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OZET

KANSER HUCRELERINDE ERKEN KEMOTERAPI CEVABININ
Pme. TETROFOSMIN ILE IN VITRO DEGERLENDIRILMESI

TABAR, Elif

Yiiksek Lisans Tezi, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Fatma YURT LAMBRECHT
Temmuz 2010, 61 Sayfa

Radyoisaretli ~ bilesikler,  proliferasyon,  agresiflik  gibi  tiimor
karakteristiklerinin degerlendirilmesinde, kemoterapi ve radyoterapi gibi kanser
tedavilerinin etkinliginin belirlenmesinde 6nemli bir yere sahiptir. 18, 99mTe, 124
vb. ile isaretlenen bilesiklerle tedaviden sonra hiicre canliligindaki azalmanin

degerlendirilmesi ile apoptozun dedeksiyonu yapilabilmektedir.

Rutinde miyokardiyal perfiizyon goriintiileme ajan1 olarak kullanilan 99mpe.
Tetrofosmin’in ayni zamanda meme tiimorii de dahil olmak {iizere cesitli

tiimorlerde akiimiile oldugu bilinmektedir.

Bu calismanin amaci; Cisplatin uygulanmis MCF-7 meme kanser hiicre
hattinda, tedavi sonrasi PMPe Tetrofosmin  tutulum oranina baghh olarak

kemoterapi degerlendirilmesinde 9MT ¢ Tetrofosmin etkinli ginin belirlenmesidir.

Annexin V ve TUNEL yontemleriyle MCF-7 meme kanser hiicre hattinda
Cisplatinin farkli dozlariyla olusturulan apoptotik etki incelendiginde doz artisiyla
beraber apoptoz oraninda arttig1 gozlenmistir. MCF-7 hiicre hattinda kemoterapi
gruplarinda #mTc-Tetrofosmin’in tutulumu kontrol grubuna gore daha diisiiktiir.
Tutulum oran1 ve apoptoz orami arasindaki negatif iliski kemoterapi cevabinin

#Me-Tetrofosmin ile degerlendirilme potansiyeli olabilecegini gostermektedir.

%M Tetrofosmin’in - meme kanserinde erken kemoterapi cevabinin
degerlendirilmesinde goriintileme ajam1 olarak kullanilabilmesi muhtemel
goriinmektedir.

99m

Anahtar Kelimeler: MCF-7, meme kanseri, apoptoz, Tc-Tetrofosmin,

cisplatin
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ABSTRACT

EVALUATION OF EARLY CHEMOTHERAPY RESPONSE IN
TUMORS BY *™Tc¢-TETROFOSMIN

TABAR, Elif
MSc, Istitute of Nuclear Sciences
Supervisor: Prof. Dr. Fatma YURT LAMBRECHT
July 2010, Pages 61

Radiolabeled molecules have an important role to evaluate tumour
characteristics such as aggressiveness, and to identify the effectiveness of cancer
treatments such as chemotherapy and radiotherapy. 18R, 9mTe, 121 etc. labeled
molecules can be used apoptosis detection by estimating decrescent cell viability

after therapy.

99MT ¢ Tetrofosmin which is used as a myocardial perfusion imaging agent in
a routine, at the same time is known to accumulate in various tumours including

breast tumour.

The aim of this study to assess of efficacy of 99mTe-Tetrofosmin  at

f 99m

evaluation of chemotherapy depend on the uptake ratios o Tc-Tetrofosmin

after treatment in MCF-7 breast cancer cell lines where cisplatin applied.

When we examined the apoptotic ratios which induced with different dose
of Cisplatin in MCF-7 breast cancer cells by using Annexin V and TUNEL
methods, it was observed that the rate of apoptosis increased with soaring dose.
The uptake rates of #MT¢_Tetrofosmin in MCF-7 cell line in the chemotherapeutic
groups were lower than its in the control group (p<0.01). The negative correlation

99m

between uptake ratios and apoptotic rates shows that = Tc- Tetrofosmin can have

a potential for evaluating chemotherapy response.

99MT ¢ Tetrrofosmin might be probably used as an imaging agent for

estimation of early chemotherapy response in breast cancer.

Key words: MCF-7, breast cancer, apoptosis, #MT¢_Tetrofosmin, cisplatin
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1. GIRiS:

Sik goriilmesi ve 6liime neden olma oraninin yiiksek olmasi nedeniyle bir
halk saglig1r sorunu haline gelen kanser hastalifinda, tiimér boyutlarindaki artis
hiicre proliferasyonu ve hiicre kayb1 arasindaki dengenin sonucudur. Giiniimiizde
kullanilan farkli etki mekanizmalarina sahip kemoterapétiklerinde apoptoz ile etki
gosterdigi anlagildiktan sonra tiimor kinetigi konusundaki calismalar apoptoz

tizerine yogunlagmistir.

Genlerle diizenlenen programlanmis bir hiicre oliimii olan apoptoz,
nekrozdan farkli olarak inflamasyon olmaksizin hiicrelerin kendi kendilerini yok
ettikleri bir mekanizma ve organizmada homeostazi koruyan bir olaydir. Bu
siirecte meydana gelen kromatin kondensasyonu, niikleer fragmentasyon, hiicre
biiziismesi, hiicrenin i¢ yiizeyinde bulunan fosfotidilserin molekiiliiniin hiicrenin
disina ¢ikmasi ve apoptotik cisimcikler olarak tanimlanan membranla cevrili
vezikiillerin olusumu apoptoza Ozgii morfolojik degisikliklerdir. Apoptoz
sirasinda meydana gelen metabolik ve fizyolojik degisikliklerin bilinmesi tiimorlii
dokularin goriintiilenmesini, teshisini ve klinik bilgilerin elde edilmesini saglar
(Maxwell et al., 2009).

Yapilan calismalarin cogunda kemoterapi sonrasi apoptozda artis oldugu
gbzlenmistir. Bu nedenle tiimorlii dokunun kemoterapiye verdigi yanitin apoptoz
ile ilgili oldugu bilinmekte ve apoptozun kemoterapi yanitim degerlendirmede
kullanilan parametrelerden biri oldugu diisiiniilmektedir. Kemoterapi ile tedavinin
erken safhalarinda tiimorlii dokuda meydana gelen degisikliklerin izlenmesi
gereksiz kemoterapinin 6nlenmesi acisindan onemlidir. Bu ayn1 zamanda tedavi
masraflarinin azalmasina ve etkin tedavi siirecine olanak saglar (Kapucuoglu vd.,
2000).

Tiimorlic dokuda meydana gelen apoptozun, diger bir ifadeyle erken
kemoterapi cevabinin degerlendirilmesi i¢in tiimoriin lokalizasyonu ve
yayilimiyla ilgili metabolik bilgilere ihtiya¢ vardir. Ancak giiniimiizde kullanilan
bilgisayarli tomografi (CT), ultrason ve manyetik rezonans goriintilleme (MRI)
gibi yontemlerle kemoterapi cevabinin degerlendirilmesi, olusan anatomik
degisikliklere bagli olarak ancak tedavinin ileriki safhalarinda miimkiin
olabilmektedir. Ciinkii, tiimor hiicrelerindeki anatomik degisikler, tedavi siiresince
olusan metabolik degisikliklerden daha sonra meydana gelir. Tedavinin erken

safhalarinda kemoterapi etkisi bu yontemlerle goriintillenemez. Niikleer tipta



kullanilan radyoisaretli bilesikler, hiicre 6liimlerinin, proliferasyon, agresiflik gibi
timor karakteristiklerinin belirlenmesi ve kanser tedavilerinin etkinliginin
degerlendirilmesi i¢in daha etkili ve daha spesifiktir. Bu nedenle apoptoz
goriintiilleme calismalarinda radyoisaretli bilesiklerin 6nemi gittikce artmaktadir
(Liang et al., 2008; Brauer, 2003).

Flor-18-flordeoksiglikoz (‘*F-FDG) pozitron emisyon tomografi (PET)
timor hiicrelerinde erken kemoterapi cevabmin degerlendirilmesinde, CT,
ultrason ya da MRI‘dan daha iyi bir yontemdir. PET erken teshisi, tedaviyi
planlamada kanserin hangi safhada oldugunun belirlenmesini ve tiimor
hiicrelerinin cogalma aktivitesini gosteren radyoisaretli bilesigin konsantrasyonu
ve lokalizasyonu ile hastaligin gidisatinin degerlendirilmesini saglar. Ancak, 18
tiretimi siklotron ile olur ve PET goriintilleme araglart oldukca pahalidir. Bu
nedenle PET, single photon emission tomografi (SPECT) ile karsilastirildiginda
kullanimi biraz smirlanmaktadir. *™Tc uygun yar1 émrii ve maliyetinin ucuz
olmasi nedeniyle SPECT‘de yaygin olarak kullanilan bir izotoptur (Liang et al.,
2008).

Tiimorlii dokuda apoptozun radyoisaretli bilesiklerle degerlendirilmesi ile
ilgili arastirmalar mevcuttur. Liang ve arkadaglar tarafindan bir calismada 9Impe.
DTPA-DG  (*™Tc-dietilentriaminpentaasetik  asit-deoksiglikoz)’in  tiimor
hiicrelerinde ve hayvan modellerinde erken kemoterapi etkinliginin
degerlendirilmesinde kullanilma potansiyelini incelemislerdir ve kemoterapi
uygulanmayan kontrol grubundaki apoptoz oranin, kemoterapi gruplarindaki
apoptoz oranma gore oldukca diisiik oldugunu bulmuslardir ve *™Tc-DTPA-
DG’nin kemoterapi cevabinin degerlendirilmesinde molekiiler goriintiileme ajani

olarak kullanilabilecegi sonucuna varmislardir (Liang et al., 2008).

Perek ve ark.larinin 99““Tc—glukarat’m (*™Tc-GLA) tiimér hiicrelerinde
apoptoz ve nekrozun degerlendirilmesiyle ilgili yaptiklar1 calismada, kemoterapi
ajamiyla olusturulan apoptotik hiicrelerde *™Tc-GLA tutulumunun (%6) ve
yiiksek sicaklikla olusturulan nekrotik hiicrelerde PMTc-GLA tutulumunun (%12)
kontrol hiicrelerine oranla daha yiiksek oldugunu saptamuslardir. *"Tc-GLA nin
kanserli hastalarda hastaligin takibinde ve spesifik olarak tiimorli dokuda
nekrozun degerlendirilmesinde daha faydali bir ajan olarak kullamilabilecegini
belirtmiglerdir (Perek et al., 2008).



Zhao ve ark.larmin yaptigi diger bir ¢alismada *™Tc isaretli duramycin’in
apoptoz sirasinda hiicre disina transfer olan fosfotidiletanolamin (PtdE)
molekiiline baglandigim ve apoptoz goriintiilimede kullanilabilirligini
aragtirmiglardir. 99mTc—dulramycin’in radyoisaretlemeden sonra yiiksek spesifiklik
ve PtdE’ye baglanma potansiyeli oldugunu bulmusglar ve sicanlarda yapilan
biyodagilim caligmasinda oldukca iyi bir farmakokinetige sahip oldugunu
belirlemislerdir (Zhao et al., 2008).

Denoyer ve ark.lar1 U937 insan 16semi hiicre hattinda olusturulan apoptoz
ile *™Tc-(V)DMSA (*™Tc-dimerkaptosiiksinikasit) tutulumunu in vivo ve in vitro
olarak incelemisler ve calismada canli ve apoptotik hiicrelerde **™Tc-(V)DMSA
tutulumunun olduk¢ca farkli oldugunu ve 9MTe.(V)DMSA nin — timor
degerlendirilmesinde kullanilabilecegi sonucuna varmislardir (Denoyer et al.,
2004).

Bovin lactadherin apoptoz sirasinda hiicre yiizeyine c¢ikan fosfotidilserin
molekiiline C1C2 domainine yiiksek baglanma ilgisine sahiptir. Bu nedenle
Wacehrens ve arkadaglari  *™Tc-HYNIC-bovin  lactedherin’in apoptoz
dedeksiyonunda kullanilma potansiyelini arastirmiglardir. HL60 I6semi hiicre
hattinda yaptiklar1 calismada bovin lactedherinin PS’in yiizeyinde bulunan
fosfolipit iceren yiizeye Annxin-V’tan daha yiiksek afiniteyle baglandigimi ve
apoptotik  hiicrelerin belirlenmesinde kullanilabilecek bir ajan oldugunu
belirtmislerdir (Waehrens et al., 2007).

9™ c-Tetrofosmin rutinde miyokardiyal perfiizyon goriintiileme ajani olarak
kullanilan katyonik lipofilik difosfindir. Bu radyoisaretli molekiiliin ayn1 zamanda
bazi neoplazyalar ve tiimorli dokunun tespit edilmesinde de kullanildig:
bilinmektedir. **Tc-Tetrofosmin sintigrafisinin primer ve metastatik meme
kanserinde, tiroid karsinomlarinda, beyin tiimorlerinde ve lenfomalarda yiiksek
duyarlilik ve spesifiklige sahip oldugu bilinmektedir (Kim et al,2002). Yapilan
calismalarda; *™Tc-Tetrofosmin meme kanseri sintigrafisi ve pek cok metastaz
lezyonlarin goriintiilenmesinde yiiksek ayirma giiciine sahip oldugu belirlenmistir
(Schillaci et al., 1997).

Bu caligma ile MCF-7 meme kanser hiicre hattinda bir kemoterapi ilac1 olan
Cisplatinin ~ farkli  dozlarmin  apoptotik  etkisi 9mTc Tetrofosmin  ile

degerlendirilmistir. Kemoterapi ajan1 uygulanmis hiicreler ve uygulanmayan



kontrol hiicrelerindeki ™ Tc-Tetrofosmin tutulumlar arasindaki korelasyona bagh

olarak, kemoterapotik etki ve apoptoz goriintiilenebilirligi ortaya konmustur.



2. GENEL BILGILER:
2.1 Kanser ve Meme Kanseri:

Kanser; viicuttaki kontrollii boliinebilme yetenegini kaybetmis, saglikli
olmayan hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde c¢ogalmasidir. Kanser hiicreleri
hastalifin seyrine ve biiyiikliigiine gore viicudun her yerine yayilabilirler. Bu
kontrolsiiz olusan kanser hiicreleri birikerek tiimérleri olustururlar. Kanser
hiicreleri bagimli olduklar1 timorden ayrilirlarsa kan ve lenf dolasimu ile viicudun
her tarafina yayilirlar. Bu durum viicut icin ¢ok tehlikeli olup, genelde 6liimle

sonug¢lanmaktadir.

Onemi giderek artan bir saglik ve yasam sorunu haline gelen kanser, 6liim
nedeni olarak, kalp ve damar hastaliklarinin hemen ardindan gelmektedir. Bati
toplumlarinda her yil 250-350 kisiden biri kansere yakalanmaktadir. 60 yasin
tizerindeki gurupta ise kanser sikligi cok artmakta 300 kiside 4-5 civarina
yiikselmektedir. Ulkemizde kesin istatistikler bulunmamakla birlikte insidansin

bunun yaris1 kadar oldugu tahmin edilmektedir (www.kanser.org).

