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Melanoma hiicrelerinde epoksomisinin indiikledigi apoptozis siirecinde
gerceklesen erken spektral degisikliklerin belirlenmesi

Ertan KUCUKSAYAN'

, Aslinur SIRCAN KUCUKSAYAN2

OZET

Amag: Hucrelerde apoptozis siirecinde meydana

gelen spektral degisikliklerin belirlenmesi yeni

tedavi ve ilac arastirmalarina onemli bilgiler

saglayabilir. Apoptotik hiicreler, hiicre kigiilmesi
ve parcalanmasina yol agan bir dizi hicre alti
degisiklige ugrar. Apoptotik siirecte bu degisimlerin
erken asamada zamana bagli olarak belirlenmesi
hiicre kiltird calismalarina yeni bir yon verebilir. Bu
calismanin amaci melanoma hiicrelerinin apoptozis
sirecinde erken asamada meydana gelen spektral
degisikliklerin zamana bagli olarak belirlenebilecegi
bir yontem gelistirmektir.

Yontem: Bu calismada A375 melanoma hiicre
hattinda apoptozisi indiiklemek icin epoksomisin
(Epo) kullanilmistir ve apoptotik doz MTT yontemi
ile belirlenmistir. Erken apoptotik siirecinin zamana
bagli degerlendirilebilmesi icin sabit Epo dozuyla
bes farkli zaman noktasinda (0.5-6 saat) olcumler
yapilmistir. Apoptozisin en onemli uyarani olan ROS
Olctimii DCFH-DA yontemi ile yapilmistir. Western Blot
teknigi ile Bax miktar1 belirlenmistir. Geri yansima
spektroskopisi sistemi ile olculen spektrumlardan

spektroskopik apoptozis indeksi belirlenmistir.

ABSTRACT

Objective: Determining the changes in the apoptosis
process in cells can provide important information
for new treatment and drug research. Apoptotic cells
undergo a series of subcellular changes that lead to cell
shrinkage and fragmentation. Determining these early
changes in the apoptotic process depending on time may
provide a new perspective to cell culture studies. The
aim of this study is to develop a method in which early
spectral changes occurring in the apoptosis process of

melanoma cells can be determined depending on time.

Methods: In this study, epoxomicin (Epo) was used to
induce apoptosis in A375 melanoma cell line and apoptotic
dose was determined by MTT method. In order to evaluate
the early apoptotic process in a time-dependent manner,
measurements were made at five different time points
(0.5-6 hours) with a fixed Epo dose. DCFH-DA method was
used to measure ROS, which is the most important stimulus
of apoptosis. Bax amount was determined by Western Blot
technique. Spectroscopic measurements were made with a
back-reflection spectroscopy experiment setup consisting
of spectrometer, tungsten-halogen light source and fiber
optic probe. Apoptosis index values were determined from

spectra.
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Bulgular:  Melanoma hiicrelerinin  apoptozis

suresinde oOlculen spektrumlar ile erken spektral
degisiklikler belirlenmistir. ROS Oolciimlerinde 2., 4.
ve 6. saat olcumlerinde kontrole gore anlamli fark
bulunmustur. Hiicre canliiginin 24 saat sonra 75 ve
100 nM Epo dozlarinda kontrole gore %70 azaldigi
bulunmustur. Apoptozisin bir gostergesi olarak tum Epo
gruplarinda zamana bagli olarak Bax seviyelerinin arttig
bulunmustur. Spektroskopik apoptozis indeks degeri tiim

gruplarda ROS ve Bax sonuglari ile uyumlu bulunmustur.

Sonuc¢: Hucre kulturinde apoptozis surecinde
erken asamada meydana gelen spektral degisikliklerin
geri yansima spektroskopisi ile belirlenebilecegi yeni
bir yaklasim sunulmustur. Bu yaklasimin hiicre kulturu
calismalarinda apoptozisi hucre kilturi kosullarina
miidahale etmeden, zamana bagli olarak izleyebilen bir

yontem olarak gelistirilme potansiyeli vardir.

Anahtar Kelimeler: Geri yansima spektroskopisi,

apoptozis, epoksomisin, melanoma

Results: Early spectral changes were determined
with the spectra measured in the apoptosis time of
melanoma cells. A significant difference was found in
ROS measurements at 2, 4 and 6 hours compared to
control. Cell viability was found to be 70% lower than
control at 75 and 100 nM Epo doses after 24 hours.
Time-dependent Bax levels were found to increase in all
Epo groups as an indicator of apoptosis. Spectroscopic
apoptosis index value was found to be compatible with

ROS and Bax results at all groups.

