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Deneysel Arastirma

PET/BT Uygulamasinin Sican Beyin Dokusunda TRPM2 ve Apoptozis
Uzerine Etkileri

Fikri Selcuk SIMSEK™, Tuncay KULOGLU?

YElazig Egitim ve Arasnrma Hastanesi, Niikleer Tip, Elazig, Tiirkiye
2Frrat Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji, Elazig, Tiirkiye

OZET

Amag: Bu ¢alisma ile PET/BT uygulanan siganlarin beyin dokularinda oksidatif hasarla etkilesimi bilinen Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 2
(TRPM2) iyon kanallarinin immiinreaktivitesinin incelenmesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada 20 adet Sprague Dawley cinsi disi sigan kullanildi. Denekler 4 gruba ayrildi. Grup I’ deki siganlar kontrol olarak
kullanildi. Grup I’ yi olusturan siganlara deneyin ilk giinii BT gekildi, grup III’ teki siganlara deneyin ilk giinii tek doz 1 mci2-floro—2-Deoksi-D-
Glukoz (FDG) uygulamasini takiben 1 saat sonra PET/BT ¢ekildi. Grup IV’ i olusturan siganlara ise yine deneyin birinci giinii tek doz 1mci dozunda
FDG uygulandi. Deney sonunda siganlar anestezi altinda dekapite edildi ve beyin dokular ¢ikartildi. Rutin takipler yapilarak dokular parafin bloklara
gomiildii. Bloklardan alman kesitlere apoptozisin degerlendirilmesi i¢gin TUNEL boyama, TRPM2 ve Malondialdehit (MDA) ekspresyonlart igin
avidin-biotin-peroksidaz yontemi uygulandi. TUNEL ve immunohistokimyasal boyama sonrasi dokular 1s1k mikroskobunda incelenerek fotograflandi
ve istatistiksel analizleri yapildi.

Bulgular: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda diger tim gruplarda sigan beyin dokularinda apoptotik indeks ile TRPM2 ve MDA
immunreaktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik izlenmedi.

Sonug¢: Bu ¢alisma ile PET/BT uygulanmasinin sigan beyin dokularinda apoptozise neden olmadigi, TRPM2 iyon kanallar1 ve MDA ekspresyonlar1
iizerine 6nemli bir etkisinin bulunmadig: kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: PET/BT, Si¢an, Beyin, TRPM2, MDA
ABSTRACT
The Effects of PET/CT Application on TRPM2 and Apoptosis in Rat Brain Tissue

Objective: In this study it was aimed to examine the immunoreactivity of Transient Receptor Potential Melastatin 2 (TRPM2) ion channels which has
a known interaction with oxidative damage in the brain tissues of rats undergoing PET/CT.

Material and Method: In this study 20 adult Sprague Dawley female rats were used. The rats were divided in to 4 groups. Group | was used as
control. On 1st day of experimental study computed tomography administered to the second group, to the third group a single dose 1mci FDG was
injected and PET/CT was performed after 1 hour. To the fourth group the single dose of 1mci FDG was injected on 1st day of the experimental study.
Rats were decapitated and brain tissues were removed. Routine follow up was performed and tissues were embedded in paraffin blocks. Sections
taken from the blocks were administrated tunnel staining for apoptozis and avidin-biotin-peroxidase method for TRPM2 and MDA. Tissues were
examined in the light microscope and photographed and then statistical analysis was performed.

Results: When compared with the control group, in all other groups no significant differences were determined in brain tissues for apoptotic index,
TRPM2 and MDA immunreactivities.

Conclusion: In this study, we concluded that, PET/CT imagining doesn’t cause apoptosis in rat brain tissue, moreover there is no significant effect on
TRPMZ2 ion channels and MDA expressions.

Key Words: PET/CT, Rat, Brain, TRPM2, MDA

T1p alaninda hastaliklarin tan1  ve tedavisinde
radyoaktif 1gmnlarin (X 1smlart) ve maddelerin
kullanimi ¢ok yaygindir (1). PET; bozulan ve pozitron
yayan radyoniiklidlerin  anhilasyon fotonlarmin
kaydedilmesi sonucu, dokularda bu radyo farmasotigin
dagiliminin  saptandigi bir gorlintiileme yontemidir.