Meme kanseri ise, akciger kanserinden sonra, diinyada goriilme sikligi en
yiiksek olan kanser tiiriidiir. Her 8 kadindan birinin hayatinin belirli bir zamaninda
meme kanserine yakalanacagi bildirilmektedir. Erkeklerde de goriilmekle beraber,
kadin vakalar1 erkek vakalarindan 100 kat fazladir. 1970'lerden bu yana meme
kanserinin goriilme sikliginda artis yasanmaktadir ve bu artisa modern, Batili
yasam tarzi sebep olarak gosterilmektedir. Kuzey Amerika ve Avrupa iilkelerinde
goriilme sikligl, diinyanin diger bolgelerinde goriilme sikligindan daha fazladir.
Her yil 44000'de bir kadin meme kanserinden olmektedir Meme Kkanseri,
yayllmadan o©nce, erken tespit edilirse, hasta %96 yasam sansina sahiptir

(www kanser.org).
2.2 MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hatt1:

Insan kanserlerinden iiretilmis devamli hiicre hatlari, laboratuvar
calismalarinda ve in vitro kanser arastirmalarinda model olarak siklikla
kullanilmaktadir. Yiiksek oranda homojenite gostermeleri, donmus stoklardan
kolaylikla iiretilebilmeleri, sinirli kosullarda bile sinirsiz iireme yetenegine sahip

olmalar1 nedeniyle tercih edilmektedirler.



MCF-7 meme kanseri hiicre hatti, 1970 yilinda beyaz irka mensup, 69
yasindaki bir kadindan izole edilmistir. Meme bezlerinde adenokarsinom goriilen

hastanin epitelyal hiicreleri kiiltiire edilmistir.
2.3 Kanser Tedavisinde Sitotoksik Kemoterapi:

Sitotoksik kemoterapi, invazif tiimorleri kontrol etmek icin uygulanan
baslica klinik yoOntemdir. Sitotoksik kemoterapi ajanlar1 esas olarak hiicre
dongiisiinii etkilemektedir. Hiicre dongiisii 5 sathadan olusmaktadir: Gy, Gy, S, G2
ve M (Sekil 2.1). Ara fazlar olan Gy, G ve G, hiicrenin aktif DNA replikasyonun
meydana geldigi S fazina ve mitoz boliinmenin meydana geldigi M fazina
hazirlandig1 zaman periyotlaridir. Bu nedenle hazirlik safhasi olarak isimlendirilir.
Hiicrelerin dongiiden c¢iktigr ve replikasyon isleminin pasif oldugu faz Gy fazidir.
Dinlenme halindeki hiicreler biiylime faktorleriyle uyarildiginda, Gy fazindan G,
fazina gecerler. G; fazi hiicrede molekiiler degisikliklerin meydana gelmesiyle
karakterize edilen, hiicrenin biiylidiigi ve S fazinda meydana gelen DNA
replikasyonuna hazirlandigi safthadir (Prendergast, G.C. and Jaffee, E.M., 2007).

i
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hiicre biliinmesi w-e) déngii baslar

hiicre o -

bélimmeve 1) . I~

g : hiicre bilviir
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DNA e hiicre devam edip
replikasyonu etmevecedine kamar verir

Sekil 2.1. Hiicre dongiisiiniin sathalari

DNA hasari olusturan ¢ogu ilag ve kanser ilaglarinin antimetabolit siniflari,

hiicre oliimiinii tetikleyen DNA sentez siirecine hasar vermek i¢in G; ve S fazini



etkilerler. ikinci ara faz G, S fazindan sonra meydana gelen ve mitoz boliinmenin
meydana geldigi M fazina hazirlandig1 ikinci biiyiime periyodudur. M fazinda
tiretilen mitotik ig iplikleri kanser ilaclarinin antimitotik sinifinin hedefidir. Hiicre
boliinmesi ya da sitokinezin fiziksel siirecleri, hiicre kromozolarinin ayrilmasi ve
iki yavru hiicre olugmasimin tamamlandigi M fazinin sonunda meydana gelir. Bu
sire¢ tamamlandiginda hiicre ya olgunlasma ve replikasyon icin hiicre
dongiisiiniin G; fazina ya da dinlenme fazi olan Gy’ a girer ve boliinmeyi durdurur
(Prendergast, G.C. and Jaffee, E.M., 2007).

Sitotoksik kemoterapotikler, normal ve malignan hiicreleri, hiicre
dongiisiiniin bir ya da daha fazla fazinda rol alarak etkilerler. Her iki hiicre tipinde
de hasar sonucu 6liim gerceklesmesine ragmen, normal hiicreler kiiciik hasarlar
tamir etme konusunda daha iyi bir yetenege sahiptir ve buna bagh olarak
neoplastik hiicrelerle karsilagtinnldiginda daha yiiksek hayatta kalma oranina
sahiptir. Malignan hiicrelerin nispeten daha hassas olmalar1 kemoterapi ile klinikte
yararl etkilere ulagabilmek icin ana faktdor olmustur. Kemoterapi ilaglar1 faza
spesifik olarak etki edebilirler ya da genel olarak dongiideki hiicreleri, hiicre
dongiisii boyunca etkileyebilirler. Bazi durumlarda, hiicreler cesitli ajanlarin
sitotoksik etkileri i¢cin hassas olabilirler, bu ylizden kemoterapinin tiim etkileri

hiicre dongiisiine spesifik olmayabilir (Prendergast, G.C. and Jaffee, E.M., 2007).

Klinik oncesi ve klinik ¢alismalarda, siklofosfomid, Cisplatin, paclitaxel gibi
sitotoksik kemoterapi ajanlarmin bagisiklik baskilayic1  aktivite gosterdigi
tanimlanmistir. Kanser arastirmalarinin bu alani oldukga ilgi cekici bir boliimdiir
ve kanserin klinik tedavisi icin sitotoksik ajanlarin uygunlugunu ortaya
koymaktadir (Prendergast, G.C. and Jaffee, E.M., 2007).

2.3.1 DNA hasari olusturan ajanlar:

DNA hasar1 olusturan kanser kemoterapi ajanlari, alkilleyici ajanlar,
topoizomeraz inhibitorleri ve platin bilesikleri olmak iizere 3 alt sinifa ayrilirlar.
DNA hasari olusturan ajanlarin ilk kesfedilmesi ve 1950’li yillarda daha da
gelistirilmesiyle kanserin klinik tedavi i¢in en ¢ok kullanmilan ilag sinifi haline
gelmistir (Prendergast, G.C. and Jaffee, E.M., 2007).



Cisplatin:

Kanser tedavisinde siklikla kullanmilan platin bilesikleri, DNA zincirlerine
zincir aras1 ve zincir i¢i ¢apraz baglarla baglanarak hasar verir (Sekil 2.2). Bu
bilesikler hiicre dongiisiine spesifik degildir (Prendergast, G.C. and Jaffee, E.M.,
2007).

Cisplatin (cis-diamminedikloroplatinum) DNA’nin iki farkli bdolgesinde,
DNA sentezi ve transkripsiyonunun engellenmesine yol agan c¢apraz baglar
olusturan kiiciik bir molekiildiir (Prendergast, G.C. and Jaffee, E.M., 2007).
Cisplatin’in klorin guruplari, DNA’nin yapisindaki niikleofilik atomlar ile yer
degistirir, adenin ve guaninin N-7 pozisyonlarma baglanarak etki eder (Sartor,
1998).

Cis-diamminedichloroplatinum (I1I)
"Cisplatin” @
. ‘n’"") G —PII'-NH-’
NQ /CI LN i
Pt
7
NH; \Cl

Sekil 2.2. Cisplatinin etki mekanizmasi
2.4 Sitotoksisite Analizleri:

Sitotoksisite testleri cesitli hiicre kiiltiirlerinde kullamlan kimyasal
bilesiklerin toksisitesini belirlemek i¢in kullanilan in vitro metodlardir. Toksik
kimyasallar hiicrenin temel fonksiyonlarimi etkilerler ve bu toksisite hiicresel
hasarin degerlendirilmesiyle olciilebilir. [n vitro sitotoksisite testlerinin gelisimi
cok sayidaki bilesigin potansiyel toksisitesini hizli bir sekilde Olgme
gerekliliginden ortaya ¢ikmustir.

2.4.1 ICs, (Inhibitor Konsantrasyon Orani):
ICsp; koloni formasyonunda, uM diizeyde, %50 inhibisyona neden olan

inhibitor konsantrasyonudur. Sensivitedeki farkliliklar egri {izerinden tespit
edilmektedir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. ICsy oran1 (Numanoglu’dan, 2008)

2.4.2 Tripan mavisi boyasi canlilik testi:

Canl1 hiicrelerin zarar gormemis hiicre membranlar renksizdir. Ciinkii hiicre
membranlarinin  secici gecirgen olmasi nedeniyle, tripan mavisi boyasini
absorplayamazlar. Tripan mavisi boyasi sadece 6lii hiicrelerin membranlarindan
gecebilir. Boylece, 151k mikroskopu altinda canli hiicrelerin 6lii hiicrelerden ayirt
edilmesinde kullanilir (Sekil 2.4). Hizli ve ucuz bir yontem olmakla birlikte hiicre

sayimi i¢in ¢ok kiigiik bir hacim yeterlidir (www.wikipedia.org).

Olii hiicre

Canl1 hiicre

Sekil 2.4. Tripan mavisi boyast ile canli ve 6lii hiicrelerin ayirt edilmesi
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Sayim i¢in en c¢ok kullanilan Neubauer hemositometresidir ve iki esdeger
bolmeye sahiptir (Sekil 2.5). Sayma odaciginin derinligi 0.1 mm’dir. Hiicre
siispansiyonu odaciga mikro pipetler yardimiyla aktarilir. Hiicreler, karelerin iiclii
cizgilerle ¢evrelenmis oldugu merkezi bolmelerde sayilir. Bu bdlmelerin alani 1

mm?”’dir. Béylece hacmi 1 mm® olur. Bu alandaki tiim hiicreler sayilirsa (N):
N=0.1 mm®’te mevcut hiicre sayis1
1 mL yani 1 cm®teki hiicre sayisi= N x DF x 10* olur.

DF: Diliisyon Faktorii

Coverslip

R —
Side View E ﬁ = 0.1 mm depth

T Ruled Grid Aroa el
|

0.2 mm

1 mm

0.25mm

“1mm 02 mm  0.25m

Sekil 2.5Neubauer Hemasitometresi (Numanoglu’ndan, 2008)

2.4.3 XTT testi:

Tetrozolyum tuzlart prensibine dayanan kolorimetrik bir metot olan XTT
(2,3-bis  (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)  carbonyl]-2H-
tetrazolium hydroxide), proliferasyon ol¢iimii prosediiriinii genis Olciide
kolaylastirmistir. Bu kit hiicre proliferasyonun cesitli bitytime faktorleri ve besin

bilesenleri ile ikili olarak 6l¢iimii prensibine dayanmaktadir (Roche Diagnostics).
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Yontem Prensipleri:

Metabolik olarak aktif olan hiicrelerin sar1 tetrazolyum tuzu olan XTT’ nin
turuncu formazan boyasina doniistiirmesi prensibine dayanmaktadir (Sekil 2.6).
Bu doniisiim sadece canli hiicrelerde meydana gelmektedir. Formazan boyasi sulu
cozeltilerde ¢oziinebilir ve direk olarak mikroplak okuyucu ile 6l¢iilebilir (Roche
Diagnostics).

Ny
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Sekil 2.6. XTT nin formazana doniisiimii

Yontem, 96 kuyucuklu platelerde kiiltiire edilen hiicrelerin, XTT
soliisyonuyla 4-24 saat inkiibe edilmesi sonucu olusan turuncu formazan
boyasinin spektrofotometrik olarak mikroplak okuyucu ile Olgiilmesi ile
gerceklestirilmektedir. Kuyucuklardaki canli hiicre sayisi ile mitokondriyal
dehidrogenaz enzim aktivitesi arasinda dogru oranti vardir. Buna bagl olarak

olusan turuncu formazan boyasi absorbans ile gozlenir (Roche Diagnostics).
2.5 Apoptoz:

Apoptoz terimi ilk olarak 1972 de J.F. Kerr tarafindan nekrozdan farkh
olarak gerceklesen diger bir 6liim sekli i¢in tamimlanmistir ve fizyolojik hiicre
Olumiinii ifade eder. Eski bir yunan terimi olan apoptoz, apo(=ayri) ve
ptozis(=diisen) kelimelerinin birlestirilmesiyle olusmus, yapraklarin agactan,
petallerin cicekten dogal olarak diismesi anlamina gelmektedir. Bugiin de bu
terimi kullanmak uygundur ve fizyolojik nedenlerden kaynaklanan hiicre 6liimiinii
anlatir. Teorik olarak apoptoz, cesitli travmatik hiicre dig1 lezyonlar ya da genetik
faktorlerle aktive edilen ve hiicrenin kendisi tarafindan programlanmis bir
mekanizma vasitasiyla hiicre 6liimiinii kontrol eden aktif bir islem olup, hiicrenin
intihar1 olarak tanimlanabilir (Altunkaynak ve Ozbek, 2008).
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Programlanmis hiicre o6liimii, hiicre Oliimiiniin erigkin  dokularinin
korunmasinda ve embriyo gelisiminde anahtar rol oynayan normal fizyolojik bir
bicimdir. Eriskinlerde, programlanmis hiicre o6liimii, hiicre proliferasyonunun
dengelenmesi ve dokularda var olan toplam hiicre sayisinin sabit tutulmasindan
sorumludur. Ornegin, kemik iligindeki siirekli iiretimi dengelemek i¢in, insanlarda
giinliik 5x10"" kadar kan hiicresi programlanmis hiicre Oliimii ile ortadan
kaldirilir. Ek olarak, programlanmis hiicre 6liimii organizmanin bir biitiin olarak
iyiligi icin hasarl1 ve tehlikeli potansiyeli olan hiicrelerin ortadan kaldirilmasi
yoluyla, bir savunma mekanizmasi1 saglar. Viriisle enfekte hiicreler siklikla
programlanmis hiicre oliimiine girer, bdylece yeni viriis partikiillerinin olusumu
engellenir ve viriisiin konak organizma ic¢inde yayilimi sinirlanir. DNA hasan gibi
diger saldirilar da programlanmis hiicre 6liimiinii uyarir. DNA hasar1 durumunda,
programlanmis hiicre Olimii, kanser gelisimine yol agabilecek mutasyonlar
tasiyan hiicreleri ortadan kaldirir (Giines, 2003). Ayrica, aktive edilmis
lenfositlerin direkt apoptoz vasitasiyla kendi antijenlerini elimine ettikleri goriiliir.
Boylece apoptotik hiicre miktarinda goriilen bir artis, dengenin olumsuz yonde
bozulmasina; Alzheimer ve Parkinson gibi dejeneratif hastaliklardan {iilseratif
kolitler, AIDS gibi kronik hastaliklara ve hatta immiinolojik hastaliklara bile
neden olabilir (Altunkaynak ve Ozbek, 2008).