Conclusion: A new approach has been presented in
which spectral changes occurring in the early stage of
the apoptosis process in cell culture can be determined
by back reflection spectroscopy. This approach has the
potential to be developed in cell culture studies as a
method that can monitor apoptosis over time without

interfering with cell culture conditions.

Key Words: Back reflection spectroscopy, apoptosis,

epoxomicin, melanoma

GIRIS

Homeostazisin korunmasi, hiicre proliferasyonu
ve hiicre olumi arasindaki denge ile saglanir.
Apoptozis, homeostazisde onemli bir rol oynayan
programlanmis, inflamatuar olmayan, fizyolojik bir
hiicre olumu seklidir. Apoptozis sirasinda cok sayida
biyokimyasal mekanizmanin gerceklesmesine paralel
olarak hiicre morfolojisinde karakteristik degisiklikler
degisiklikler tipine,
apoptozis induksiyon mekanizmasina ve apoptozis

meydana gelir. Bu hiicre
slirecinin analiz edildigi zaman noktasina bagli olarak
degisir (1). Apoptozis siirecinin iyi anlasilmasi, hiicre
proliferasyonu ve hiicre olimi arasinda dengesizlik
gosteren kanser gibi hastaliklarin terapotik tedavisinin
potansiyel olarak yeni hedeflerine isaret edecektir (2-
8). Kanser arastirmalarinda apoptozisin baslatilmasi

Turk Hij Den Biyol Derg

hedeflenir ve meydan gelen degisikliklerin belirlenir
9, 10).
asamada gerceklesen degisikliklerin belirlenebilecegi

Dolayisiyla apoptozis siirecinde erken

yeni yontemlerin arastirilmasi oldukca onemlidir.

Hucre icinde olusan anormal proteinler veya
zamanla olusan istenmeyen proteinler, ubikitinlerle
isaretlenir ve proteazom kompleksi araciligiyla yikilir
(11). Epoksomisin (Epo) in vivo ve in vitro olarak anti-
inflamatuar etkinligi iyi bilinen hiicre icine gecebilen
selektif irreversible bir proteazom inhibitoridir ve
cesitli etki mekanizmalar ile ubikitin proteazom
yolagin1 proteazom iizerinden inhibe etmektedirler
(12). Proteazom inhibitorleri bircok calismada kanser
hiicrelerine kars1 yeni bir tedavi secenegi olarak
denenmektedir (13).



Apoptozis sirasinda meydana gelen morfolojik
ve biyokimyasal degisiklikler, hiicre Kkiiltiirlerinde
apoptozisi tespit etmeye yonelik mevcut yontemlerin
temelini olusturur. Apoptotik surecler birka¢ saat
gibi kisa bir surede gelisebilir ve kullanilan yonteme
ve ornekleme siiresine bagli olarak tespit etmek zor
olabilir. Hucre olumi miktarim ve turini olcerken,
yontem secimi kritik onem sahiptir ve elde edilen
sonuclan etkileyebilir.
cok
bulunmaktadir. Hiicre canliigizm degerlendirmenin

Farkli saptama yontemleri
kullanan sayida apoptozis belirleme Kkiti
en basit ama yolu, dikkatli mikroskobik incelemedir.
inverted mikroskop ile hiicre kiiltiirii ortamindaki
hiicreler incel”enerek olu hucreler kantitatif olarak
belirlenebilir. Hiicreleri hemasitometre ile saymak,
hiicre olumunu olgmenin en temel yontemidir. Bu
yontemde, hiicre suspansiyonu PBS icinde esit hacimde
%0.01 tripan mavisi ile kanstinlir. Ancak apoptotik
nekrotik hicre ayrnimi yapilamaz. Floresan mikroskop
kullanilarak apoptotik ve nekrotik hiicreler arasinda
daha iyi aynm saglayan bir protokol kullanilabilir.
Bu teknikte bir hiicre sispansiyonu, floresan DNA
baglayici boyalarla karistirlir ve saymak icin floresan
mikroskobu ile incelenir. Akis sitometrisi ile hiicreler
fiziksel ve kimyasal ozelliklerine gore analiz edilir ve
apoptozisi belirlemenin ideal yontemdir (14). Annexin
V veya propidyum iyodiir gibi isaretcilerin kullamldig
ve hiicrelere gonderilen 151810 ileri yonli sagilma
(forward scatter) miktarinin olcilmesi prensibiyle
calisan bir yontemdir (15). Apoptozisi belirlemeye
yonelik mevcut tum yontemler, hiicreleri sabitlemek
ve boyamak icin bir eksojen ajanin eklenmesini ve /
veya hiicre kilturi ortamina fiziksel veya kimyasal
etki edilmesini gerektirir. Bu yontemler maliyet ve
hiicre kayiplarn gibi dezavantajlara sahip olmalarinin
yani sira belirli bir zaman noktasindaki degerlendirme
ile simirlidir. Apoptozisi belirlemenin en ideal yolu
hiicrelerin kultird ortamina mudahale etmeden ve
hizl1 bir sekilde apoptotik siirecin degerlendirilmesidir.