Diger niikleer tip gorilintiileme yontemlerinde oldugu
gibi bu yontem de temel olarak fonksiyonel-metabolik
aktivite ile ilgili bilgi verir (2).

Bazi ilaglar, agir metallere maruziyet, cevre
kirliligi, ultraviyole 1s1nlar1 ve iyonize radyasyon gibi
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gesitli  faktorler biyolojik  sistemlerde  serbest
radikallerin olusumuna yol agmaktadirlar (3).

Iyonize radyasyon hiicrede direkt ve indirekt
yollarla hasar olusturmaktadir. Hiicre igerisindeki
molekiillerin ve o6zellikle DNA’nin bir elektron ile
direkt iyonizasyonu bu hasarin bir bdliimiinden
sorumlu iken hasarin esas kismindan temelde su
molekiiliiniin iyonize radyasyon maruziyeti sonucu
parcalanarak serbest oksijen radikallerini meydana
getirmesi sorumlu tutulmaktadir (4, 5).

Dig yoriingelerinde paylasilmamis elektron
tastyan ve bu sebeple kararsiz olan molekiiller serbest
radikal olarak adlandirilmaktadir. Bu molekiiller
viicuttaki fizyolojik siire¢lerde ve patolojik durumlarda
siklikla ortaya ¢ikmaktadir (6).

Viicuttaki oksijenin yaklasik %20’si basta beyin
olmak {iizere merkezi sinir sisteminde tiiketilmektedir.
Ayn1 zamanda merkezi sinir sistemi yiiksek metabolik
aktiviteye sahiptir. Bu nedenlerle serbest radikal
olusum oran1 olduk¢a yiiksektir (7). Cesitli
caligmalarda oksidatif stres nedeniyle beyin ve arka
kok gangliyon hiicrelerinde meydana gelen hasarin
bazi norolojik hastaliklarin  olusumunda Snemli
etkenlerden biri olabilecegi ortaya konmustur (6, 7).

Transient Reseptér Potansiyel Melastatin olarak
adlandirilan kanallarin sekiz farkli tipi bulunmaktadir.
Iyonlarm gegisi besinci ve altinci segmentlerin
arasindan meydana gelmektedir.

Transient receptor potential melastatin 2 non-
selekif bir katyon kanalidir ve hiicre i¢ine kalsiyum ile
sodyum iyonlarinin girigini saglar (8-15). TRPM2
kanallar1 beyin ve kemik iliginde tespit edilebildigi
gibi, gastrointestinal ve genitoiiriner sistem organlari
ile iskelet kas1 ve lokositlerde de saptanmustir (14).
TRPM2’nin C terminal bolgesinde adenine 5°-
diphosphoribose pirofosfataz (ADPR) aktivitesi vardir
ve burada ADPR yikilarak AMP ve Ribose 5-fosfat
olusumu saglanarak kanal aktive edilir (9). Hiicrede
ADPR artisi, TRPM kanalinin aktivasyonunu saglar
(16). TRPM2 ayrica oksidatif stres, hidrojen peroksid
(Hzoz) ile de uyarilabilir ve hiicre igine kalsiyum akisi

saglanabilir. Intraselliiler kalsiyum artis1 ise hiicrede
birgok yapisal ve fonksiyonel degisikliklere yol agar,
sonugta hiicre Oliimiine kadar varabilen patolojik
olaylara sebep olur (12, 13). Yag asidleri ve kolesterol
gibi hiicre membraninda bol bulunan lipidler serbest
radikaller tarafindan etkilenmekte ve burada lipid
peroksidasyonu sonucu ¢esitli maddeler olugsmaktadir.
Yag asidi peroksidasyonu sonucu olusan son
iiriinlerden biri olan malondialdehit (MDA), yapisinda
¢ veya lgten fazla ¢ift bag bulunan yag asitlerinden
meydana gelmektedir. MDA, DNA molekiiliinde
mutasyonlara yol acan bazi etkilerinin oldugu c¢esitli
caligmalarla ortaya konmustur (17-20).
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Bu ¢alisma ile BT, FDG ve PET/BT uygulanan
sicanlarin  beyin dokularinda  oksidatif hasarla
etkilesimi bilinen TRPM2 iyon kanallar1 ile MDA
immiinre  aktivitesinin  incelenmesi, ayrica bu
goriintiileme yontemlerinin apoptozise neden olup
olmadiginin saptanmasi amaglandi.

GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma 26.03.2014 tarih ve 82 sayili Firat
Universitesi etik kurul karari ile onay alindiktan sonra
gerceklestirildi. Calismada Firat Universitesi Deneysel
Arastirmalar Merkezi’nden (FUDAM) temin edilen 20
adet erigkin Sprague Dawley cinsi disi sican kullanildi.
Deney hayvanlar1 her grupta 5 hayvan olacak sekilde 4
esit gruba ayrildi.

Kontrol grubu: Bu gruba deney siiresi olan 24 saat
boyunca hi¢bir uygulama yapilmadi.

BT grubu: Deneyin 1. giiniinde 50 mili Amper
(mA) ve 110 Kilo elektron (keV) dozda bilgisayarli
tomografi (BT) gekilen grup.

PET/BT grubu: Deneyin 1. giiniinde intra venoz
Imci dozunda florode oksiglukoz (FDG) injeksiyonun
dan 1 saat sonra 50 mili Amper (mA) ve 110 Kilo
elektron (keV) dozda PET/ BT ¢ekilen grup.

FDG grubu: Deneyin 1. giintinde intravendz 1mci
dozunda FDG injeksiyonu yapilan grup.

Tim gruplardaki sicanlar 24 saatlik deney
sonunda ketamin (75 mg/kg) + xylazine (10 mg/kg)
anestezisi altinda dekapite edilerek beyin dokular
hizla ¢ikartilip % 10’luk formaldehitte tespit edilerek
rutin doku takibi sonrasinda parafine gémiildii.

IMMUNOHISTOKIMYASAL CALISMA

Parafin bloklardan 4-6 um kalinliginda alinan
kesitler polilizinli lamlara alindi. Deparafinize edilen
dokular dereceli alkol serilerinden gecirilip antigen
retrieval igin sitrat tampon soliisyonunda pH:6’da
mikrodalga firinda (750W) 10 dakika kaynatildi.
Ardindan PBS (Phosphate Buffered Saline) ile
yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesini
onlemek i¢in hidrojen peroksid blok solusyonu ile 5
dakika inkiibe edildi (Hydrogen Peroxide Block, TA-
125-HP, LabVision Corporation, USA). PBS ile 3x5
dakika yikanan dokulara zemin boyasmi engellemek
igin 5 dakika Ultra V Block (TA-125-UB, Lab Vision
Corporation, USA) soliisyonu uygulandiktan sonra
1/200 oraninda dilue edilen primer antikorlar (Anti-
Malondialdehyde  antibody,  ab6463,  Abcam,
Cambridge, UK ve Rabbit Anti-TRPM2 Polyclonal
Antibody, Bs-2888R,Bioss, Inc. USA ) ile 60 dakika
nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi. Dokular,
primer antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5
dakika yikandiktan sonra sekonder antikor (biotiny
lated Goat Anti-Poliy valent (anti-mouse/rabbitlgG),


http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&ved=0CDoQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.thermoscientific.com%2Fecomm%2Fservlet%2Fproductsdetail_11152___11961536_-1&ei=KX3QUJeTJcrbtAbPj4DIBg&usg=AFQjCNF44in5mALQX1ynEC9WN_7-pwGkzw&bvm=bv.1355534169,d.Yms
http://www.abcam.com/malondialdehyde-antibody-ab6463.html
http://www.abcam.com/malondialdehyde-antibody-ab6463.html
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TP-125-BN, LabVision Corporation, USA) ile 30
dakika nemli ortamda oda 1s1sinda inkiibe edildi.