Gelisim sirasinda, programlanmis hiicre 6liimii, bircok dokudaki istenmeyen
hiicrelerin elimine edilmesinde anahtar rol oynar. Ornegin, programlanmis hiicre
Olimii, amfibi gelisimi sirasinda larva dokusunun ortadan kaldirilmasi, el ve ayak
parmaklarinin  olusumu sirasinda, parmak aralarindaki dokunun ortadan
kaldirilmasinda, omuriligin sekillenmesinde, erkek fetiislerde miiller kanalinin
tahribat1 esnasinda ve menstrual siklus gibi bircok olayda goriilir (Sekil 2.7)
(Giines, 2003).
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Sekil 2.7. a) Parmak aralarindaki dokunun ortadan kaldirilmasi b) Amfibi gelisiminde kuyrugun

ortadan kaldirilmasi ¢) Gereksiz hiicrelerin ortadan kaldirilmasi d) Zararl hiicrelerin eliminasyonu

2.5.1 Apoptozda goriillen temel kimyasal ve morfolojik
degisiklikler:

Apoptozu ilk olarak tamimlayan Kerr, doktora tezinde karacigerin portal
vendz kan akiginin akut cerrahi kesilmesine bagli olarak hepatik parankimanin
hizli involiisyonunu anlamaya calismistir. Iskemik hepatik loplarin, normal
dokunun adaciklar1 arasinda yer aldigin1 ve yer yer kondanse haldeki niikleer
kromatin noktalar1 iceren sitoplazmanin yuvarlak kiigiik vezikiillere doniistiigiinii
bulmustur. Bu vezikiiller daha sonra mononiikleer fagositler tarafindan ortadan
kaldirilmaktadir. Bu hiicrelerin  6ldiigii acikca ortada olmasina ragmen
inflamasyon olmadig1 icin nekrozdan farkli bir proses oldugunu diigiinmiistiir.
Ayrica, yuvarlak vezikiiller igeren mitokondri ve ribozomlarin proses boyunca
degismedigini gozlemlemistir. Yuvarlak vezikiillerin tomurcuklar ya da olen
hiicrelerin yiizeylerinden yapilar olusturarak kiimeler halinde toplandigini
belirtmistir. Kerr, bu yeni tip hiicre 6liimiiniin, membran biitiinliigiiniin bozuldugu

ve hiicrenin sigmesini takiben cevre dokularla baglantinin kayboldugu ve lokal
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inflamasyonun gerceklestigi nekrozdan tamamen farkli oldugunu aciklamistir.
Kerr karacigerde gozlemledigi bu hiicrelerin boyutlarinda artis meydana
gelmesinden dolayr bu yeni tip hiicre Oliimiinii ‘biiziisme’ nekrozu olarak

tanimlamistir (Blankenberg, 2008).

Searle ve Kerr’in beraber yaptig1 calismalarda, bazal hiicre karsinomarinin
histolojik oOrneklerinde apoptozla ilgili deliller bulmusglardir. Calisma grubu,
apoptotik hiicre bollugunu c¢ok sayida mitotik hiicrenin (boliinen hiicreler)
olmasina ragmen tiimor hiicrelerinin yavas bilyiime hiziyla aciklamislardir. Aym
zamanda kanserli hastalarda radyoterapi uygulanan bolgelerde apoptoz oraninda
artis oldugunu gozlemlemislerdir (Blankenberg, 2008).

Kerr ve calisgma grubu tarafindan apoptoz tanimlanmasina ragmen,
apoptozun biyolojik mekanizmasi ve yol izi hala bilinemiyordu. Devam eden
calismalarla apoptozda meydana gelen histolojik degisiklikler Kerr tarafindan
detaylandirildi (Blankenberg, 2008).

Apoptoz morfolojik olarak 6zgiindiir, nekrozda apoptozdan farkli olarak
hiicresel biiziigme yerine sisme olur, bu patolojik hiicre 6liimii yani nekrozun
erken belirtisidir. Nekrozun klasik nedenleri ise hipertermi, oksidatif
fosforilasyon-Krebs siklusu ya da glikolizisin inhibisyonu, otolizis, hipoksi ve
cesitli toksinlerdir. Hiicre tarafindan genlerle programlanmayan ve cesitli dis
etkenlerle gerceklesen nekrotik hiicre 6liimiinde, enerji depolarinda ani azalma ile
birlikte hiicre zarnin gecirgenligi bozulur ve sodyum ile suyun hiicre igine
girmesine neden olur, boylece hiicre siser. Ayrica hiicreyle birlikte
mitokondrilerde de sisme gozlenir, diger organeller ise plazma icinde dagilir.
Sigme sonucunda hiicre zar1 patlar ve biitiinliigiinii kaybeder, proteolitik enzimler
iceren plazma, hiicreler arasi bosluga sizar, doku cevresinde inflamasyon ile
birlikte zedelenme olusturur (Sekil 2.8) (Tomatir, 2003).
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mitokondriyal morfolojik  yrembran parcalanir
degisiklikler K
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Sekil 2.8. Apoptoz ve nekroz karsilagtirmasi

Apoptoz, hiicrede, biiziisme ve ¢evre hiicrelerle olan temasin kaybolmasi ile
karakterize edilir. Hiicresel biiziigmenin nedeni, Na*, K*, CI tasiyici sisteminin
durmasi nedeniyle hiicre ici ve dis1i arasinda sivi hareketinin olmamasidir.
Apoptotik uyarim alan hiicreler hacminin yarisina diiser, c¢evre ile olan
baglantilarimi  keser ve mikrovilluslart kaybolur. Elektron mikroskobunda
gozlenen degisikliklerde, o©ncelikle plazma membraninin sekli bozulur ve
kabarciklanmalar olusur; bu yap1 ‘zeoizis’ olarak tamimlanir (Sekil 2.9). Zardaki
tomurcuklanma ve parcalara ayrilma olayinda transglutaminaz enzimi etkili
olmaktadir (Tomatir, 2003).
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Sekil 2.9. Elektron mikroskobunda apoptoza giden bir hiicre

Plazma ve cekirdek kondansasyonunu takiben kromatin kiimelenmesi meydana
gelir. Kromatindeki degisikliklerin baglamasinin hemen 6ncesinde sitozolik Ca™
diizeyinde onemli bir artig olmaktadir. Kromatin kondansasyonu, nukleozomlar
arasindaki baglanti bolgelerinin ayrilmasi ile karakterizedir. 180-200 baz ciftinden
olusan pargalar, elektroforezde ip merdiven (ladder) goriintiisii olusturur (Tomatir,
2003).

Apoptoza ugrayan hiicrede laminin ve aktin filamentlerinin kesilmesi
sonucu sitoplazma c¢ekilmeye ve kiiciilmeye baglar. Kromatin ve c¢ekirdekte
bulunan yapisal proteinlerin par¢alanmasi sonucu ¢ekirdekte kondensasyon baglar
ve ¢ogu zaman g¢ekirdek kromatinin ¢ekirdek membraninin i¢ yiiziine yerlesmesi
nedeniyle at nali biciminde goriiliir. Hiicre biiziilmeye ve kiiciilmeye devam eder
ve makrofajlarin taniyabilecegi ve normal hiicrelerden daha kolay ayirt
edebilecegi membranla gevrili kiigiik parcalara ayrilir. I¢inde sitoplazma ve sikica
paketlenmis organeller ve bazilarinda ¢ekirdek parcalar1 da mevcut olan apoptotik
cisimler meydana gelir. Cekirdekte hiicre gibi biiziisiir ve bazen membranla sarili
olarak birka¢ parcaya ayrilabilir. Niiklear porlar kromatinin membrana komsu
olmadig bolgelerde yogunlasir ( Bkz. Sekil 2.7) (Giiles ve Eren, 2008).
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Iki katli lipit tabakada fosfolipit asimetrisi, hiicre zarimin bir ozelligidir.
Fosfolipidler, yani i¢ tabakada bulunan fosfatidilserin (PS) ve fosfatidiletanolamin
(PE) ve dis tabakada bulunan fosfatidilkolin (PC) asimetrik olarak dagilmislardir.
Normal hiicrelerde bu asimetri ATP’ye baglh translokaz ile aktif olarak
korunmaktadir. Apoptoz sirasinda ya ATP translokaz yetmezligi ya da diger
enzim sisteminin aktivasyonu PS’nin dig ylizey tabakaya yerlesmesi ile
sonuclanir. Bu durum, apoptotik cisimcigin fagositozu i¢in bir uyaridir. Apoptoz
30-60 dakika gibi bir siirede tamamlanir. Hiicre iskeleti apoptozda 6nemli bir role
sahiptir ve stabilizasyonu apoptozu engellemektedir. Apoptotik hiicrelerin
dokudan uzaklastirilmast ve yerine yenilerinin konmasi ise giinliik 1X10" hiicre
olarak tahmin edilmektedir ve bu yetiskin bir bireyin toplam viicut agirliginin her

18-24 ayda bir degisimine esittir (Tomatir, 2003).
2.5.2 Apoptozun belirlenmesinde kullanilan yontemler:

Apoptotik indeks, apoptotik hiicre sayisinin yasayabilir hiicrelere oram ile
belirlenmektedir. Bunun icin Oncelikle apoptozun hiicrelerde goriiniir hale

getirilerek belirlenmesi gerekir (Giiles ve Eren, 2008).

Apoptozu saptamak i¢in ¢ok gesitli yontemler gelistirilmistir. 1972 yilinda,
apoptoz terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine gore karar
veriliyordu, oysa giiniimiizde morfolojik degerlendirmenin yani sira apoptoza
O0zgli oldugu bilinen baz1 aktivasyonlarin (6rn. Aktif kaspaz-3 tayini,
fosfotidilserin molekiilii) molekiiler diizeyde belirlenmesiyle de
saptanabilmektedir (Ulukaya, 2003).

Apoptozun belirlenmesinde kullanilan yontemler sunlardir:

e Morfolojik goriintiileme yontemleri
e Immunohistokimyasal yontemler

¢ Biyokimyasal yontemler

e Immunolojik yontemler

e Molekiiler biyoloji yontemleri

Apoptoz herhangi bir metotla tespit edildikten sonra bir baska metotlada
dogrulanmalidir (Ulukaya, 2003).
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2.5.2.1 Annexin V yontemi:

Annexin V 36 kDa molekiil agirliginda, kalsiyum ve fosfolipit baglayici bir
protein ve annexin ailesinin dnemli bir iiyesidir. Cesitli organlarda en az 160 iiyesi
tanimlanmistir. Bunlar oldukc¢a korunmus, ¢ogunlukla hiicre i¢i proteinlerdir ve
agirlikli olarak dokularda dagilmstir. Ozellikle, oldukga yiiksek konsantrasyonda
plasentada ve diisiik konsantrasyonlarda endotelyal hiicrelerde, bobrekte,
miyokardiyumda, iskeletalyal kaslarda, deride ve monositlerde bulunur. Simdiye
kadar 13 tane insan annexin iiyesi tammlanmistir (Schoenberger, 2008;
Blankenberg, 2008).

Annexin V, Oncelikle antitrombotik etkisiyle onemlidir.  Fakat, ayni
zamanda apoptoza giden bir hiicrede normalde i¢ yiizeyde yerlesmis olan
fosfotidilserin (PS) molekiilleri hiicre zarinin dis yiizeyine transloke olur. Bu yer
degistirme hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmadigi ve DNA degregasyonun
olmadig1 hiicre Oliimiintin erken donemlerinde meydana gelir. Annexin V,
hiicrenin dig yiizeyine transloke olan fosfotidilserine baglanan bir molekiildiir. PS,
fosfogliserit ailesine aittir ve birincil gliserin hidroksil grubu fosforik asite
esterlenirken, diger iki hidroksil grubu yag asitlerine esterlenir. Bu nedenle,
fosfogliserit nonpolar ucun yaninda, polar ugta icerir. Fosfotidilserinde L-serin
aminoasidinin hidroksil grubu fosforik asite esterlenir. Normalde, PS nonpolar
yag asitleriyle hiicre zarinin i¢ kisminda bulunur ve pozitif yiiklii amino grubu ve
negatif yiikli hidroksil grubu hiicrenin i¢ yiizeyine dogru agikta bulunur. Bu
pozisyonda, PS annexinin ¢esitli tiirlerine baglanabilir ve Ca* konstantrasyonuna
bagh olarak c¢ok sayida hiicresel proseslerin diizenlenmesine katkida bulunur
(Giiles ve Eren, 2008; Schoenberger et al., 2008).



Annexin V-
Floresan madde U
Apoptosis

—_—
PS'in hiicre zarmin

Hucre zan distna transfer olusu

Sekil 2.10. Annexin V’1n fosfotidilserine baglanmasi (www.bdbiosciences.ca)

Yapilan in vivo ve in vitro calismalar apoptoz sirasinda PS molekiiliiniin
hiicre zarinin dis yiizeyine ¢ikmasinin, hiicre tipine ve apoptotik yol izine bagh
oldugunu gostermistir. Dis yiizeye ¢ikan PS molekiili Annexin V ile yiiksek
spesifiklik ve afiniteyle baglanir (Sekil 2.10). Annexin V floresan bir madde (6rn.
FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilebilir. FITC- Annexin
V kompleksinin hiicre yiizeyindeki fosfotidilserine baglanma oranm flow sitometri
ile olciilebilmektedir. Nekrotik hiicrelerin yiizeylerinde de Annexin V baglanmasi
goriilebildigi icin ikinci boya olarak propidyum iyodiir eklenmektedir. Annexin
V-FITC (yesil floresans) ve non-vital boya olan propidium iodide (kirmizi
fliloresans) ile ayni zamanda boyanan hiicreler, canli hiicreler (FITC-PI-), erken
apoptotik hiicreler (FITC+PI-) ve ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicrelerin
(FITC+PI+) birbirinden ayirt edilmesine izin verir (Sekil 2.11) (Giiles ve Eren,
2008; Schoenberger et al., 2008).
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Sekil 2.11. Floresan mikroskobunda apoptotik hiicrelerin goriintimii (http://bbg-aura.gaia.com)

2.5.2.2 TUNEL yontemi:

DNA’nin spesifik endonukleaz aktivitesi araciligi ile oligoniikleozomal
biiyiikliikteki 180-200 baz ciftlik fragmanlara degredasyonu bir¢ok hiicre tipinde
apoptoz sirasinda meydana gelen en temel biyokimyasal olaydir (Numanoglu,
2008).

Apoptozda meydana gelen DNA fragmantasyonun belirlenmesi igin
Gavrielli ve ark.ar1 tarafindan olusturulan ilk yontem TUNEL (terminal
deoxynucleotidilyl transferase (TdT)-mediated dUTP Nick End Labeling)
teknigidir. Bu yontem, DNA zincirinin 3' OH bolgesine biyotinle konjuge edilmis
nukleotidleri eklemekle gorevli terminal transferaz enziminin etkisini ortaya

cikarmistir (Numanoglu, 2008).

Bir¢ok akim sitometrik yontem hiicre dongiisii ve antijen ekspresyonu gibi
diger parametrelerin 6l¢iimiiyle paralel olarak DNA fragmantasyonunun kantitatif
analizine de olanak saglamaktadir. Bu metotlarin en sik kullanilani TUNEL

yontemidir (Numanoglu, 2008) .