Son yillarda hiicre kilturt calismalarinda apoptozis
surecini daha uzun sureli in vivo ve noninvasif
olclimler ile degerlendirme hedefiyle optik yontemler

gelistirmeye yonelik calismalar yapilmaktadir (16,
17). Geri yansima spektroskopisi yontemi ile olcim
yapilan numunenin optik ozellikleri belirlenebilir
(18).
alinan numune hakkinda bilgi veren, 1s181n sacilimi ve

Bu yontem ile olculen spektrumlar, olcim

absorpsiyonuna bagli bir sinyaldir (19, 20). Numuneye
gonderilen 151k, numunedeki parcaciklarin boyutuna,
sekline, 15181 kirma indisine bagli olarak belirli
acilar ile saciir (21). Geri Yansima Spektroskopisi,
hiicrelerdeki kirlma indisi degisiminden dolay elastik
olarak sacilan fotonlarin olusturdugu geri yansima
sinyaline dayanir (22).

hem hem

Apoptozisle ilgili

de morfolojik degisimler

biyokimyasal
diger
Apoptotik hiicreler,

hiicre  olum
mekanizmalarindan farklidir.
hiicre kiiclilmesi ve hiicrenin parcalanmasina yol
acan bir dizi hicre alti degisiklige ugrar. Geri
yansima spektroskopisi bu hiicre alti1 diizeydeki
mikro degisimlere duyarlidir. Apoptotik siirecte bu
degisimlerin erken asamada zamana bagli olarak
belirlenmesi hiicre kulturii calismalarina yeni bir
yon verecektir. Bu calismanin amaci melanoma
hiicrelerinin apoptozis sirecinde erken asamada
meydana gelen spektral degisikliklerin zamana bagli
olarak geri yansima spektroskopisi ile belirlenebilecegi

bir yontem gelistirmektir.

GEREC ve YONTEM

Hiicre Kiiltiirli ve Deney Gruplan

A375 malin melanoma hiicreleri %10 fotal sigir
serumu (FBS), 100 units/mL penisilin, 100 pg/mL
streptomisin ve 1 mM glutamin iceren DMEM’de
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium), 37°C, %5 CO,
ve %95 nemlendirilmis hava iceren karbondioksit
inkiibatoriinde standart hiicre kiiltiirii teknigi ile
cogaltilmistir.

MTT ile Hiicre Canliiginin Belirlenmesi

Melanoma hiicrelerinde uygun apoptozis dozunu
belirlemek icin Epoksomisin (5-100 nM) doz araliginda
uygulandi. Hucrelerin petrilere ekilmesinden sonra
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medyum atilarak, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100 nM
dozlarda Epo iceren medyum kuyulara uygulandi.
Kontrol sadece melanoma hicrelerini
Epo
belirlenen dozlardaki Epo ile petriler metotlara
uygun %5 CO,
ve %95 nemlendirilmis hava iceren karbondioksit

iceren ve

uygulamas1 yapilmayan gruptur. Hicreler,

inkiibasyon siirelerinde 37°C’de,

inklibatoriinde inkiibe edildi ve 24 saat sonunda ve
MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
bromir] testi yapildi.

Bu yontemde MTT formazana indirgenir, bu
reaksiyon ile olusan renk kolorimetrik olarak olculdu.
Canli hiicrelerin tetrazolyum ile formazan olusturmasi
temeline dayanir ve olusan renk degisimi absorbans
olcumi ile belirlendi. Bunun icin A375 hucreleri
petrilere 1x10* hiicre olacak sekilde ayarlanarak
ekildi ve yapismalan icin bir gece beklendi. Hiicreler
5-100 nM dozlardaki Epo ile 96 kuyucuklu plakada 24
saat suresince inkiibe edildikten sonra medyumlar
atildi. Taze medyum kuyucuklara eklenerek calisilan
her kuyucuguna 0.5 mg/ml MTT iceren eklendi ve
4 saat 37°C’de, %5 CO, ve %95 nemlendirilmis hava
iceren karbondioksit inkubatoriinde inkiibe edildi.
inkiibasyon siirecinin sonunda kuyucuklarin dibinde
formazan kristalleri goruldi ve 200 pL dimetil
sulfoksit eklendi Pipetaj yapilarak karstirnldi ve
absorbans olcimi icin uygun homojen mavi bir
soliisyon meydana gelmesini sagladi. Daha sonra
bir saat icinde, 570 nm dalga boyunda, ELISA plak
okuyucusunda olcim yapildi. Sadece hiicre (kontrol)
veya Epo uygulanmis hiicre iceren kuyularin absorbans
degerlerinden, hiicre icermeyen kuyularin absorbans
degerleri ¢ikartildi. Yasayan hiicre yiizdesi; kontrol
grubunun absorbans degerlerinin ilacla inkiibe edilen
hiicrelerin absorbans degerleri ile karsilastirilimasiyla
hesaplandi. Sonuclar % canlilik olarak ifade edildi.
Deneyler iic kere tekrarlandi ve her gruptan iic 6rnek
calisildi.