Dokular, Sekonder antikor uygulanmasindan sonra
PBS ile 3x5 dakika yikanip StreptavidinPeroxidase
(TS-125-HR, LabVision Corporation, USA) ile 30
dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildikten
sonra PBS igerisine alindi. Dokulara 3-amino-9-
ethylcarbazole (AEC) Substrate + AEC Chromogen
(AEC Substrate, TA-015 ve HAS, AEC Chromogen,
TA-002-HAC, LabVision  Corporation, USA)
solusyonu damlatilip 151k mikroskobunda goriintii
sinyali alindiktan sonra es zamanli olarak PBS ile
yikamaya alindi. Mayer’s hematoksilen ile zit
boyamasi yapilan dokular PBS ve distile sudan
gegirilerek uygun kapatma solusyonu (Large Volume
Vision Mount, TA-125-UG, LabVision Corporation,
USA) ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Leica
DM500 mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve
fotograflandi. Skala bar: 50um

Immiinohistokimyasal ~boyanmanin  degerlen-
dirilmesinde boyanmanin yayginligi esas alindi.
Sitoplazmik immiin boyanmanin yayginligi 0’dan +3’e
kadar say1 ile semi-kantitatif olarak skorlanarak (0:yok,
+1:az, +2:orta, +3: siddetli) istatistiksel analizleri
yapildi.

TUNEL METODU

Parafin bloklardan 4-6 pm kalinliginda alinan
kesitler polilizinli lamlara alindi. Uretici firmanimn
talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase
InSitu  Apoptosis Detection Kit (Chemicon, catno:
S7101, USA) kullanilarak apoptoza giden hiicreler
belirlendi.

Hazirlanan preparatlar aragtirma mikroskobunda
(Leica DMS00) incelenerek degerlendirildi  ve
fotograflandi. TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde metil green ile yesile boyanmis
¢ekirdekler normal, kahverengi niikkleer boyanma
gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.
Kesitlerde 10'luk biiyiitmede rastgele secilen alanlarda,
normal ve apoptotik en az 500 hiicre sayildi. Apoptotik
hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere
oranlanmasi ile Apoptotik indeks (AI)’i hesaplandi.
Skala bar: 20pum.

Tim istatistiksel analizler SPSS version 22
programi  kullanilarak  yapildi.  Gruplar arasi
degerlendirme One-way ANOVA ve posthoc tukey
testi ile yapildi.

BULGULAR

IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Kontrol grubu (Sekil 1a, Sekil 2a) ile
kargilastirildiginda BT (Sekil 1b, Sekil 2b), PET/BT
(Sekil 1c, Sekil 2¢) ve FDG (Sekil 1d, Sekil 2d)
gruplarinda MDA (Sekil 1) ve TRPM2 (Sekil 2)

Simsek ve Kuloglu

immunreaktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark izlenmedi (Tablo 1).
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Sekil 1a. Kontrol grubuna ait beyin dokusunda MDA immunreaktivitesi
(—) 1b. BT grubuna ait beyin dokusunda MDA immunreaktivitesi (—)
1c.PET/BT grubuna ait beyin dokusunda MDA immunreaktivitesi (—)
1d.FDG grubuna ait beyin dokusunda MDA immunreaktivitesi (—)

Tablo 1. MDA ve TRPM2 immunreaktiviteleri

MDA TRPM2

KONTROL 1.2+0.44 2.2+0.44
BT 1.440.54 1.8+0.44
PET/BT 1.240.44 2.4%0.54
FDG 1.640.54 1.8+0.44

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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Sekil ~ 2a.Kontrol grubuna ait beyin dokusunda TRPM2
immunreaktivitesi (—) 2b.BT grubuna ait beyin dokusunda TRPM2
immunreaktivitesi (—) 2c.PET/BT grubuna ait beyin dokusunda
TRPM2 immunreaktivitesi (—) 2d. FDG grubuna ait beyin dokusunda
TRPM?2 immunreaktivitesi (—)