Hiicre olimii swrasinda, hiicrelerde 15181 yayma acilarinda hiicre
biiyiikliiglinii ve graniilliiliiglinii yansitan bir takim degisiklikler meydana gelir.
Bu degisiklikler, akim sitometrisi kullanilarak belirlenebilir. Bu gibi degisiklikler,
canli hiicrelerin, Olii hiicrelerin ve apoptoza girmekte olan hiicrelerin ayirt

edilmesinde de kullanilabilir. Apoptotik hiicreler karakteristik olarak, DNA zincir
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kiriklarimi  sergilemektedir ve bunlar TUNEL yontemi ve akim sitometresi
kullanilarak belirlenebilir (Numanoglu, 2008).

TUNEL yontemi, DNA zincir kirngnin 3’hidroksil terminal ucuna
biyotinlenmis dUTP niikleotidinin eklenmesi prensibine dayanmaktadir. Bu
reaksiyon DNA’nin 3’hidroksil terminal wucuna tekrarlayan bir bicimde
deoksiriboniikleotit ~ ekleyen  terminal  transferaz =~ enzimi  tarafindan
katalizlenmektedir. Flouresanlanmis avidin, bir sonraki reaksiyonda gorev alir ve
DNA zincir kirikliklarim flouresanla isaretler. Boylelikle DNA zincir kiriklar
akim sitometrisi yontemiyle belirlenebilir. TUNEL doku yapisina zarar vermeden

in situ apoptotik verilerin elde edilmesini saglar (Numanoglu, 2008).
2.5.3 Apoptozun in vivo dedeksiyonu:

Apoptoz, organ gelisimi, doku homeostazisi ve istenmeyen hiicreleri
elimine ederek immun sistemi diizenleme gibi pek ¢ok fizyolojik olayda onemli
rol oynayan programli hiicre Oliimiidiir. Ancak, yasam ve Oliim sinyalleri
arasindaki denge hiicre Sliimiine dogru kayarsa, apoptotik program buna bagh
olarak cesitli patolojik durumlarla sonuglanir (Cizelge 2.1). Asir1 apoptoz, akut
miyokardiyal enfarktiis (AMI), kronik kalp yetmezligi, doku uyusmazlig, felg,
norodejenaratif ~ hastaliklar ~ (Alzheimer,  Parkinson) gibi  dokularin
fonksiyonlarinda gittikce artan kayiplarla sonuglanir. Tam tersi durumlarda,
yetersiz apoptoz sonucu meydana gelen sistemik lopus eritramatozus (SLE) ve
romatoid artrit gibi otoimmun hastaliklar meydana gelir. Ayrica, normal apoptotik
siirecte meydana gelen aksakliklar, asir1 hiicre cogalmasina ve bunu takiben tiimor
gelisimine neden olur. Cogu ilacin yararli ve zararh etkileri apoptotik siirecteki
rolleriyle alakalidir. Bu nedenle, invazif olmayan durumlarda apoptozun olustugu
alanin ve hizin in vivo goriintiilemesi, hastaligin aktifligi ve terapotiklerin
etkisinin belirlenmesinde yararli klinik bilgiler elde edilmesini saglayacaktir
(Cizelge 2.1) (Lahorte et al, 2004).

2.5.3.1 Radyoisaretli Annexin V tiirevleri:

Halojenlenmis Annexin V Bilesikleri:

1237 195 1247 e BR gibi halojenlerle

Annexin V ve tiirevleri, cogunlukla
isaretlenmistir. Boylelikle, apoptoz arastirmalarinda goriintiileme

uygulamalarinda, tek foton emisyon bilgisayarli tomografiden  (SPECT),
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otoradyografi ve positron emisyon tomografisine (PET) kadar olduk¢a genis bir
alandan faydalanilmasi saglanir. Kismen %M Annexin V radyoligand grubuna
benzer sekilde, halojenlenmis Annexin V direk ya da in direk isaretleme
metotlariyla elde edilir ( Lahorte et al, 2004).

21/'_Annexin V ile in vivo ve in vitro calismalar yapilmis ve hiicre disina
cikan PS molekiiliiniin dedeksiyonunda faydalanilabilecegi acik¢a gosterilmistir.
Normal ve orak hiicre eritrositleri, aktive edilmis kan plateletleri ve doku
faktoriini (TF) ifade eden fibroblastlar veya ovaryum karsinom hiicreleri ile
radyoligand baglanma deneylerini iceren iyotlanmis Annexin V ile in vitro
caligmalar yapilmistir. Esasinda, radyoiyotlanmis Annexin V‘m, tavsan ve
domuzlarda, trombositlerde direk goriintiileme ajam olarak potansiyeli ex vivo
olarak calisilmustir. 'I/'*I-Annexin V’in tavsanlarda kalga kemigindeki ve
domuzlarda karotid arteritteki (sahdamari) trombositlerin secici olarak hedef

oldugu gozlenmistir (Lahorte et al, 2004).

Rekombinant insan Annexin V proteininin, optimum kosullarda, sirasiyla %
75-85 isaretleme verimiyle, kan plateletlerinde ve apoptotik lenfositlerde yeterli
biyolojik aktivite gosterdigi bulunmustur (Lahorte et al, 2004).

21 Annexin V ile sicanlarda sepsis ile indiiklenmis miyokardiyal islev
bozuklugunda, kontrol hayvanlarina oranla radyoligand tutulumunda Onemli

miktarda artis oldugu gozlenmistir (Lahorte et al, 2004).

["*I]m-IBA-Annexin V ([1241]—3—iy0d0 benzoat-Annexin V) ile HL60 insan
l6semi hiicre hattinda yapilan, sicaklikla indiiklenmis apoptoz dedeksiyonunda,
kontrol hiicreleriyle karsilastinldiginda, ["**Ijm-IBA-Annexin V’in HL60 16semi
hiicrelerine kars1 potansiyeli oldugu ispatlanmistir (Lahorte et al, 2004).

Ziljlstra ve ark. lar1 (2003) tarafindan yapilan 4-["®F]florobenzilannexin V'
(4-["*F] FBA) PS iceren lipozomlarda ve UV ile 1sinlanmis Jurkat T-hiicre
lenfoblastlarinda in vitro biyolojik aktivite ¢alismasinda, 4-['*F] FBA % 80-85
PS igeren lipozomlara hizli ve yiiksek spesifiklik ile baglanma gosterdigi ve
apoptotik Jurkat T hiicrelerinde, apoptotik olmayan Jurkat T hiicrelerine gore,
zamanla artan en az % 60 baglanma gosterdigi belirtilmistir (Lahorte et al, 2004).
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#mTe- Annexin V Bilesikleri:

Tartismasiz, * "Tc-Annexin V, bugiine kadar iizerinde en ¢ok calisilan ve
apoptoz dedeksiyonunda yaygin olarak kullanilan, PS marker1 dir. Her biri farkl
biyolojik davramiglar gosteren farkli selat ve koligandlar kullanilarak, farkli
gruplar ile cesitli %M Annexin V radyoligandlar1 gelistirilmistir. 9mTe diger
radyoniiklitlerle karsilastirildiginda pek ¢ok avantaja sahiptir. *™Tc izotopu,
SPECT goriintiileme igin ucuz olma ve kolay elde edilebilme gibi optimal
radyoniiklit 6zelliklerine sahiptir (¢;,: 6,01 sa, E,. % 0,141 MeV) (Lahorte et al,
2004).

99MT¢N,S,-Annexin V’in akut kalp nakli uyumsuzlugu olan hastalarda
apoptotik ve nekrotik hiicre Oliimlerinin in vivo dedeksiyonunda yararli bir
radyoligand oldugu ortaya konulmustur. Ayrica, radyoligand akciger ve meme
kanserli hastalarda kemoterapi ya da radyoterapiyle indiiklenmis apoptozu tayin
etmede basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Lahorte et al, 2004).

Yayinlanan ¢ok sayidaki in vivo hayvan calismalarinda, 9m e HYNIC-
Annexin V (*™Tc-6-hidrazinopyridin-3-karboksilik asit-Annexin V) ‘in apoptotik
hiicre oliimlerini goriintiilemek icin SPECT radyoligand1 olarak kullanilabilecegi
gosterilmistir.  *™Tc-HYNIC-Annexin  V’in, iyi bir in vivo goriintiileme
potansiyeli ve anti kanser ilaglarinin terapdtik etkisini belirlemesi nedeniyle

apoptoz markir olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Lahorte et al, 2004).

Farkli hayvan modellerinde PMT¢ Etilendisistein (EC)-Annexin V tutulumu
timor hiicrelerinde apoptoz olusturularak degerlendirilmis si¢anlarda apoptotik
ovaryum ve memede enjeksiyondan sonra 15 dakika-2saat aralifinda tutulumunun
diizenli olarak arttigin1 gormiislerdir. Bu sonug¢ radioligand temizlenmesininde
hizli bir sekilde oldugunu gostermistir ve radyoligandin  niikleer tipta
kullanilabilecegini belirtmislerdir (Lahorte et al, 2004).

9mTc-siiksinid dihidrazid (SDH)-Annexin V ile yapilan bir ¢alismada ise
#™Tc-SDH-Annexin V’in enjeksiyondan 24 saat sonra plazma veriminin % 94
oldugu bulunmustur. Farelerde fotodinamik terapiyle indiiklenmis in vivo ve in
vitro calismalarda tiimorde apoptoz teshisinde biyopotansiyelinin oldugu
belirtilmistir (Lahorte et al, 2004).
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Diger Radyoisaretli Annexin V Bilesikleri:

C isaretli Annexin V ile yapilan calismalarda ise programli hiicre Sliimiinii
goriintiilemede bu bilesigin uygun bir PET ligand1 olmadig: belirtilmistir. Bunun
nedeni ''C’nun apoptoz siirecinin in vivo goriintiilenmesi igin yeterli derecede

uzun yari 6mre sahip olmamasidir (¢;,: 20,39 dakika) (Lahorte et al, 2004).

Li ve ark.larmmin (2002) yaptiklar1 calismada % 98 radyokimyasal verimle
isaretlenen '''In-DTPA-PEG-Annexin V (111In—Dietilenetriaminpentaasetik asit-
poly etilen glikol-Annexin V)’ tiimdr olusturulmus sicanlarda paclitaxel ile
indiiklenen apoptozda, tiimor hiicrelerinde radyoligand tutulumu ve apoptotik
indeks arasinda oldukc¢a iyi bir korelasyon oldugunu belirtmislerdir. "n’in
uygun yar1 omrii (¢;2:2,81 giin) diisitk gama enerjisi nedeniyle (E.y: 0,172,
0,247 MeV) tiimorde apoptozun goriintiilenmesinde uygun bir radyoligand oldugu
diisiiniilmektedir (Lahorte et al, 2004).

McQuade ve ark.lart (2003) DOTA (1,4,7,10-tetraazasiklolododekane-
N.N’,N*’.N’”’-tetraasetikasit) ile konjuge edilmis Annexin V’in %Cu ile
isaretlenmesiyle alternatif bir PET radyoniiklidinin elde edilebilecegini rapor
etmistir. *Tc ile karsilastirildiginda %Cw’iin daha uzun bir yart Omre sahip
olmasiyla (#;,: 12,7 saat) insanlarda apoptoz goriintillenmesinde daha uygun bir
siireye sahip oldugu ancak radyofarmasotigin diigiik B* enerjisi nedeniyle (Emax
B 0,578, 0,65 MeV) azalan radyasyonun hasta organlan igin ozellikle bobrek,
dalak ve karaciger gibi organlarda soruna neden olacagin belirtmislerdir. Buna
ragmen ®*Cu- DOTA- Annexin V’in PET radyofarmasétigi olarak apoptoz
goriintiilemede klinik uygulamalarda kullanilmasinin uygun olacagi belirtilmistir
(Lahorte et al, 2004).

%4Cu-DOTA-Annexin V bilesiklerindeki gelismelerden sonra, Ga ve ®Ga
radyoizotoplariyla da ¢aligmalar yapilmistir. %Ga’un yiiksek enerjili pozitron
emisyon karakteristigi (¢;,: 1,135 saat, E,,.,f": 1,19 MeV) bobrek, karaciger gibi
spesifik organlarda yiiksek radyoizotop tutulumu nedeniyle bu radyoizotopun
klinikteki uygulamasim kisitlamaktadir. Buna karsilik ®’Ga-DOTA-Annexin V’in
(ti;p: 3,26 giin saat, E,.,y: 0,300 MeV, 0,393 MeV) daha uzun yar1 Omrii
sayesinde gama emisyonuyla SPECT kameralarla apoptoz siirecinin kapsaml in

vivo gorlintiilenmesine olanak sagladig belirtilmistir (Lahorte et al, 2004).
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Cizelge 2.1. Apoptoz goriintiilemenin tiptaki uygulamalar1

Tip Alan1

Patolojik durumlar ve tip uygulamalari

Onkoloji

Kardiyoloji

Doku nakli uyusmazlig

Enfeksiyon ve enflamasyon

Noroloji

Metabolik hastaliklar

Otoimmun hastaliklar

Iskeletle ilgili hastaliklar

Renal hastaliklar

Solid ve hematolojik tiimorlede kemoterapi,
radyoterapi ve hormon indiiklenmis apoptoz
goriintiilenmesi

Tiimor dedeksiyonu

Terapi cevab1 degerlendirilmesi

Akut kalp nakli uyusmazligi

Akut miyokardiyal enfarksiyon (AMI)
Antrasiklin-indiiklenmis kardiyotoksikligi
ARVD ve iskeletelyal kas apoptozu

CHF

CAD ve damar sertligi

Enfeksiy6z endokardit (miyokardit)
Intrakardiyak tiimor gelisimi
Miyokardiyal islev bozukluklar
Miyokardiyal iskemi- reperfiizyon hasari

Karaciger, akciger ve kalp doku nakli
uyusmazliklar

Bakteriyal ve viral enfeksiyonlar
MODS
Septik sok

Norodejeneratif hastaliklar (Parkinson, Alzheimer,
Hungtington hastaliklari, ¢oklu ve amiyotrofik
lateral skleroz)

Travma (Omurilik ve beyin hasar1)

Diabet (Tip I)

Annexinopathies

Romatoid artrit

SLE

Inflamatuvar barsak hastalig1

Osteoartrit

Akut renal bozukluk

Kronik renal atrofi ve renal fibroz
Glomeriil hastaliklar

Polikistik renal hastaliklar

AMI, akut miyokardiyal infarksiyon; ARVD, aritmojenik sag ventrikiil displazi; CAD, Koroner
arter hastaligi; CHF, konjestif kalp yetmezligi; MODS, ¢oklu organ fonksiyon bozuklugu
sendromu; SLE, sistemik lupus eritematozus
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2.6 Protein Analizi:

Protein miktar tayini genellikle protein Orneklerinin, kromatografik,
elektroforetik ve immunokimyasal tekniklerle izolasyon, ayrilma ve analiz
islemleri icin gereklidir. Mevcut protein miktar1 ve safligina bagh olarak protein
konsantrasyonuna  karar ~ vermek  i¢in  farkli  metotlar  kullamilir

(www.thermoscientific.com).

Protein arastirmalarinda  siklikla  kullanilan  kolorimetrik, reaktif
kullanilmasina dayanan protein analiz teknikleri gelistirilmistir. Reaktife eklenen
protein konsantrasyonuna bagli olarak renk degisimi gozlenmektedir. Bilinen
miktarda referans proteinin standart egrisine gore protein miktarina karar verilir.
Bu protein analiz teknikleri dayandigi kimyasal prensibe bagli olarak iki gruba

ayrilir (Cizelge 2.2) (www.thermoscientific.com).