Hiicre ici ROS Miktarimin Belirlenmesi

Apoptozisin en dnemliuyaraniolan ROS oldugundan
dolay1 hiicre icinde inkiibasyon sonunda olusan ROS
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miktan, DCF (2’,7’-dichlorofluorescein)’nin floresans
ozelliginden yararlanarak hesaplanmistir. Bunun igin
A375 hiicreleri 6 kuyulu plak icerisine 25 x 10* hiicre
olacak sekilde ekildi ve bir gece hiicrelerin yapismasi
icin bekletildi. Hucreler 100 nM Epo ile 6 kuyulu
plak 0.5, 1, 2, 4, 6 saat suresince inkiibe edildikten
sonra medyumlar atildi ve hucreler PBS yikandi.
Son konsantrasyonu 50 pM olacak sekilde DCFH,-DA
(2',7"-Dichlorofluorescin diacetate) boyas1 eklendi,
30 dakika boyunca karanlikta 37 °C inkibatorde
bekletildi. Daha sonra 10 dakika 500xg’de santrifij
edildi. Hicrelerde ROS ile olusan DCF, 20X biylitme
ile floresans mikroskopta incelendi. Bu ol¢im tum
gruplarda en az ii¢ kere yapildi. Daha sonra fotografi
cekilen hicrelerin hiicre canliigi Image j programi
yardimiyla analiz edildi. Sonuclar ila¢c uygulanmayan
kontrol grubuna oranlanarak verildi.

Apoptozisin Western Blot ile Belirlenmesi

Epo hicrede bircok apoptotik yolu aktive
edebilir. Bax mitokondriyal membran gecirgenligi,
mitokondriyal fonksiyon ve Cyt-c saliniminin etkisini
diizenlemede anahtar rol oynar (9). Bax seviyelerinin
artisi  apoptozisin uyarildigin1  gosterebilir.  Bu
yuzden apoptotik marker olarak Bax’1 sectik. A375
insan melanom hiicreleri 100 nM Epo dozu ile farkli
sirelerde (0.5-6 saat) yapilan inkiibasyonlardan sonra
hiicreler kazindiktan sonra iki kez PBS ile yikandi
ve santrifiij edildi. Hiicre peletleri, RIPA tamponu
ve proteaz inhibitor kokteyli iceren tamponda liziz
edildi. Buz uzerinde 30 dakika inkiibasyondan sonra
stipernatanlar, 4°C’de 10 dakika 23.000 x g’ de santrifuj
edildi. Bradford yontemi, protein konsantrasyonlarini
belirlendi. 30 pg protein iceren numuneler Western
Blot yontemi ile analiz edildi. Proteinler, SDS-PAGE
jelleri Uzerinde aynldi ve PVDF membranlarina
aktarildi. Membranlarin oda sicakliginda en az bir
saat bloking tamponu (% 5 yagsiz kuru siit, 20 mM
Tris-HCl pH 7.6, 150 mM NaCl ve% 0.1 Tween-20)
ile inkibe edilmesiyle spesifik olmayan protein
baglanmasi onlendi. Daha sonra membranlar, 1:1.000

oraninda seyreltilen Bax spesifik birincil antikorlarla



bir gece boyunca 4 °C’de inkube edildi. Membranlar
daha sonra peroksidaz ile konjuge ikincil antikorlar
(1:10,000) 1 saat inkiibe edildi. imminoblotlarin
dansitometrik analizinde ECL reaktifi ve Syngene
kullanildr.
Image j programi yardimiyla analiz edildi. Sonuclar

GBox gorintiileme cihazi Goriintuler
ilac uygulanmayan kontrol grubuna ve B-Aktin’e
oranlanarak verildi.

