeadEndTM Fluorometrik TUNEL Testi sonuclarina bakildiginda,
kontrol hiicrelerinde apoptotik hiicre oranimin % 12,49 iken 20 uM Cisplatin
uygulamasindan sonraki apoptosa ugrayan hiicre oraminin % 73,85’e ciktigini
goriilmektedir. 15 puM Cisplatin miktarinda ise % apoptotik hiicre oran1 %
53,38’dir.

Elde ettigimiz bu sonuclardan, Cisplatin’in A549 hiicre hatlar1 iizerinde
etkin oldugu saptanmistir. Sonrasinda bu sonuglar Bradford Protein Analizi ile

desteklenmistir.

Cisplatin’in ii¢ farkli dozuna maruz birakilan A549 hiicre hattinda i o
Glukoheptonat tutulumu incelenmistir. Elde edilen sonuglardan, Cisplatin

uygulanmasiyla apoptotik hiicre sayisinda artig, canli timor hiicre sayisinda ise
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azalis gozlendi. 99mTc—Glukoheptonat’m tutulum yiizdeleri (%ID), kontrol
grubunda %7,59 iken 10 uM’da % 6,51, 15 uM’da 3,58, 20 uM’da ise % 3,53
olarak bulundu. Bu sonuglar bize, kemoterapinin etkisiyle akciger tiimor
hiicrelerinde apoptozun arttig1 ve PmTe Glukoheptonat tutulumlarin azaldigini
gostermektedir. %ID/Protein (g) orani incelendiginde, kontrol hiicreleri icin bu
oran % 4,72 iken Cisplatin’in ICsy dozu olan 15 uM igin ise % 6,31 olarak
bulundu. Apoptosun artistyla A549 akciger tiimor hiicrelerinde tutulum gosteren
#™Tc_Glukoheptonat'm tutulumunda azalisa sebep oldugu goriilmektedir. Bu
sonuglara dayanarak, tedavi sonrasinda olusan apoptosis ~ " Tc—Glukoheptonat ile

dedeksiyon edilebilir.

Sonug olarak, A549 akciger tiimér hiicrelerine uygulanan tedavi sonrasinda
olusan apoptosisin dedeksiyonu icin **™Tc - Glukoheptonat’in potansiyeli oldugu

ve goriintiileme ajanm olarak kullanilabilecegini soyleyebiliriz.
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