TUNEL BULGULARI

Kontrol grubu (Sekil 3a) ile karsilastirildiginda
BT (Sekil 3b), PET/BT (Sekil 3c) ve FDG (Sekil 3d)
gruplarinda apoptotik indekste istatistiksel olarak
anlaml bir fark izlenmedi (Tablo 2).
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3a Em 3b £

o5 e 3d £
Sekil 3a. Kontrol grubuna ait beyin dokusunda TUNEL pozitif hiicreler
(—) 3b. BT grubuna ait beyin dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—)
3c.PET/BT grubuna ait beyin dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—)
3d.FDG grubuna ait beyin dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—)

Tablo 2.Apoptotik indeks (%)
Apoptotik indeks %

Kontrol 3.50+£1.87
BT 3.33+0.51
PET/BT 3.83+0.40
FDG 3.17£1.16

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.

TARTISMA

Insan dokulari, teknolojinin ilerlemesi ile birlikte
giderek artan oranda radyasyona maruz kalmaktadir.
Ozellikle tanisal amagh kullamilan cesitli goriintiileme
yontemleriyle bu durum daha Dbelirgin  hale
gelmektedir. Sonugta radyasyona maruz kalan kisilerde
bu maruziyetin olusturdugu hasarin ortaya konmast
gerekmektedir. Radyasyon uygulamasindan sonra
serbest oksijen radikallerinin meydana geldigi ve
apoptozis basta olmak iizere hiicreyi 6liime gotiiren ¢ok
sayida olayin olustugu bilinmektedir (21, 22).

Iyonize radyasyon nedeniyle meydana gelen
beyin hasarmin mekanizmasi bilinmemekle birlikte
sitokin aktivitesi ve oksidatif stres ile iligkili
olabilecegine dair calismalar vardir (22, 23). Iyonize
radyasyona maruziyet, reaktif oksijen radikalleri
meydana getirir ve bu molekiiller DNA hasarina, ¢esitli
hiicre i¢i sinyal yolaklarinda olumsuz etkiye, hiicre
proliferasyonunun inhibisyonuna, sonugta apoptozis,
nekroz, mitotik katastrofiye bagl olarak hiicre yasam
ve 6lim dengesinin bozulmasina yol agarlar (23, 24).

Basta merkezi ve periferik sinir sistemi olmak
iizere, viicuttaki hemen hemen biitin organ ve
sistemler oksidatif strese duyarli yapilardir. Beynin
oksidatif strese karst oldukg¢a duyarli olmasi, yag
asidleri bakimindan zengin olmasi, yliksek oranda
oksijen kullanmasi ve igeriginde askorbik asit gibi baz1
antioksidanlarin diigiik olmast ile iligkilidir (23-25).
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Kranial radyasyon maruziyeti eriskinlerde
kognitif fonksiyon kaybi gibi ¢esitli yan etkilere yol
acabilmektedir. Baz1 deneysel hayvan g¢alismalarinda,
akut radyasyon maruziyetinin hafiza ve Ogrenme
fonksiyonlarinda zayiflamaya yol ag¢tifi ortaya
konmustur. Geng eriskin rodentlerde beyin dokusunun
tek doz 5 veya 10 Gy radyasyona maruziyeti,
maruziyetten ii¢ ay sonra kognitif kayipla iligkili
hipokampal nérogeneziste azalmayla sonuglandig
gosterilmistir. Ayrica kranial radyoterapi gibi bazi
radyasyon igeren yoOntemlerin insan ve rodent beyin
beyaz cevherinde kayba yol agtig1 saptanmustir (26-29).

Radyasyon sonras1 TRPM2 iyon kanallarmin
aktivasyonuyla oksidatif stresin ve DNA hasarinin
iligkili oldugu bilinmektedir (30-32).