Spektroskopik Olciimler

Geri yansima spektrumu olciimleri, spektrometre,

fiber optik prob, 151k kaynagi ve bir dizistl
bilgisayardan olusan bir deney diizenegi ile yapildi.
Bu dlciimlerde 151k kaynagi olarak tungsten-halojen
lamba (Ocean Optics, Inc. Florida, ABD), spektroskopik
veriler icin 400 ile 850 nm arasindaki dalga boyuna
USB2000 model,
Optics, Inc. Florida, ABD) kullanildi. Spektrometreden
(OOIBase32

Platinum, Ocean Optics, Inc, Florida, USA) ile analiz

duyarly, spektrometre (Ocean

gelen veriler bilgisayardaki yazilim
edilmistir. Numuneye 15181 gondermek ve toplamak
icin dairesel geometriye sahip bir fiber optik prob
kullanildi. Optik probta alt1 tane dedektor fiber, bir
tane kaynak fiberinin cevresine simetrik ve dairesel
bir yapida yerlestirilmistir. Tum fiberlerin caplar 400
pm dir ve probun ucunda birbirlerine bitisik olarak
konumlandinldi. Spektrumlar, Igor Pro 8.04 teknik

grafik ve veri analizi programi ile islendi.

Spektroskopik 6l¢climlerden 6nce, fiber baglantilar
ile ara yuzeylerde meydana gelen yansimalan ve
tungsten halojen lambanin dagiiminin
kaldirmak icin kalibrasyon yapildi (23).

Kalibrasyondan sonra olciimler siyah zemin lizerinde,

spektral
etkisini

probun hazirlanan hiicre kiltirid numune tipiinde
2-3 mm derinlige daldirnlmasi ile yapildi. Her 6lgciim
sonrasinda kalibre edilmis spektrum daha oOnceki
calismalarda aciklandig1 gibi hesaplandi (24, 25).
Kontrol ve farkli siirelerde (0.5-1 sa) 100 nM Epo ile
inkuibe edilen hiicrelerden olusan Epo gruplarinin her
birinden 8 defa geri yansima spektrumu olculdu ve
kaydedildi. Olciilen bu 8 geri yansima spektrumunun
ortalamas1 alindi. Spektrumlardaki 550 ve 800 nm

deki 151k siddeti orant (l,5,/l,,
calismalarda “Spektroskopik Apoptozis indeksi” diye
adlandinlmist1  (26). Bu calismada Spektroskopik
Apoptozis indeksi 800 nm deki 151k siddetinin 550

nm de ki 151k siddetine oranindan hesaplandi (I

) daha dnce yaptigimiz

800/
ls,)- Spektroskopik apoptotik indeks degerlerinin
apoptozis surecinde kontrole gore azalis yerine
artis olarak ifade edilmesinin daha uygun oldugu
disunuldd. kontrole oraninin

Ayrica sonugclarin

verilmesinin  sonuclarin  sunumu agisindan daha
pratik ve standardize oldugu goriildi. Spektroskopik
Apoptozis indeksi spektrumlarda zamana bagli olarak
apoptozisin meydana getirdigi spektral degisimin
nicel olarak ifadesidir.

istatistiksel Analiz

istatistiksel analiz

5.03 paket programi kullanilarak yapildi. p<0.05

Graphpad Prism Version

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Deneyler
her grup icin Uc tekrarli olarak yapildi. Nicel veriler
ortalama + SD olarak verildi. Gruplar arasi anlaml
farkliiklar Kruskal-Wallis  testi
kullanildi. bir fark
bulunursa, iki karsilastirmalar

belirlemek icin
Kruskal-Wallis testinde onemli
grup arasindaki

degerlendirmek icin Dunn’s testi kullanildi.
BULGULAR

MTT ile Hiicre Canliliginin Belirlenmesi

A375 hicrelerine 5, 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100
nM Epo dozlan 24 saatlik inkiibasyon ile uygulandi.
Sekil 1’de hiicrelerin belirlenen dozlar ile 24 saatlik
inkiibasyonu sonras1 kontrole gore % canlilik sonuclar
20, 30, 40, 50, 75 ve 100 nM Epo
uygulamasinin kontrol grubuyla karsilastinldiginda

gorilmektedir.

canliigin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azaldig1 bulundu (p<0,001). MTT sonucunda 75 ve
100 nM Epo dozlarinda canliigin kontrole gore %65
azaldig1 bulundu. Canlilik testi sonucunda hiicreleri
apoptozise en iyi ugratan dozun 100 nM oldugu
bulunmustur. Bundan dolay1 zamana bagli él¢iimlerin
yapilacagi deney gruplarinda 100 nM Epo uygulamasi
yapildi.
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Sekil 1. Farkli dozlardaki Epo’in A375 hiicrelerinde 24. saatin sonunda kontrole gore % canlilik iizerine etkisi.
* Degerleri, kontrol gruplarindan énemli 6lciide farklidir (p <0.001).
** Degerleri, kontrol 20 ve 30 nM gruplarindan onemli 6lciide farklidir (p <0.001).