Cizelge 2.2. Protein analiz teknikleri ve 6rnekleri

Dayandig prensip Protein Analiz Teknigi

Protein-bakir selatlama ve indirgenmis bakir ile | BCA

sekonder dedeksiyon Modifiye Lowry

Protein boya baglanmasi ve baglanan boya ile renk | Coomassie

degisimine bagh olarak direkt dedeksiyon (Bradford)

2.7 Teknesyum-99m (*’™Tc) Kimyast:

Teknesyum Molibden’in radyoaktif bozunumundan elde edilen yapay bir
elementtir. 43. element olan Teknesyum 1937 yilinda Carlo Perrier ve Emilio
Segre tarafindan kesfedilmistir. Molibden seritlerin, 8 MeV enerjili doteronlarla
siklotronda bombardiman edilmesiyle, yeni, daha kisa yar1 omiirlii (t;: 6 saat) Tc

olarak isimlendirilen radyoaktif seriler elde edilir (Zolle, 2007).

PMo/”™Tc jeneratorii 1965 yilinda Brookhaven Ulusal Laboratuvarinda
klinik uygulamalar i¢in yapilmistir. e, jeneratorden perteknetat formunda elde
edilir (Zolle, 2007).
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Mo yar1 6mrii 66 saat, 740-780 keV enerjili beta bozunumu ile % 87si
PMTera, % 13’ PTe’a doniisiir. *"Tc yanomrii 6,02 saat olup 140 keV enerjili
gama sacarak izomerik gecis ile **Tc’a doniisiir. **Tc beta yayilimu ile ve 2,1 x 10°
yil yar1 omiirlii %Ru’a bozunur (Sekil 2.12). Bir santimetrede spesifik gama doz
katsayisi 0,8 R/h/mCi’dir (www.inonii.edu.tr, 2009).

QE'ME'
-, 67 saat
gngC
v, 6 saat
#BTc

- 22% 105 ¥

QQRU

Sekil 2.12. Mo’ nun bozunum semasi

Teknesyum elementi periyodik Cizelgenun 7B grubunda, Manganez ve
Renyum arasinda yer almaktadir. +7 den -1’e 8 oksidasyon basamagi vardir. En
stabil oldugu oksidasyon basamaklar +7, +5, +4, +3, +1 ve 0 dir. Stabilitesinin
en zor oldugu oksidasyon basamaklart ise, +6, +2 ve -1°dir. En yiiksek oksidasyon
basamagi Mo/ **™Tc jeneratdriinden eliie edilen perteknetat anyonundaki (TcOy)
+7 oldugu durumdur. +7 degerlikli oldugu durumda diger bilesiklerle direk olarak
birlesmez. Bunun icin daha alt oksidasyon diizeylerine indirgenmelidir. Cesitli
indirgen ajanlar; kalay kloriir, kalay sitrat, kalay tartarat, konsantre HCI, sodyum
borohidrit, ditionit, demir siilfat v.b. bu amagla kullamlmaktadir

(www.inonii.edu.tr, 2009).
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Kalay kloriir ile kimyasal reaksiyon
3Sn** — 3Sn™* + 6¢”

2 ¥"™TcOy + 16H" + 6e” — 2 *™Tc*™ + 8 H,0

2 P"TcO, + 16H + 3Sn™? — 2 "T¢™ + 3 Sn™ + 8 H,O

#™Tc’un ideal niikleer 6zellikleri, radyoniiklit jeneratdr sistemi olarak
diinyada kullanim1 ve yeni isaretleme tekniklerindeki gelismeler nedeniyle hizli
gelisme gostermistir. Kalay iyonlarininin kitlerde indirgeyici olarak kullanilmalari
99mTe radyofarmasotiklerinin gelismesinde yeni bir ¢igir agmustir. Isaretleme
prosediirleri kitlerin hazirlamasiyla kolaylasmistir. Isaretleme icin, steril olan
kitler, liyofilize formdaki kimyasal igerikler ticari olarak kullanima hazirdir ve
hastaya uygulanmadan kisa bir siire once **"Tc farmasotikleri hazirlanir. *™Tc
aktivitesi kitin icine eklenene kadar el ile miidahale minimumdur. Bazi
durumlarda reaksiyon karigimi isitilirsa isaretleme verimi artan bir performans
gosterir (Zolle,2007).

9MTe farmasotikleri organ spesifiktir ve akciger (emboli), kalp
(iskemi/damar tikaniklig1) ve beyin (perfiizyon bozuklugu) gibi organlarda kan
akisim1 belirlemede, tiroid, karaciger (fagositik fonksiyon), bobrek ya da
hepatobilayer (karaciger ve safra yollar1) sisteminin fonksiyonel durumunu
degerlendirmede ve tiimorlerin kas yapisindaki metastatik biiylimelerinin

belirlenmesinde kullanim i¢in uygundur (Zolle, 2007).
2.7.1”™Tc-Tetrofosmin:

Yeni bir katyonik-lipofilik bilesik olan [ Te(tetrofosmin),0,]* (Sekil
2.14), eterle islevsellestirilmis difosfin ligand 1,2-bis[bis(2-etoksietil)fosfino)etan,
miyokardiyal perfiizyon goriintillemesinde kullanmak i¢in sentezlenmis ve
gelistirilmistir (Sekil 2.13). Bilesigin yapisi PTc analoglarinin X 1g1nlart
kristalografisi ile belirlenmistir. **™Tc‘un diger alkali fosfin bilesikleri ile
karsilastirildiginda, tetrofosmin biiyilk Olciide, hedef olmayan dokulardan
ozellikle kan ve karacigerden artan temizlenme gosterir. Bu nedenle, liyofilize
edilmis kit formulasyonu gelistirilmistir. Kit, hazirlandiktan 8 saat sonra bile oda
sicakliginda radyokimyasal safligin1 korumaktadir (Kelly et al, 1993).
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Kim ve ark. lart ?™Tc-MIBI ve *™Tc-Tetrofosmin’in meme, beyin,
Ozefagus, tiroid, paratiroid ve diger organlara ait tiimorlerde akiimiile olduklarini
belirtmislerdir (Kim et al, 2002; Bernard et al., 1998).

Berghammer ve ark. lari meme, akciger ve tiroid kanserinde °“™Tc-
Tetrofosmin ile sintigrafinin olduk¢a yiiksek duyarlilik ve spesifiklige sahip
oldugunu belirtmislerdir (Berghammer et al., 1999).

Schilaci ve ark. lari’’nin 55 meme kanserli hasta ve kontrol grubu olarak 10
saglikli birey ile yaptiklarn arastirmada sirasiyla duyarlilik ve spesifiklik oraninin
% 91 ve 94 oldugunu ve kontrol grubunda hi¢ tutulum olmadigin1 gozlemleyerek
meme kanserli hastalarda tetrofosmin sintigrafisinin yararliligini ispatlamislardir
(Schillaci et al., 1997).
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Sekil 2.13. **™Tc-Tetrofosmin kimyasal yapisi
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3. MATERYAL VE METOD
3.1 Kullanmilan Kimyasallar ve Cihazlar:
Tetrofosmin kit (Myoview)
Na *™TcO, (E.U. Tip Fak. Niikleer Tip Anabilim Dal1)
SnCl,. 2H,0 (Merck)
Serum Fizyolojik (%0.9 NaCl)
TLC-SG (Merck 105554)
Aseton (CH;COCH3) (Merck)
Etanol (C,HsOH) (Merck)
Asit-sitrat-dekstroz tampon soliisyonu (ACD) (Eczacibasi-Baxter)
Diklorometan (Merck)
Amonyak (Merck)
Steril kiiltiir kaplar (flask) (Corning)
Cok kuyucuklu plateler (16, 24, 96) (Corning)
RPMI 1640 (Biological Industries)
DMEM (Biological Industries)
Tripsin (Biological Industries)

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Biological Industries)Tripan Mavisi Boyasi
(%0.5 (w/v) fizyolojik tuz i¢cinde) (Biological Industries)Tunel
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Cell Proliferation Kit (Biological Industries)

Annexin V-EGFP Apoptoz Dedeksiyon Kiti (BioVision)
DeadEnd Fluorometrik TUNEL Kit (Promega)

Bradford reagent protein assay kit (Fermentes)

Cd(Te) (Kadmiyum-Telleryum) Dedektorlii RAD 501 markali tek kanalli
analizor (E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar
Anabilim Dal1)

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

Doz Kalibratorii AtomLab™ 100 Plus) ( (E.U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

CO,’li inkiibator (Thermo) (E.U. Tip Fakiiltesi, Tibb1 Biyoloji Anabilim
Dal1)

Otomatik mikropipetler (Eppendorf) (E.U. Tip Fakiiltesi, Tibb1 Biyoloji
Anabilim Dali)

Laminar Air Flow (Heraeus) (E.U. Tip Fakiiltesi, Tibb1 Biyoloji Anabilim
Dal1)

Inverted Mikroskop (Olympus, Japan) (E.U. Tip Fakiiltesi, Tibb1 Biyoloji
Anabilim Dal1)

Isik mikroskobu (Olympus, Japan) (E.U. Tip Fakiiltesi, Tibb1 Biyoloji
Anabilim Dali)

Floresan Mikroskop (Olympus, Japan) (E.U. Tip Fakiiltesi, Tibb1 Biyoloji
Anabilim Dali)

Mikroplak okuyucu (Spektrofotometre) (Thermo) (E.U. Tip Fakiiltesi,
Tibb1 Biyoloji Anabilim Dali
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e e . 99 . . . .
Tiimorde erken kemoterapi cevabimin ~ "Tc-Tetrofosmin ile in vitro

degerlendirilmesi amaciyla yaptigimiz ¢alismamizda;
e MCF-7 hiicrelerinin dondurulmasi
e MCF-7 hiicrelerinin ¢oziilmesi

e MCF-7 hiicrelerinin, hiicre kiiltiirii ortaminda c¢ogaltilmast ve

pasajlanmasi
e Hiicre canliliginin ve 1Csy dozunun belirlenmesi

e Deneyin kurulmast ve MCF-7 meme kanser hiicre hattina Cisplatin ile

kemoterapi uygulanmasi

e Hiicrelerde olusturulan apoptotik etkinin Annexin V ve TUNEL yontemi

ile saptanmast

e Cisplatin ile apoptoz olusturulan hiicrelerde *™Tc ile isaretli

Tetrofosmin’in tutulumunun 6l¢iilmesi

3.2 MCF-7 Hiicrelerinin Kiiltiire Edilmesi:

Meme kanseri hiicrelerinde, erken kemoterapi cevabinin etkisini 99m e
Tetrofosmin ile aragtirmay1 amagladigimiz calismamiz in vitro kosullarda hiicre
kiiltiirii yontemleri kullanilarak yapildi ve calismamizda model olarak MCF-7

meme kanseri hiicre hatti kullanildi.

Hiicre Kkiiltiirli ¢aligmalarinda, hiicrelerin in vitro ortamda yasayip,
cogalabilmeleri icin uygun kosullar ve gerekli besiyeri maddeleri saglanmalidir.
Inaktif serum, besiyeri ortamina, hiicrelerin gereksinimlerini karsilamak ve
tampon gorevi gormesi nedeniyle mutlaka eklenmelidir. Caligmamizda
kullandigimiz besiyeri ortam1 %10 fotal bovin serum (PBS), %1 L-glutamin, 100
[U/mL penisilin ve 10 mg/mL streptomisin iceren RPMI-1640 besiyeridir. RPMI-
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1640 besiyeri ile iiretilen MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 37°C’de %95 nem ve
%5 CO’li etiivde cogaltildi.

1)

2)

3)

4)

5)

1)

2)

3)

4)

5)

3.2.1 MCF-7 hiicrelerinin dondurulmasi:

Flasklerde bulunan yeterli yogunluga ulasmis hiicreler tripsinizasyon

islemi ile yapismis olduklan yiizeyden kaldirildi.

Falkon tiiplere alinan hiicrelerin iizerine besi ortami ilave edilerek 1200
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Hiicrelerin konulacagi 1,5 mL’lik cryo
tiipler hazirland1 ve buz icerisine batirildi.

Fotal Bovin Serum (FBS) / DMSO: 9/1 oraninda karistirilarak hazirlandi.

Santrifiij sonrasinda iist kisimdaki siipernatant atildi ve cryo tiiplerle
birlikte buz igerisine alindi. Dip kisminda hiicrelerin bulundugu falkon tiip
icerisine 750 uL (FBS) / DMSO konularak resiispanse edildi.

Karisim cryo tiiplere aktarilarak, -86 °C’ye kaldirildi.

3.2.2 Dondurulmus MCF-7 hiicrelerinin ¢o6ziilmesi:

-86 °C’ye dondurulup kaldirilmis olan hiicreler 37 °C’ye alind1.

DMSO’nun hiicre canliligi tizerindeki negatif etkisini azaltmak amaciyla,
cryo tiip icerisine hizli bir sekilde besi ortam1 eklenerek, ¢oziilen hiicreler

pastor pipeti yardimiyla falkon tiip icerisine alindu.

Falkon tiipe yaklasik 10 mL besi yeri ilave edilerek, hiicreler 1200 rpm’de
10 dakika santriifiij edildi.

Santrifiij islemi sonrasi, siipernatant atilarak, dipte kalan hiicrelerin {izerine
tekrar besi ortamu ilave edilerek 2. kez 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi.

Santrifiij sonrasi, supernatant atilarak, hiicrelerin iizerine 8§ mL besi yeri

ilave edildi ve 75 cm?®’lik flasklara aktarildi.
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6) Flasklar, 37 °C’de %95 nem ve %5 COy’1i etiive kaldirildi.

Flasklar belirli zaman araliklarinda kontrol edildi, cogalmalarim saglamak
amactyla kullanilan eski besi yerleri dokiilerek, ortamlar1 degistirildi ve flask

yiizeyini kaplayan hiicrelerin devamliligini saglamak amaciyla pasaj yapildi.
3.2.3 MCF-7 hiicrelerinin pasajlanmasi:

1) MCF-7 hiicreleri monolayer hiicreler olduklari i¢in, hiicreleri kaldirmak
icin tripsinizayon islemi uygulandi. Bunun icin ortama 4 mL tripsin
eklendi ve 5 dakika inkiibatorde bekletildi.

2) Hiicrelerin iizerine 8 mL besi ortami eklendi ve 1200 rpm de 5 dakika

santrifiij edilerek hiicrelerin dibe ¢kmesi saglandi.

3) Ust kistmdaki siipernatant atilarak, hiicrelerin iizerine tekrar 8 mL besi
ortam1 eklendi ve 2 flaska ayn ayn paylastirilarak, flasktaki ortamlar 8

mL’ye tamamlandi.
4) Flasklar, 37 °C’de %95 nem ve %5 COy’11 etiive kaldirildi.
3.2.4 MCF-7 hiicre canlilhiginin belirlenmesi:

Hiicre canlilifinin belirlenmesinde, MCF-7 kanser hiicrelerine, tripan mavisi
boya testi uygulandi. Canl hiicrelerin tripan mavisi boyasin1 metabolize edilerek,
disar1 atmasi nedeniyle beyaz renkte, tripan mavisi boyasin1 metabolize

edememeleri nedeniyle 6lii hiicreler mavi renkte goriildii.