TRPM2  kanallarmi1  kodlayan gen insan
genomunda 21g22.3 bolgesinde lokalize olup bipolar
affektif bozukluk gibi genetik rahatsizliklarla iliskilidir
(33). Bu kanallar oksidan strese karsi bir cevap
niteligine sahiptir (34, 35). Beyin dokusunda da diger
birgok dokuda oldugu gibi ¢esitli TRP kanallari
eksprese edilmekle birlikte H,O, gibi oksidan stres
elemanlarma karsi TRP melastatin 2 (TRPM2)
kanalinin sensitif oldugu saptanmustir (13, 16). Bu
kanallarin aktivasyonunda ayrica intraselliiler kalsiyum
seviyesinin artist ve ADPR’nin de rolii bulunmaktadir
(12).

TRPM2 kanallarinin oksidatif strese
duyarlihigindan dolay1 serebral iskemi gibi baz1
durumlarda rol oynadigi Dbilinmektedir. Oksidatif
stresin indiikledigi hiicre oliimiinde, hem erkeklerde
hem de bayanlarda, TRPM2 kanal inhibisyonunun
koruyucu roliiniin oldugu ortaya konmustur (36, 37).

Son zamanlara kadar beynin yiiksek doz
radyasyon maruziyetinden negatif yonde etkilendigi
diistiniilirken, 1989 yilinda Koropatnick ve ark. (38)
yaptigit  bir c¢alismada diisik doz radyasyon
uygulamasinin da beyinde bazi degisikliklere yol
acabildigi gosterilmigtir. Ayn1 ¢aligmada 5 Gy’den az
radyasyon uygulanan farelerin 6grenme kapasitelerinin
geriledigi bildirilmistir. Insan beynine uygulanan 1
Gy’lik radyasyonun yorgunluk ve giic kaybma, 5 G
y’lik radyasyonun ise oryantasyon eksikligine yol
actif1 bazi ¢alismalarda ortaya konmustur (39, 40).
Bunlarin yani sira radyasyona maruz birakilan
farelerde davranig bozukluklari ve Ggrenme geriligi
meydana geldigi dolayisiyla disiik doz radyasyon
maruziyetinin néronlarda bazi fonksiyonel kayiplara
neden olabilecegi ortaya konmustur (41).

Normal beyin dokusunda radyasyon nedeniyle
meydana gelen doku hasarinda g¢alismalar genellikle
tek doz radyasyon uygulamasi iizerine odaklanmustr.
Radyasyonun indiikledigi beyin hasar1 beynin ndronal,
glial ve vaskiiler komponentlerine zarar verebilir ve
sonucta anatomik ve fonksiyonel bozukluklara yol
acabilir. Aktif prolifere kok/progenitor hiicreler
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radyasyon hasarina noéronlar gibi matilir hiicrelere
kiyasla daha duyarhidir. Beynin tek doz radyasyon
maruziyeti subventrikiiler alandaki noral kok ve
progenitor hiicrelerde doz bagiml olarak azalmaya yol
actig1 ancak bu durumun geriye doniisiimlii oldugu bazi
calismalarda ortaya konmustur (42-45).

Calismamizda kontrol grubu ile
karsilastinldiginda BT, PET/BT ve FDG gruplarinda
MDA ve TRPM2 immunreaktivitelerinde istatistiksel
olarak anlamli bir fark izlenmemekteydi. Ayrica
gruplar arasinda apoptotik hiicre sayilarinda da farklilik
gozlenmedi. Bu sonuglar goriintiileme ydntemlerinin
uygulanmasi1 sirasinda verilen radyasyon dozlarmin
beyin dokusunda ilk 24. saatte anlamli bir oksidatif
stres olusturmadigt seklinde yorumlanabilir. Bellin
zona ve arkadaslart yaptiklari bir calismada geng
eriskin ratlara tek doz radyasyon uygulayarak 0- 48
saatlik siire icerisinde caligmamiza benzer sekilde
TUNEL yontemi ile beyin dokusunda apoptozise giden
hiicreleri belirlemislerdir. Calismalarinda apoptotik
hiicrelerin ilk 6. saatte en yiiksek seviyede oldugunu,

24. Saatte ise O.saate gore bir farklilik olmadigim
belirtmislerdir (46). Calismamizda sadece radyasyon
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