# Degerleri, tim gruplardan 6nemli dlciide farklidir (p <0.001)

Hiicre ici ROS Miktarimin Belirlenmesi

Hucrelere 100 nM Epo dozu ile farkli surelerde
(0.5-6 saat) yapilan inkiibasyonlardan sonra ROS
miktar olcildu. Kontrol ve Epo gruplarinin floresans
Sekil
gruplarinda ROS miktarinda kontrole gore artislar

fotograflan 2’de gorilmektedir. Tum Epo

Kontrol

0.5 Saat

gozlendi. Bu artisin 0.5 ve 1 saatlik inkubasyon
siirelerinde anlamli olmadig1 belirlendi (Sekil 3).
Ancak ROS miktarinin 2, 4 ve 6 saatlik inkiibasyon
surelerinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde arttig1 bulundu (p<0,001).

1 Saat

4 Saat

at

2 Saat . 6 Sa
Sekil 2. Kontrol ve 100 nM Epo dozu ile farkli siirelerden (0.5-6 sa) olusan gruplarin ROS miktarina bagli floresanslarinin 20X
biyutiilmesiyle elde edilen mikroskop goriintiisi
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Sekil 3. Kontrol ve 100 nM Epo dozu ile farkli siirelerden (0.5-6 saat) olusan gruplarin ROS miktarina bagli floresans siddetleri.
* Degerleri, kontrol gruplarindan 6nemli 6lclide farklidir (p <0.001).
# Degerleri, 2. ve 4. saat gruplardan 6nemli dlciide farklidir (p <0.001)

Western Blot ile Bax Proteinin Belirlenmesi
Hiicrelere 100 nM Epo dozu ile farkli sirelerde
(0.5-6 saat) yapilan inkiibasyonlardan sonra Bax
miktar western blot ile belirlendi. Kontrol ve Epo
gruplarinin Bax protein batlari ve dansitometrik
fotograflarn  Sekil Tim Epo
gruplarinda Bax miktarinda kontrole gore artislar

4’de gorilmektedir.

gozlendi ve apoptozisin uyarildigi belirlendi (sekil
4). Ayrica Bax miktarinin 6. saatinde kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde 9 kat arttig
bulundu (p<0,001).

Spektroskopik Veriler

Geri yansima spektrumlar kontrol ve 100 nM Epo
dozu ile farkli stirelerde (0.5-6 saat) ile inkiibe edilen
hiicrelerden olusan deney gruplarindan olcildua. Sekil
5’de Olciilen spektrumlar kontrol ve zamana bagli
olarak 100 nM Epo uygulamasinin dalga boyuna karsilik
151k siddetinde olusturdugu etkiyi gostermektedir.
Spektrumlar ilerledikce
kontrole gore geri yansima spektrumlarinda fark

incelendiginde; zaman

gorulmektedir.

Kontroliin spektrumu 500-800 nm arasinda duizgiin
(Sekil 5).
Apoptozisin zamana bagli etkisi incelendiginde, 0.5

monotonik bir azalis gostermektedir
ve bir saatte olcilen spektrumlarin kontrole benzer
oldugu goriilmektedir. Ancak 2. saatten itibaren
egiminin  azaldig

kontrole gore spektrumlarin

ve grafiklerin giderek diizlestigi goriilmektedir.
Spektrumlarindaki degisimi nicel olarak gostermek
icin Sekil 5’deki spektrumlardan tum gruplar icin
Spektroskopik Apoptozis indeksi hesaplandi (sekil 6).
Tum zaman noktalarinda spektroskopik apoptozis
indeksinin kontrole gore arttig gézlendi. Bu artisin 0.5
ve bir saatlik inkiibasyon siirelerinde anlamli olmadig
belirlendi (Sekil 6). Ancak 2, 4 ve 6 saatlik inkiibasyon
surelerinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde arttigi bulundu (p<0,001). Spektroskopik
apoptozis indeksi 0.5 saatte kontrole gore 1.12 kat

artarken, 6. saatte 3.69 kat arttig1 bulundu.
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Sekil 4. Kontrol ve 100 nM Epo dozu ile farkli siirelerden (0.5-6 saat) olusan gruplarinin Bax protein seviyelerinin western

blot goriintlisii ve dansitometrik analizi.