1) Monolayer MCF-7 hiicrelerini kaldirmak igin tripsinizasyon islemi

uygulandi.

2) Tripsinizasyon isleminden sonra, hiicre siispansiyonundan 50 pL alinarak
96 kuyucuklu platelere konuldu ve iizerine 50 pL tripan mavisi boyasi
eklendikten sonra Neubauer laminda, 1s1k mikroskobu ile hiicre sayimi

yapildi.

Tripan mavisi boya testinin sonuglarina gore hiicreler her kuyucukta 1x10°

hiicre olacak sekilde Cisplatinin ICsy dozunu belirlemek iizere platelere ekildi.
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3.3 Sitotoksisite Testleri:
3.3.1 Cisplatinin MCF-7 hiicrelerinde ICs,dozunun belirlenmesi:

ICsop dozu, bir inhibitoriin hedefinin %50’sini 6ldiirmek igin gerekli olan

konsantrasyonu belirtmektedir.

Cisplatinin ICsy dozu ‘‘Cell Proliferation Kit’> kullanarak XTT testi ve

Tripan mavisi boya testi ile belirlendi.

XTT kit igersinde, XTT (2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-
[(phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide) ajam1 ve aktivasyon ajani
yer almaktadir. Reaktifler 50/1 XTT ajam1 (Labelling reagent)/ aktivasyon ajani
(electron coupling reagent) olacak sekilde karistirilarak XTT soliisyonu hazirlanir.
XTT bir tetrazolium tuzu olmakla beraber metabolik olarak aktif olan hiicrelerde
mitokondride bulunan dehidrogenaz enzimiyle pargalanarak suda c¢oziinebilen
formazana doniismektedir. Formazandan kaynaklanan turuncu rengin yogunlugu
canli hiicre sayis1 ile orantilidir. Inkiibasyon siiresi sonunda olusan turuncu renk
yogunluguna bagli olarak, mikroplak okuyucuda 450 nm dalga boyunda ve 630

nm referans araliginda okunarak hiicre canlili belirlenir.

Cisplatinin MCF-7 hiicrelerinde ICsy dozu XTT ve Tripan Mavisi Testi ile
belirlendi. Bunun i¢in, 96 kuyucuklu plate’ler kullanilarak 24-96 saatlik bir deney
diizenegi kuruldu.

XTT ve Tripan Mavisi Boyast Testi Protokolii:

1) 75 cm”lik flasklere ekilen ve cogalan hiicreleri yiizeyden kaldirmak

amaciyla tripsinizasyon islemi uygulandi.

2) Tripsinizayon isleminden sonra, hiicreler iizerine besi ortamu ilave edildi
ve 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

3) Santrifiij sonrasinda, iist kisimdaki siipernatant atildi, dipte kalan hiicreler

tizerine 1 mL besiyeri eklendi.
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Hiicre sayimmi i¢in hiicre soliisyonundan 50 pL alindi, tizerine 50 pL
Tripan mavisi boyasi eklendi ve hiicre canliligini belirlemek i¢in Neubauer

laminda sayim yapildi.

1., 2., 3. ve 4. giin i¢in 96 kuyucuklu plate’ler ayr1 ayr1 hazirlandi ve 1Csg
dozunu belirlemek iizere Cisplatinin 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50
uM’lik konsantrasyonlar1 XTT testi i¢in 3 farkli sira (her konsantrasyon
icin 3 farkli deger olacak sekilde) ve Tripan mavisi boya testi i¢in bir sira
ayrildi.

Neubauer laminda sayilan hiicreler gerekli diliisyon yapildiktan sonra,
hazirlanan 96 kuyucuklu platelere her kuyucukta 1x10° hiicre olacak
sekilde ekildi.

Hiicrelerin yiizeye yapismasi i¢in 24 saat beklendi ve hazirlanan 4 giinliik
deney diizeneginin ilk siras1 Cisplatin uygulanmadan kontrol grubu olarak
ayrildi ve diger kuyucuklara Cisplatinin 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50 uM’lik konsantrasyonlar1 (Cisplatin 10 mg/20 mL flakon icerisinden

gerekli konsantrasyonlar saglayacak hacimlerde kullanildi) uygulandi.

1. giinliik deney diizenegi icin, hiicreye belirlenen farkli Cisplatin
konsantrasyonlart uygulandiktan 24 saat sonra, XTT testi icin ayrilan
kuyucuklarin her birine hazirlanan XTT soliisyonundan 50 pL eklendi.
Madde eklenmesinden yaklagik 4 saat sonra plate’in her bir kuyucugunun
absorbans degeri (OD) mikroplak okuyucuda 450 nm ve 630 nm dalga
boylarinda ol¢iildii.

Ayni islem, madde verilmesinden 48, 72 ve 96 saat sonra 2., 3. ve 4.
giinliik plate’ler i¢in tekrarlandi.

10) Plate’lerde bulunan tripan mavisi boyasi testi i¢in ayrilan kuyucuklarda

bulunan serumlu besi ortam1 enjektdr yardimiyla ¢ekilirken, ortamdaki
serumu uzaklastirmak icin 50 pL serumsuz ortam hiicrelerin kurumasina
izin vermeden kuyucuklara ilave edildi. Ayni sekilde serumlu ortam
cekilip, 50 pL tripsin ilave edilerek inkiibatdrde 5 dakika beklendi. Tripsin
ile kaldirilan hiicrelerin iizerine 100 uL serumlu besiyeri eklenerek
hiicreler siispanse edildi. Stispansiyondan 50 pL alinarak, 50 pL tripan

mavisi boyasi ile karistirildi ve Neubauer laminda hiicre sayimi yapildi.
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11) XTT testi ve tripan mavisi boya testi sonuglarina gore, cisplatinin MCF-7

hiicrelerinde ICsy dozu belirlendi.
3.4 Deney Diizeneginin Kurulmasi ve Cisplatin Uygulanmasi:

Cisplatinin MCF-7 hiicre hatt1 iizerindeki etkisini incelemek amaciyla 4 giin

siirecek bir deney diizenegi ve 4 farkl hiicre grubu olusturuldu:

1. Grup: Kontrol grubudur. Bu gruptaki MCF-7 hiicrelerine herhangi bir
muamele yapilmadi.

2. Grup: Bu gruptaki hiicreler, cisplatinin ICsy dozunun bir alt dozu segilerek
20 uM Cisplatine maruz birakildi.

3. Grup: Bu gruptaki hiicreler, cisplatinin ICsy dozuna (25uM) maruz
birakildi.

4. Grup: Bu gruptaki hiicreler, cisplatinin ICsy dozunun bir iist dozu segilerek
30 uM Cisplatine maruz birakildi.

Cisplatinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla

apoptoz testleri ve 99mTc-Tetrofosmin ile isaretleme calismalan gerceklestirildi.
3.5 Apoptoz Testleri:
3.5.1 Annexin V-EGFP yontemi:

Annexin V-EGFP apoptoz dedeksiyon kiti, apoptozun erken evrelerde
gbzlenmesi prensibine dayanir. Cogu hiicre tipi, membran fosfolipidi olan
fosfotidilserini (PS), plazma membraninin i¢ yiizeyinden, dis ylizeyine transfer
eder. PS molekiilii hiicre yiizeyine ciktiginda, giiclendirilmis yesil floresan
proteininin (EGFP- enhanced green fluorescent protein) PS’e dogal olarak yiiksek
afinitesi olan bir protein olan Annexin V’a baglanmasi ile boyanarak kolaylikla
dedekte edilebilir. Ayrica, ikinci bir boya olan propidyum iyodiir kullanilarak
canl hiicreler, erken apoptotik, gec apoptotik ve nekrotik hiicreler birbirinden

ay1rt edilebilir.
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Annexin V- EGFP Test Protokolii:

1) Her kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde 4 farkhi hiicre grubu 6
kuyucuklu plate’lere ekilerek deney diizenegi kuruldu.

2) Kuyucuklardaki hiicreleri kaldirmak i¢in tripsinizayon islemi uygulandi ve

hiicreler 1,5 mL’lik eppendorflara konuldu.
3) Hiicreler 2500 rpm de 5 dakika santrifiij edilerek toplandi.

4) Ust kistmdaki supernatant atildi ve dipte kalan hiicreler iizerine 500 pL

baglayic1 tampon ilave edilerek resiispanse edildi.
5) Uzerine 5 uL Annexin V-EGFP ve 5 uL propidyum iyodiir eklendi.

6) Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildikten sonra 4 hiicre grubundan da
lam tizerine 6rnek damlatilarak {izerine lamel kapatildi ve floresan eklentili
mikroskopta yesil (520 nm) ve kirmizi filtreleri (620 nm) ile inceleme
yapildi.

3.5.2 TUNEL yontemi:

TUNEL yontemi hiicre popiilasyonundaki apoptotik hiicrelerin spesifik
dedeksiyonu ve miktar tayini i¢in gelistirilmistir. Fluometrik TUNEL sistemi ile
hiicre dizilerinde apoptozun Onemli biyokimyasal ayirt edici ozelligi olan
cekirdekteki DNA fragmentasyonu oOl¢iilmektedir. Apoptotik hiicrelerdeki
fragmente DNA’nin 3’-OH ucuna, rekombinant enzim terminal deoksiniikleotidil
transferaz enzimi (rTdT) ile fluresin-12-dUTP eklenir. Fluresin-12-dUTP ile DNA

boyanir ve floresan mikroskop ya da flow sitometri ile l¢iiliir.
DeadEnd™ Fluorometrik TUNEL Test Protokolii:

1) Her kuyucukta 1x 10° hiicre olacak sekilde 4 farkli hiicre grubu 6
kuyucuklu plate’lere ekilerek deney diizenegi kuruldu.

2) Kuyucuklardaki hiicreleri kaldirmak icin tripsinizasyon islemi uygulandi

ve hiicreler 1,5 mL’lik eppendorflara konuldu.
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3) Hiicreler 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek toplandi.

4) Ust kistmdaki supernatant atild1 ve iizerlerine 1mL PBS eklendi ve yikama

islemi 3 kez tekrarlandi.

5) Ardindan pellet halindeki hiicreler iizerine 3:1 oraninda hazirlanmis olan

metanol: asetik asit (fiksatif) karisimi eklendi.
6) 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek, bu islem 3 kez gerceklestirildi.
7) Son santrifiij ardindan hiicre pelleti iizerine 30 pL fiksatif eklendi.

8) Her hiicre grubu pozitif kontrolle birlikte ¢alisildi, her hiicre grubu icin 2
adet lam hazirland1 ve +4 OC’ye kaldirild.

9) Her hiicre soliisyonundan mikropipet yardimyla 15 uL alinarak hazirlanan

lamlar tizerine damlatild1 ve yayildi.
10) Kuruyan lamlar daha sonra onceden hazirlanan cam sale icerisindeki %
4’liikk metanolsiiz formaldehitin PBS (pH: 7,4) icerisindeki ¢6zeltisine

aktarilarak +4 °C’de 25 dakika beklendi.

11) Ardinda hiicrelerin daha gecirgen hale gelebilmesi icin lamlar PBS ile
hazirlanmis olan % 0,2 Triton-X ¢ozeltisi i¢inde 5 dakika bekletildi.

12) Lamlar PBS ile 5’er dakika siireyle 3 kez yikandi.

Pozitif kontrol icin DNase uygulamasi:

a) Porzitif kontrol laminda bulunan hiicreler iizerine 100 pL DNase I
tampounu [40 mM Tris-HCI (pH: 7,9), 10 mM NaCl, 6 mM MgCl,, 10
mM CaCl, ] eklendi ve oda sicakliginda 5 dakika bekletildi

b) Siv1 uzaklastirildi ve 5,5-10 tinite/mL DNase I iceren 100 uL. DNase I

tamponu ilave edildi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.

c¢) Lamlar iizerindeki fazla sivi uzaklastinldi ve 3-4 kez deiyonize su ile

yikandi.
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Bu basamaktan sonraki agsamalar pozitif kontrol lamlan ve diger lamlarla

birlikte yiiriitiildii.

13) Yikama isleminden sonra lamlar iizerine 100 pL equlibration tamponu
eklendi ve 10 dakika bekletildi.

14)Bu sirada rTdT inkiibasyon tamponu hazirlandi: 90 pL equlibration
tamponu, 10 pL niikleotit karigimi ve 2 pL rTdT enzimi.

15)5-10 dakika sonunuda lamlarda bulunan fazla sivi uzaklastirilarak yerine
niikleotit karisimi eklendi ve iizerine lamel kapatildi. 37 °C’de nemli
etiivde 60 dakika bekletildi.

16)Oda sicakliginda 2XSSC icinde reaksiyonun durmast icin 15 dakika
bekletildi.

17) Lamlar PBS icerinde 5 dakika yikandi ve bu islem 3 kez tekrar edildi.

18) Lamlar icerisinde 1mg/1mL olacak sekilde hazirlanmig propidyum iyodit
soliisyonu icerisinde 15 dakika bekletildi.

19) Lamlarin kurumasindan sonra iizerine % 50°‘lik gliserol damlatilarak lam
ile kapatildi ve floresan eklentili mikroskopta yesil (520 nm) ve kirmiz1

(620 nm) filtreler ile inceleme yapildi.
3.6 Protein Analizi:

Protein analizi Bradford yotemiyle yapilmistir.Bradford reaktifi, kullanima

hazir, hizli ve protein konsantrasyonunu hassas bir sekilde 6l¢en yontemdir.

Bradford protein analizi Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin
proteinlere baglanmas1 prensibine dayanir. Bu baglanma sonucu olusan renk
degisikligi ile ¢cozeltinin 465-595 nm’de absorbansi olgiiliir.

Bradford Reagent Test Protokolii:

1) Her kuyucukta 1x10° hiicre bulunan 4 farkli hiicre grubu olacak sekilde
plate’e ekilerek deney diizenegi kuruldu.
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Plate igerisindeki hiicreler serumsuz besiyeri ile 3 kez yikandi.

Yikanan hiicrelerin iizerine 500 uL icerisinde SDS bulunmayan native

sample buffer eklendi ve her hiicre grubu ayr1 eppendorf icerisine alindi.
Hiicreler kaldirildiktan sonra proteaz enzimini inhibe etmek icin 5 dakika
sicak su banyosu igerisinde bekletildi ve 5 dakika 12.000 rpm de santrifiij
edildi.

Stok ¢ozeltiden derisimi 25, 20, 15, 10, 5, 2.5, 1,25 pg/mL olan standartlar
(BSA) hazirlanir.

Plate icerisine 120 uL hazirlanan standartlar ve kontrol grubu, 20 uM, 25
uM, 30 uM’lik Cisplatin gruplarindan ayni miktarda drnek konuldu.

Uzerlerine 120 pL Bradford reaktifi eklendi ve 5 dakika karistirilds.

Plate 595 nm’de her bir kuyucugun absorbans degeri mikroplak okuyucu
ile ol¢iildii.

Her bir standartin absorbansinin okunmasi ile standart bir egri olusturuldu.

10) Bilinmeyen oOrneklerin absorbanslar1 standart egriyle karsilagtirilarak

protein konsantrasyonlar1 bulundu.