* Degerleri, kontrol gruplarindan 6nemli dlciide farklidir (p <0.001).
# Degerleri, 2. ve 4. saat gruplardan 6nemli 6lclide farklidir (p <0.001)

TARTISMA ve SONUC

Apoptozis, oldukca organize bir hicre olimi
sirecidir ve organizmanin daha biyik yararlan
icin belirli hucreleri ortadan kaldirmaya yonelik
rutin olarak gerceklestirilen normal bir fizyolojik
strectir. Apoptozisin hastaliklarda ozellikle kanser
tedavisindeki rolli, apoptozisi dogru, pratik, invazif
olmayan bir sekilde saptamak ve izlemek icin yeni
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yontemlerin gelistirilmesi icin motivasyon saglar.

Apoptotik siirecte meydana gelen degisimlerin
erken asamada zamana bagli olarak belirlenmesi
hiicre kulturu calismalarina yeni bir yon verecektir
(27).

asamasinda meydana gelen spektral degisikliklerin

Bu calismada apoptozis surecinin erken
zamana bagl olarak geri yansima spektroskopisi ile

belirlenebilecegi yeni bir yontem gelistirildi.
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Sekil 5. Kontrol ve 100 nM Epo dozu ile farkli suirelerde (0.5-6 saat) inkiibasyon ile olusan gruplardan yapilan ol¢timlerin geri
yansima spektrumlar
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Sekil 6. Kontrol ve Epo gruplarinin spektroskopik apoptozis indekslerinin karsilastirilmas.
* Degerleri, kontrol gruplarindan 6nemli 6lciide farklidir (p <0.001).
# Degerleri, 2. ve 4. saat gruplardan 6nemli 6lclide farklidir (p <0.001)
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Hucre kulturu arastirmalarninda bazi biyokimyasal

ve morfolojik ozellikleri kullanilarak,

yaygin
(28). Bu yontemler arasinda cesitli optik mikroskopi

apoptozis
olcuimlerinden olarak yararlanilmaktadir
turleri, jel elektroforezi, DNA nick-end etiketlemesi,
mitokondriyal deneyler ve apoptotik proteinlerin
saptanmasi bulunur (29, 30). Apoptozisi belirlemeye
yonelikaltinstandartyontemler multiple color floresan
mikroskobu ve akis sitometrisidir (15). Floresans
mikroskobu, konfokal lazer tarama mikroskobu (31),
akis sitometrisi (32), ve mikroarray (33) gibi floresan
tabanli yontemler de bulunmaktadirlar. Tim mevcut
yontemler, bir eksojen boyanin veya etiketleme
ajaninin  eklenmesini veya kiltlrin kendisinin
fiziksel olarak bozulmasini gerektirir. Bu yontemler
apoptozisin dogru bir sekilde tespit edilmesini
saglasa da zaman alic1, maliyetli ve belirli bir zaman
noktasindaki degerlendirme ile sinirlidir olmalarinin
yani sira uygulama ve sonuclarin analizi i¢cin uzmanlik
gerektirir (27).

Apoptotik hiicreler hucre kuculmesi ve hiicrenin
parcalanmasina yol acan bir dizi hiicre alt1 degisiklige
ugrar. Geri yansima spektroskopisi bu hiicre alti
diizeydeki mikro degisimlere duyarlidir. Bu calismada
hiicre hatt1 olarak melanoma A375 ve apoptozisi
indikleyici ajan olarak anti-inflamatuvar etkinligi
iyi bilinen hiicre icine gecebilen selektif irreversible
bir proteazom inhibitori olan Epo secilmistir. Epo
proteozom inhibisyonuyla hiicrede katlanmamis
miktarini arttirarak ROS olusumunu ve hiicresel strese
sebep olur (34). Bilindigi lizere ROS apoptozisin en
onemli uyaramdir (35). A375 hiicrelerinde apoptozisi
indukleyecek Epo dozunun tespit edilmesi icin, 5-100
nM dozlardaki Epo ile 24 saat inkiibasyon sonrasi
hiicrelerin canliign MTT yontemi ile belirlenmistir.
A375 hiicrelerinde 75 ve 100 nM Epo uygulamasinin
%65

belirlenmistir. MTT deneyinde canliigin 24 saatte

kontrole gore canliigi yaklasik azalttig
%35’e dusmesi spektroskopik veriler ile canlilik
arasindaki siki iliskiyi kanitlamaktadir. Hiicre icinde 6
saatte ROS miktarinin artmasi ve ROS’un detoksifiye

edilememesi nedeniyle hiicre apoptozise gitme
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karar1 alir. Kontrol ve farkli siurelerde uygulanan
100 nM Epo uygulamalarimin ROS fotograflar Sekil
2’de gorilmektedir. Hiicre ici ROS miktarinin tim
stirelerde kontrole gore arttigr ancak bu artisin 0.5
ve 1 saat icin anlamli olmadigr belirlenmistir (Sekil
3). Hiicre icinde protein homeastazisi geregi bir siire
denge korundugu icin erken asamada ROS miktarinda
anlamli bir artis bulunamadi. ROS miktarinin 2,
4 ve 6. saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde arttig1 bulundu (p<0,001).
hesapladigimiz

Bu calismada
indeks
sonuclarn ile ROS sonuclarinin korelasyon gosterdigi

Spektroskopik  Apoptozis

gorilmektedir. Hucrelere 100 nM Epo dozu ile farkli
yapilan inkiibasyonlardan sonra Bax miktar western
blot ile belirlendi. Apoptozisin bir gostergesi olarak
sabit tim Epo gruplarinda zamana baglh olarak
Bax miktarinda kontrole gore artislar gozlendi ve
apoptozisin uyanldig1 belirlendi (Sekil 4). Ayrica Bax
miktarinin 6. saatinde kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde bulundu (p<0,001).

Spektroskopik veriler incelendiginde Geri Yansima
Spektroskopisinin apoptotik prosese duyarli oldugu
gorilmektedir. Kontrol ve Epo uygulanan hiicrelerden
olclilen spektrumlarin farkli oldugu goriilmektedir
(Sekil 5). Bu calismada apoptozis sirasinda erken
asamada meydana gelen erken spektral degisiklikler
belirlendi. Spektrumlar incelendiginde zamana bagli
olarak spektrumlarin egiminin azaldig1 goriilmektedir.
Ancak bu azalisin 2 saatten sonra belirgin hale geldigi
Spektrumlarda apoptozise bagli degisimi nicel olarak
ifade etmek icin Spektroskopik Apoptozis indeksi
hesaplandi.  Olciilen spektrumlarin  analizinden
spektrumlar arasindaki farkin en iyi belirlenebilecegi
dalga boylarinin 550 ve 800 nm oldugu bulundu. Daha
once yaptigimiz calismalarda spektrumlardaki 550 ve
800 nm deki 151k siddeti orani (I .,/1;,)

Apoptozis indeksi” diye adlandinlmisti (26). Bu

“Spektroskopik

calismada ise Spektroskopik Apoptozis indeksi 800
nm deki 151k siddetinin 550’nm de ki 151k siddetine

oranindan hesaplanmistir (I Spektroskopik

800”550)'
apoptotik indeks degerlerinin apoptozis siirecinde

kontrole gore azalis yerine artis olarak ifade



edilmesinin daha uygun oldugu disiiniildii. Ayrica
sonuclarin kontrole oraninin verilmesinin sonuclarin
sunumu acisindan daha standardize ve pratik
oldugu goriildii. Spektroskopik Apoptozis indeksinin
2, 4 ve 6. saatte kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azaldig1 goriilmektedir (p<0,001).
Spektroskopik sinyalde bu erken asamada gozlenen
degisimin nedeni apoptozise giden hiicrede meydana
(36).
hiicrede su kaybiyla meydana gelen hacim azalmasi

gelen hacim azalmas1 olabilir Apoptotik
sitoplazmanin kirma indisinde artisa neden olur.
Boylece organeller ve sitoplazma arasindaki kirilma
indisi farki azalir. Bu hiicrede apoptozis olustugunda
kontrole gore geri yansima sinyalindeki farkin
kaynagidir (17, 37, 38).

meydana gelen degisimin sebeplerini aciklayabilmek

Geri Yansima sinyalinde

TESEKKUR

icin daha cok temel dizeyde molekiler calismaya
ihtiyac vardir. Bildigimiz kadariyla bu calisma, in
vitro olarak apoptozisi izlemek icin geri yansima
spektroskopisi olcumlerini kullanan cok az sayidaki
calismalardan biridir. Yontemi, akis sitometrisi gibi
giivenilir bir nicel teknige donustiirmek icin daha ileri
calismalar yapilacaktir.

Sonuc olarak, bu calismada geri yansima
spektroskopisi ile hicre kultiiri kosullarina minimum
midahale ederek ve eksojen bir ajan eklemeden
apoptozisi erken asamada gosteren yeni bir yaklasim
gelistirilmistir. Bu yaklasimin apoptotik degisimleri
diger analiz yontemlerden daha erken, zamana bagli
olarak izleyebilen, invazif olmayan, tekrarlanabilir
ve pratik bir yontem olarak gelistirilme potansiyeli

bulunmamaktadir.

Bu calisma Alanya Alaaddin Keykubat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (ALKU BAP) Koordinatdrligli tarafindan 2019-
04-01-MAPO1 numarali proje kapsaminda desteklenmistir. ALKU-BAP Koordinatorlugiiniin vermis oldugu destek icin tesekkir

ederiz.

ETiIK KURUL ONAYI

* Bu calisma Etik Kurul izni gerektirmemektedir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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