3.7 Tetrofosmin’in Na”™TcQ, ile isaretlenmesi:

Liyofilize haldeki kit 0,23 mg tetrofosmin, 30 pg kalay klorid dihidrat, 0,32

mg disodyum siilfosalisilat ve 1,0 mg sodyum glukonat igcermektedir. pH

liyofilizasyondan once nitrojen atmosferi altinda ayarlanmistir.

0,23 mg tetrofosmin 7,5 mL suda ¢oziildii. Stok solusyonundan 3ug/100uL

tetrofosmin alinarak iizerine 5 puLL SnCl, (Img/ImL) ilave edildi. Karisimdan 5

dakika argon gaz1 gecirildi ve 1 mCi Na”™TcOy ile isaretlenerek oda sicakliginda
30 dakika inkiibe edildi.
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3.8 ®™T¢-Tetrofosmin’in Kalite Kontrolii:

9mTc-Tetrofosmin’in ince tabaka kagit kromatografisi ile kalite kontroliinde
silika jel kapl, kalinliklar1 0,1 mm olan 20 x 20 cm boyutlarindaki aliminyum
tabakalar kullanildi. Tabakalar 1,5 x 10 cm’lik seritler halinde kesildi. seritlerin
baslangi¢ noktasindan 0,5 cm yiikseklikteki noktaya kapiler yardimiyla e

Tetrofosmin damlatildi. Solvent sistemi olarak 3 banyo kullanildi.

1. Aseton/diklorometan (35/65)
2. Etanol/amonyak/su (2/1/5)
3. ACD (Antikoagiilan sitrat dekstroz ¢ozeltisi)

TLC’ler banyo ortamlarina yerlestirildi ve cozgenler yeterli yiikseklige
ulagtiginda seritler banyolardan cikarilarak kurutuldu. Kurumus seritler iizerleri
kagit bantla kaplanarak BioScan TLC-tarayicida taratildi (Bioscan AR-2000
Washington DC). Elde edilen kromatogramlardan radyoisaretlenme verimi ve
#MTc-Tetrofosmin’in Rf degeri (bilesigin yiiriidiigii mesafe/cozgenin yiiriidiigii

mesafe) tespit edildi.

3.9 P™Tc-Tetrofosmin’in MCF-7 Meme Kanseri Hiicrelerine
Baglanmasi:

1. Her kuyucukta 1x 10° hiicre olacak sekilde 4 farkli hiicre grubu ve her
hiicre grubunun 3 tekrar olacak sekilde 24 kuyucuklu plate’lere deney

diizenegi kuruldu.

2. Hiicreler tripsinizasyon ile kaldirilarak 1,5 mL’lik eppendorflara tiiplere

alindi.

3. Her bir tiipte 1 pg/50uCi (Arbab et al, 1996) 99mTc-Tetrofosmin  olacak
sekilde hiicrelerin oldugu eppendorflara eklendi.

4. Eppendorftaki *™Tc-Tetrofosmin tutulumunu saptamak icin icerisinde
hiicre bulunmayan eppendorflara 1pug/50uCi 99MTc-Tetrofosmin  ilave
edildi.

5. Cd(Te) dedektoriinde eppendorflarin aktiviteleri sayildi. Ayni islemler 3
kez tekrarlandi.
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6. P ™Tc-Tetrofosmin ile hiicreler 2 saat inkiibe edildikten sonra, tutulum
olmayan hiicreleri elimine etmek i¢in hiicreler PBS ile 2 kez yikandi. Ayni

islemler hiicrelerin olmadig1 eppendorflar i¢inde tekrarlandi.

7. Yikama isleminden sonra hiicrelerin Cd(Te) dedektoriinde aktiviteleri
sayildi. Igerisinde hiicre bulunmayan eppendorflardaki tutulumlar,
icerisinde hiicre bulunan eppendorflardan cikarilarak hiicrelerdeki net

tutulumlar bulundu.
8. Tiimér hiicrelerinde **™Tc-Tetrofosmin tutulum orani hesaplandi.
3.10 Istatistik Analizler:

In vitro hiicre tutulum calismalar1 sonucunda elde edilen verilerin
istatistiksel analizi SPSS 16 programi ile yapildi. Annexin V ve TUNEL
yontemiyle bulunan hiicre gruplarindaki apoptotik oran regresyon analizi ve farkl
gruplardaki **™Tc-Tetrofosmin tutulumlari varyans one-way ANOVA analizi ile
hesaplandi. Sonuclarin standart sapma degerleri bulundu ve p degeri <0.05 olanlar

anlaml kabul edilmektedir.
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4. BULGULAR:

Cisplatinin meme kanseri hiicrelerindeki kemoterapétik etkisi ve *Tc-

Tetrofosmin tutulumu MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 kullanilarak ¢aligildi.
4.1 Sitotoksisite Testleri Sonuclari:

4.1.1 Cisplatinin MCF-7 meme Kkanseri hiicre hattinda ICs,
dozunun belirlenmesi:

MCF-7 hiicre serisinde Cisplatinin ICsy dozu XTT (Sekil 4.1) ve tripan
mavisi testi (Sekil 4.2) ile 4. giin 25 uM olarak belirlendi.

4. Gun

100

82,18 80,12

72,76
75 - 65,98
50,77

50 -

3049 556 2813 26 25,14
. i i . I [
0 A T T T T T T T
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Cisplatin (uM)
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Sekil 4.1. XTT testi ile cisplatinin sitotoksisitesi
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Sekil 4.2. Tripan mavisi testi ile cisplatinin sitotoksisitesi

4.2 Apoptoz Testleri Sonuclar:

Cisplatinin 25 uM olarak belirlenen ICsy dozu, bunun bir alt ve iist dozu
kullanilarak, bu dozlarin MCF-7 hiicre hattindaki apoptotik etkileri Annexin V ve
TUNEL yontemleriyle belirlemek amaciyla 4 ¢alisma grubu olusturuldu.

1. Grup: Kontrol grubudur. Bu gruptaki MCF-7 hiicrelerine herhangi bir
muamele yapilmadi.

2. Grup: Bu gruptaki hiicreler, Cisplatinin ICsy dozunun bir alt dozu segilerek
20 uM cisplatine maruz birakildi.

3. Grup: Bu gruptaki hiicreler, Cisplatinin ICsy dozuna (25uM) maruz
birakildi.

4. Grup: Bu gruptaki hiicreler, Cisplatinin ICsy dozunun bir {ist dozu
secilerek 30 uM cisplatine maruz birakildi.
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4.2.1 Annexin V yontemi ile elde edilen sonuclar:

Annexin V-EGFP (yesil floresans) ve non-vital boya olan propidium iodide
(kirmizz fliioresans) kullanilarak floresan mikroskop altinda MCF-7 hiicre hattinda
canli hiicreler (EGFP-PI+), erken apoptotik hiicreler (EGFP-PI+) gec apoptotik
(EGFP+PI-) veya nekrotik hiicreler (EGFP+PI+) incelendi.

Annexin V yontemi ile MCF-7 hiicre hattinda Cisplatin gruplarinda (20,
25 ve 30 uM) apoptotik etki incelendiginde, kontrol grubunda toplam apoptotik
hiicre oram1 %25,95, 20 uM’lik kemoterapi grubunda % 43,69, 25 uM’hk
kemoterapi grubunda % 48,72 ve 30 uM’lik kemoterapi grubunda % 64,86 olarak

bulunmustur.

MCF-7 meme kanser hiicrelerinde saptanan apoptoz kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 20, 25 ve 30 uM Cisplatin uygulamasindan sonra sirasiyla
166, 185 ve 247 katlik bir artis oldugu gézlendi.

MCF-7 meme kanser hiicrelerinde kontrol grubu ve kemoterapi gruplarinda
Cisplatin dozu (20, 25 ve 30 uM) arttikca nekrozda 117, 161 ve 216 katlik bir
artis oldugu gozlendi (Sekil 4.3).

i
|
|
i

2427 lﬁ‘
s250.00 27.71

E I

)
N
-]
-]

Kontrol 20 UM 25 UM 30uM
MCF7

ECanli WErkenapoptotik 4 Gegapoptotik ®Nekrotik

Sekil 4.3. MCF-7 hiicre hattinda Annexin V yontemi ile kontrol ve cisplatin gruplarinda apoptoz

Annexin-V yontemi ile degerlendirilen Ciplatinin doza bagl apoptotik etkisi
% 90,5 iligkili olarak anlamli bulundu (R: 0,910 p=0,001) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Annexin-V yontemi ile degerlendirilen cisplatinin doza bagh etkisi

4.2.2 TUNEL yontemi ile elde edilen sonuclar :

Apoptoz ile DNA’da olusan kirik bolgelerinin 3° —OH uglarina terminal
deoksiniikleotidil transferaz enzimi tarafindan yesil floresan isaretli dUTP
eklenerek fragmentasyonun saptanmasini saglayan bu yontemde Cisplatin’ in 20
UM, 25uM ve 30uM‘lik dozlarinin olusturduklan apoptotik etki MCF-7 hiicre
hattinda arastirlldi. Floresan mikroskopta apoptotik hiicreler yesil renkte
goriilmektedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. MCF-7 hiicre hattinda 4. giin 25 pM‘lik cisplatin dozunun TUNEL yontemi ile

apoptotik hiicrelerin gosterilmesi

TUNEL yontemi ile saptanan apoptoz degerlendirildiginde MCF-7 hiicre
hattinda kontrol grubu ve Cisplatin gruplarinda uygulanan Cisplatin miktar1

arttikca apoptoz oraninda artis oldugu gozlendi.

Kontrol grubu, 20, 25 ve 30 uM’lik Cisplatin gruplarinda ki apoptotik hiicre
orani sirastyla % 2,88, % 46,96, % 60,92 ve % 69,29 olarak bulunmustur (Sekil
4.6).

20, 25 ve 30 uM’lik Cisplatin dozu uygulanan hiicre gruplarindaki apoptoz
oran1 kontrol grubuyla karsilastrildiginda 1630, 2115 ve 2405 kat artis oldugu

gozlendi.
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Sekil 4.6. MCEF-7 hiicre hattinda TUNEL yontemi ile kontrol ve cisplatin gruplarinda apoptoz

TUNEL yontemi ile degerlendirilen Ciplatinin doza bagh apoptotik etkisi %
99,8 iligkili olarak anlamli bulundu (R: 0,999 p=0,001) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. TUNEL yontemi ile degerlendirilen cisplatinin doza bagh etkisi
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4.3 Protein Analizi Sonuclari:

Bradford reagent micro assay protein kit ile MCF-7 hiicre hattinda kontrol
ve cisplatin grubunda protein icerigi belirlendi. Protein icerigi kontrol grubunda
0,39 g, 20 uM cisplatin uygulanmis hiicre grubunda 0,20 g, 25 uM cisplatin
uygulanmig hiicre grubunda 0,12 g ve 30 uM cisplatin uygulanmis hiicre
grubunda 0,04 g olarak bulundu.

Cizelge 4.1. MCF-7 hiicre hattinda kontrol ve cisplatin gruplarinda protein analizi sonucu bulunan

protein miktarlari

Hiicre gruplari Protein (g)
Kontrol 0,39
20 uM 0,20
25 uM 0,13
30 uM 0,04

4.4”™Tc-Tetrofosmin’in Kalite Kontrol Sonuclar::
4.4.1. RTLC ile elde edilen sonuclar:

#mTe-Tetrofosmin’in kalite kontroliinde RTLC yonteminde kullanilan
banyo cozeltileri Aseton/diklorometan (35/65), Etanol/amonyak/su (2/1/5) ve
ACD’ dir. #™Tc-Tetrofosmin, **™TcOy4 ve indirgenmis **"Tc’a ait Rf degerleri
Cizelge 4.1’ de yer almaktadir.

Cizelge 4.2. Rf degerleri

99m, O .
Tc- 99m, . Indirgenmis
s Tetrofosmin by #me
Aseton/diklorometan
(35/65) 0,08 0,92 0,01
Etanol/amonyak/su
Q/1/5) 0,42 0,91 0,03
ACD 0.02 0,92 0,89
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#mre-Tetrofosmin, *”"TcOy ve indirgenmis **™Tc’a ait aseton/diklorometan
(35/65) banyosu kullamilarak elde edilen RTLC kromatogramlar1 Sekil 4.8, Sekil
4.9 ve Sekil 4.10 ‘da, etanol/amonyak/su (2/1/5) banyosu kullanilarak elde edilen
RTLC kromatogramlari Sekil 4.11, Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’de goriilmektedir.

Tec-99m-Tetrofosmin

Counts

0 50 100 150 200
Position {mm)

Sekil 4.8. 99MTc-Tetrofosmin’in aseton/diklorometan (35/65) cozeltisi kullanilarak elde edilen

RTLC kromatogrami
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99mTecO4

12(!)""'
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100
Pasition {mm)

Sekil 4.9. 99mTCO4" 1 aseton/diklorometan (35/65) c¢ozeltisi kullanilarak elde edilen RTLC

Counts

kromatogrami

Indirgenmis Tc-99m

15000

10000

100
Paosition {mm)

Sekil 4.10. Indirgenmis P™Teun aseton/diklorometan (35/65) ¢ozeltisi kullanilarak elde

edilen RTLC kromatogrami
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Sekil 4.11. *™Tc-Tetrofosmin’in etanol/amonyak/su (2/1/5) ¢ozeltisi kullanilarak elde

edilen RTLC kromatogrami

mTecO4
m | | | | | | | | | | 1 | [ | 1 | |
15000 — -
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S 10000 . -
o —] —
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0 ]
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Position {mm)

Sekil 4.12. 99"’TCO4" 1 etanol/amonyak/su (2/1/5) ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen RTLC

kromatogrami
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indirgenmis Tc-99m
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Sekil 4.13. indirgenmis #mTe’un etanol/amonyak/su (2/1/5) ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen
RTLC kromatogrami

[saretli bilesigin RTLC kromatogramlari incelendiginde aseton/diklorometan
(35/65) banyosunda #MTeO,  sona yuriimiig, indirgenmis 99mTe baslangicta

99m,

kalmastir. Tc-Tetrofosmin, indirgenmis Mg gore daha fazla yiirlimiistiir.

Etanol/amonyak/su (2/1/5) banyosunda ise 9MTc0, sona yiirtimiis, indirgenmis
%M baslangicta kalmistir. Isaretli bilesigin ise Rf degeri ise ortada ¢ikmustir. Her
iki banyoda da Rf degerleri farklilik gostermektedir. Isaretli bilesige iliskin pikin
RTLC kromatogramlarina gore hesaplanan baglanma verimi % 94,6+2,5 olarak

bulunmustur.

4.5 *™Tc-Tetrofosmin’in  MCF-7 Meme Kanseri Hiicrelerinde
Tutulum Sonuclar::

9mTc_Tetrofosmin

MCF-7 meme kanser hiicre hattinda kontrol grubunda
tutulumu % 0,75 = 0,07 olarak hesaplandi. Cisplatin uygulanmasindan sonra
M Tetrofosmin’in 20 uM’lik doz uygulanmis hiicrelerde % 0,49 + 0,04, 25
uM’lik dozda %0,42 + 0,1 ve 30 uM’ Iik dozda % 0,29 £ 0,1 olarak bulunmustur
(Sekil 3.13). Kontrol ve Cisplatin (20 uM, 25 uM ve 30 uM) gruplar1 arasindaki

varyans analizi sonuglar1 anlamli olarak bulunmustur (p <0,01) (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.3 99mT¢-Tetrofosmin ‘in MCF-7 hiicre hattinda kontrol ve cisplatin gruplarindaki

tutulumu

Grup MCEF-7
Kontrol grubu 0,75 £ 0,07
Cisplatin grubu (20 uM) 0,49 + 0,04
Cisplatin grubu (25 uM) 0,42 £ 0,1
Cisplatin grubu (30 uM) 0,29 £ 0,1
F 28,302

p 0,000

Giiven aralign % 95, (n=3)

MCF-7 hiicre hattinda tim gruplarda % **™Tc-Tetrofosmin tutulumlari,
Bradford reagent micro assay protein kit ile bulunan protein igerigine (Cizelge
4.3) boliinerek proteinin grami basina diisen doz degerleri hesaplandi (Sekil 4.14).

7,2

% AD/protein (g)

Kontrol 20um 25um 30um

MCEF-7

Sekil 4.14. MCF-7 hiicre hattinda kontrol ve cisplatin gruplarinda protein grami bagina diisen %
aktiviteleri
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calismada MCF-7 meme kanser hiicre hattinda **™Tc-Tetrofosmin
tutulumu ve farkli dozlardaki kemoterapi gruplart arasindaki apoptotik orani

karsilastirilmistir.

Tetrofosmin’in **™Tc radyoniiklidi ile isaretlenmesi ile elde edilen **™Tc-

Tetrofosmin’in igaretleme verimi % 94,6 + 2,5 olarak saptanmaistir.

Tassone ve ark,larin MCF-7 hiicre hattinda yaptig1 ¢alismada cisplatinin
ICso degerini 2, giin 60-70 uM olarak bulmusglardir (Tassone et al., 2003).
Caligmamizda ise MCF-7 hiicre hattinda cisplatinin ICsy degeri 4, giin 25 uM
olarak bulunmustur (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2) (Tassone et al., 2003).

ICsp dozu, bir alt ve bir iist doz olan 20 uM ve 30 uM’lik dozlarin apoptotik
etkileri Annexin V ve TUNEL yontemleriyle belirlenmis ve etken madde

uygulanmayan kontrol grubuyla karsilastirllmistir.

Annexin V yontemi ile elde edilen sonuglara gore kemoterapi ajaninin dozu
arttikca apoptoz oranin da arttig1 saptanmistir. MCF-7 meme kanser hiicrelerinde
kontrol grubunda erken apoptoz oran1 % 22,50 ve gec apoptoz oran1 % 3,75 iken,
20 uM’ Iik Cisplatin grubunda erken apoptoz orant % 24,27, ge¢ apoptoz oran1 %
19,42, 25 uM’lik Cisplatin grubunda erken apoptoz % 27,71, ge¢ apoptoz oran %
21,01, 30 uM’lik Cisplatin grubunda erken apoptoz % 24,32, ge¢ apoptoz orani
ise % 40,54 olarak bulunmustur (Sekil 4.3). Kontrol, 20 uM, 25 uM ve 30 uM’lik
Cisplatin gruplar1 i¢in toplam apoptotik oran sirasiyla % 26,25, % 43,69, % 48,72
ve % 64,86’ dir.

TUNEL yontemiyle elde edilen sonuglara gore kemoterapi ajaninin dozu
arttirldiginda apoptotik hiicre sayisinda artis gozlenmistir, TUNEL yontemiyle
kontrol grubu, 20, 25 ve 30 uM’lik Cisplatin gruplarinda ki apoptotik oran
sirasiyla % 2,88, % 46,96, % 60,92 ve % 69,29 olarak bulunmustur (Sekil 4.5).

Liang ve ark.larmmin yaptigr bir calismada AS549 akciger kanseri hiicre
hattinda cisplatinin ve MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda paclitaxelin farkl
dozlarinin etkisi *"Tc-DTPA-DG tutulumuna bagh olarak karsilastirilmis ve
kemoterapi ajanlarinin dozlar arttirildiginda, bizim calismamiza benzer sekilde

hiicrelerde isaretli bilesigin tutulumunun azaldigim belirtmislerdir. A549 akciger
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kanser hiicre hattinda *™Tc-DTPA-DG tutulumunun kontrol grubunda % 0,79 +
0,1, 5 pg/mL’lik cisplatin dozunda % 0,59 + 0,07 ve 10 ug/mL’lik cisplatin
dozunda %0,44 + 0,02 olarak bulmuslardir. MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda
ise  *™Tc-DTPA-DG tutulumunu kontrol grubunda, 7, 14 ve 28 pg/mL’lik
paklitaxel dozlarinda ise sirasiyla % 0,65 £ 0,18, 0,31 + 0,08, % 0,28 + 0,05 ve %
0,26 £ 0,03 olarak bulmuslardir (Liang et al., 2008). Perek ve ark. lar1 tarafindan
yapilan bir calismada U937 insan I6semi hattinda etaposide ile apoptoz
olusturulmus ve kontrol grubu ile farkli etaposide dozlarinin uygulandigi hiicre
gruplar *™Tc-glukarat ile isaretlenerek proteinin mg’indaki % aktivitelerini
(%AD/ mg protein) karsilastirmiglardir. Apoptoz gruplarindaki bu oranin kontrol
grubuna gore daha fazla oldugunu gozlemlemislerdir (Perek et al., 2008), Denoyer
ve ark,lartnin U937 insan I6semi hattinda yaptigi bir caligmada hiicrelerde
etaposidin apoptotik etkisi *’"Tc-DMSA tutulumuna bagh olarak incelenmis ve
bunun sonucunda %AD/mg oraninin apoptotik hiicre oraninin artisiyla azaldigini
gozlemlemislerdir (Denoyer et al., 2004). Bizim calismamizda da her iki
calismaya benzer sekilde kontrol grubunda (1,9 %AD/g) bu oran 20 uM ( 2,4
%AD/g), 25 uM (3,3 %AD/g) ve 30 uM’lik (7,2 %AD/g) kemoterapi grubuna
gore daha diistiktiir.

Bu calismada, MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda kontrol ve kemoterapi
gruplarinda 9MTe_Tetrofosmin tutulumu Kkarsilagtinlmistir. Tutulumun kontrol
grubunda daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Cizelge 4,2). Cisplatinin uygulanan
MCF-7 hiicre grubunda doz artisa baglh **"Tc-Tetrofosmin tutulumunda azalma
oldugu bulunmustur. Cisplatinin meme tiimor hiicresinde belirgin olarak
gosterdigi  apoptoz  nedeniyle etkili bir kemoterapdtik ajan  olarak
degerlendirilmistir. Apoptotik etkinin cisplatin konsantrasyonuyla birlikte arttigi
gdzlenmistir. Bu sonuctan yola ¢ikarak ~’™Tc-Tetrofosmin’in kemoterapi
grubunda diisiik tutulum gostermesi kemoterapi sonucu artan apoptoz oldugunu
sOyleyebiliriz. Bu nedenle kemoterapi oram arttik¢a, hiicre tutulumunda azalma
meydana gelmistir. Cisplatinin artan konsantrasyonlarinda azalan tiimor hiicre
sayist, PMTe Tetrofosmin tutulumunda diisiise neden olmakta ve *“™Tc-
Tetrofosmin’in meme kanseri hiicrelerine 6zgiin baglanma potansiyelinin

oldugunu da gostermektedir.

Sonug olarak, *”™Tc-Tetrofosmin’ in meme kanserinde kemoterapi cevabini
degerlendirmede yeni bir radyodiagnostik goriintileme ajam1  olarak

kullanilabilecegi kanisindayiz.



58

KAYNAKLAR DiZiNi

Altunkaynak, B.Z., Ozbek, E., 2008, Programlanmis hiicre 6liimii: apoptoz
nedir?, Tip Arastirmalart Dergisi, 6:93-104s.

Arbab, A.S., Koizumi, K., Toyama, K., Araki, T., 1996, Uptake of Technetium-
99m-tetrofosmin, Technetium-99m-MIBI, and Thallium-201 in tumor cell
lines, J. Nucl. Med., 37:1551-1556.

Berghammer, P., Obwegeser, R., Miillauer-Ertl, S., Karanikas, G.,
Wiltschke, C., Kubista, E., Sinzinger, H., Zielinski, C., 1999, 99m-Tc-
Tetrofosmin scintigraphy and breast cancer, Gynecol. Oncology, 73:87-90p.

Bernard, B.F., Krennig, E.P., Breeman, W.A., Ensing, G., Benjamins, H.,
Bakker, W.H., Visser, T.J., Jong, M., 1998, “Tc-MIBI, *™Tc-
Tetrofosmin and 99mTc—Q12 in vitro and in vivo, Nucl. Med. Biol., 25:233-
240p.

Blankenberg, F.G., 2008, In vivo detection of apoptosis, J. Nucl. Med., 49:81-
95p.

Brauer, M., 2003, In vivo monitoring of apoptosis, Prog. Neuro-Psychopharm.
Biol. Psych., 27:323-331p.

Denoyer, D., Perek, N., Le Jeune, N., Frere, D., Sabido, O., Clotagatide, A.,
Dubois., F., 2004, In vitro and in vivo evaluation of influence of type III
NaPi co-transporter activity during apoptosis on **™Tc-(V)DMSA uptake in
human leukaemic cell line U937, Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging, 31:1421-
1427p.

Giiles, O., Eren, U., 2008, Apoptozun belirlenmesinde kullanilan yontemler,
Y.Y.U. Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2:73-78s.

Giines, H. V., 2003,Molekiiler Hiicre Biyolojisi, 475s.

Kapucuoglu, N., Boduroglu, E.C., Ercihan, E., Aktepe, F., Pak, 1., 2000, Lokal
ileri meme karsinomunda kemoterapiye yanitin apoptosis ile iligkisi,
Patoloji Biilteni, 17:14-17s.

Kelly, J.D., Forster, A.M., Higley, B., Archer, C.M., Booker, F.S., Canning,
L.R., Chiu, K.W., Edwards, B., Gill, H.K., McPartlin, M., Nagle, K.R.,
Latham, LA., Pickett, R.D., Storey, A.E., Webbon, P.M., 1993,
Technetium-99m-tetrofosmin as a new radiopharmaceutical for myocardial
perfusion imaging, J. Nucl. Med., 43:222-227p.

Kim, S.J., Kim, I.J., Kim, Y.K., 2002, Tc-99m MIBI, Tc-99m-Tetrofosmin and
Tc-99m-(V)-DMSA accumulation in recurrent malignant thyoma, Clin.
Nucl. Med., 27:30-33p.

Lahorte, C.M.M., Vanderheyden, J.L., Steinmetz, N., Van de Wiele, N.,
Dierckx, R.A., Slegers, G., 2004, Apoptosis-detecting radioligand: current
state of the art and future perspectives, Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging,
31:887-919p.

Liang, J., Chen, Y., Huang, Z., Zhao, Y., He, L., 2008, Early chemotherapy
response evaluation in tumors by ~™Tc-DTPA-DG, Cancer Biother
Radiopharm., 23:363-370p.



59

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

Maxwell, D., Chang, Q., Zhang, X., Barnett, E.M., Piwnica-Worms, D., 2009,
An improved cell-penetrating, caspase-activatable, near-infrared fluorescent
peptide for apoptosis imaging, Bioconjugate Chem., 20:702-709.

Numanoglu, S., 2008, Ostrojen bagimli meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7)
genistein ve hiperterminin kombine etkisinin aragtirilmasi, Yiiksek Lisans
Tezi, Ege Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, 170s.

Perek, N., Sabido, O., Le Jeune, N., Prevot, N., Vergnon, J.M., Clotagatide,
A., Dobois, F., 2008, Could 99mTc—glucarate bu used to evaluate tumor
necrosis? In vitro and in vivo studies in leukaemic tumor cell line U937,
Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging, 35:1290-1298p.

Prendergast, G.C. and Jaffee, E.M., 2007, Cancer Immunotherapy: Immun
suppression and tumor growth, 409p.

Roche Diagnostics, Cell Proliferation Kit II, XTT.

Sartor, J.R., 1998, Drug Resistance in breast cancer: Effect of BLC-2 level on
the responsiveness of two mammary carcinoma cell line to
chemotherapeutic agents, MSc Thesis, The University of British Columbia,
176p.

Schillaci, O., Scopinaro, F., Danielli, R., Picardi, V., Tavolaro, R., Cannas, P.,
Colella, A.C., 1997, Scintimammography with technetium-99m
tetrofosmin scintigraphy to evaluate breast lesions, Anticancer Res.,
17:1623-1626p.

Schoenberger, J., Bauer, J., Moosbauer, J., Eilles, C., Grimm, D., 2008,
Innovative strategies in in vivo apoptosis imaging, Current Med. Chem.,
15:187-194p.

Tassone, P., Tagliaferri, P., Perricelli, A., Blotta, S., Quaresima, B., Martelli,
M.L., Goel, A., Barbieri, V., Costanzo, F., Boland, C.R., Venuta, S.,
2003, BRCA I expression modulates chemosensivity of BRCA I defective
HCC1937 human breast cancer cells, Brit. J. Cancer, 88:1285-1291.

Tomatir, A.G., 2003, Apoptoz: Programh hiicre oliimi, 7. Klin. J. Med. Sci.,
23:499-508s.

Ulukaya E., www20.uludag.edu.tr/eulukaya (Erisim Tarihi: 2009)

Zhao, M., Li, Z., Brugenhagen, S., 2008, #MT¢ labelled duramycin as a novel
phospatidylethanolamine-binding molecular probe, J. Nucl. Med., 49:1345-
1353p.

Zolle, 1., 2007, Technetium-99m pharmaceuticals preparation and quality control
in nuclear medicine.

Waehrens, L.N., Rasmussen, J.T., Heegaard, C.W.,Falborg, L., 2007,
Preparation and in vitro evaluation of 9MTc-labelled bovine lactedherin as a
novel radioligand for apoptosis detection, J. Label. Compd. Radiopharm,
50:211-217p.



60

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

http://en.wikipedia.org/wiki/Trypan_blue (Erisim Tarihi: 2009)

http://www.kanser.org/toplum/knedir.php (Erisim Tarihi: 2009)

http://web.inonu.edu.tr/~ekaraca/Rad.farma.not.htm (Erisim Tarihi: 2009)

http://www.bdbiosciences.ca/canada/pharmingen/product pages/annexinv/Annexi
n_Assay.jpg (Erisim Tarihi: 2010)

http://bbg-aura.gaia.com/photos/34/331479/1arge/DSCN7749.jpg (Erisim Tarihi:
2010)

http:,//www.thermoscientific.com




61

OZGECMIS

1986 yilinda Izmit'te dogdum. Ilk, orta ve lise ©grenimimi Izmit’te
tamamladiktan sonra 2004 yilinda Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boéliimiine basladim ve 2008 yilinda mezun oldum. Ayni yil Ege Universitesi
Niikleer Bilimler Enstitiisii Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali’nda yiiksek

lisansa basladim ve halen burada egitimimi siirdiirmekteyim.



