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ONSOZ

Hematolojik  neoplazilerin, ana basliklar altinda
toplayacak dlursak; 18semiler, lenfomalar, Hodegkin Hastaligi ve
diger myeloproliferatif ve myelodisplastik hastaliklarin tani ve
tedavisi, glntimiiziin ilerleyen teknolojisine karsin, halen hem
klinikte c¢alisan hekim hem de arastirmacilar ig¢in Oncelikle
c8zlilmesi gereken problemlerin basinda gelmektedir. Yillardir
vapilan arastirmalarin yanisira, son on yilda verilen emek ve
finanse, genel anlayisimizda O8nemli farklilaklara yol acmakla.
birlikte kesin c¢8zlmleri icermekten uzaktadar.

Kanser tedavisinde alinan onca yola karsinh, hala basarili
denecek bir sonuca ulasamamak, bu yolda yapilan c¢alismalar:
kameilamaktadir. Tirkive'nin bu calismalara olan katkisi ne yazik
ki bireysel olmaktan 8teye gidememistir. Cok degerli {iniversite
elemanlarinin tiim cabalarina karsin, multidisipliner ve kooperatif
calismalardan uzak kalmak ve 8zellikle bu tlUr c¢alismalar icin
gerekli finans kaynaklarinin bulunmamasi bu sonucu dogurmustur.

Son  bir val icinde, kanser arastirmalari yapilan
uluslararasi bir enstitliide gdrev yspmak ve dlnyadaki durumu
gbzlemek Dbenim icin Dbir sans olmustur. Memorial Sloan-Kettering
Kanser Enstitiistinde, bir yil boyunca yaptigim klinik calismalara
temel olusturan in vitro deney-lerin sonuglarini uzmanlik tezi
olarak sunuyorum.

D8rt yil sltiren ic Hastalaklari uzmanlik Sgrenciligimin
gectigi Ege Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklari Klinigini

ve orada Bgrendiklerimi her zaman minnetle anacagim. Bu klinigin
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GIRIS

Molekiiler bivoloji wve genetik bilimlerinin cok da uzun
olmayan tarihlerine karsin, klinik bilimlere uyarlanmalari ve bir
biitlin olusturmalari son on yilda bagddndiriici hiza ulasmistir.
Bunun dogal sonucu olarak, her calismayl, her yeni bulusu izlemek
bir klinisyen i¢in olanaksiz hale gelmistir. Her yil ylizlerce kez
vinelen uygulamali mezuniyet sonrasi kurslar bir oranda yararl:
olmakla bilikte vetersiz kalmaktadar.

Molek{iler biyoloji ayra bir disiprlin olarak algilana-
bilecegi gibi, klinik bilimleri tamamlayan bir bitintn parcasa
olarak da gdriilebilir. Buglin ic¢in, 8zellikle Hematoloji ve Onko-
lojiyi, molekiiler biyoloji ve genetik bilimleri olmaksizin diistin-
mek olanaksizdir. Bu bilim dallari tani ve tedaviden, etyopatoge-.
zin aciklanmasina kadar her basamakta klinik bilimlere yardimci
olmakta, onlarla bir biittini olusturmaktadirlar.

Kemoterapinin kansere uygulanmasi i1ile gdrilmistir ki,
verilen tedavi ayni olmasina karsin elde edilen sonu¢ her hastada
farkli olmaktadir. Tani y®ntemlerinin gelismesi 1ile birlikte
malign hastaliklar gruplanabilir hale gelmislerse de ayni dar
sinirli bir grup Uyesi hastalikta dahi ayni ila¢larla ayni sonuc-
lar alinamamaktadir. Bunun en tiplk 8rnegi olarak l8semileri vere-
biliriz. On vyil nce Myelodisplastik sendromlar bilinmezken, bu
grup hastaliklar da l8semiler gibi gbrtililp va tedavi verilmekte
yva da 18semi tablosu ortaya g¢ikana dek beklenilmekteydi. Ote
vandan pek ¢ok l18semi tiiriintin degisik sekilde 81n1flénd1rllma81n—

dan sonra her bir tiir 1osemi icin degisik tedavl programlari plan-



._.2_

lanabildi. Monoklonal antikorlarin tanimlanmasindan ve flow
sitometrenin glnltik tani araclari arasina girmesinden sonra, bu
cesiklilik artti. Ama en c¢arpici 8rnekler molekliler dilzeyde oldu
ve malign hiicrenin genetik yaprisi belirlenince, yillarca sliregelen
temel kanser anlayisimiz toptan degisti. Tim bu ince ayrintilara
ve bliylk bilegi birikimine karsin hala, tedaviye cevap uniform
hale getirilemedi. Ancsak yeni ©bir kavram, tip diinyasinda yerini
aldi:
KEMOTERAPIiYE DiRENG. Aynen bir bakterinin dogal veya akkiz olarak
bir antibakterial ajana gbsterdigi diren¢ 'gibi bazi malign
hiicreler de bazi antikanser ajanlara ya dogal olarak vya dé
sonradan kazanilarak diren¢ gdstermektedir. Bu direng, iki blylik
sinifta toplanabilir: 1. Herediter Direng 2. Akkiz Direnc
Herediter diren¢ hakkinda bilinmeyenler, bilinenlerden c¢cok daha
fazladair. En tiplk 8rnegi olarak Akut Myeloblastik L8seminin dogal
olarak Methotrexate e gtsterdigi direnc¢ verilebilir (1). Akkiz
direnc mekanizmalari ise, Multi Drug Resistance (MDR) geni ve bu
genin firiinti olan P glikoprotein 1ile birlikte olanlar ve diger
mekanizmalar olarak ayrimlanabilirler.

Bir antifolat ilac olan Methotrexate (MIX), antikanser
ilaclar arasinda en fazla c¢alisilan ilagtir. Bugln icin etki
mekanizmalara ayrintili olarak bilinmektedir. MTX, dihidrofolat
reduktaz (DHFR) enziminin kompetetif inhibitdrlidilr ve hiicre icin
rediikte folat eksiklizi yaratarak, 1-karbon metabolizmasini ve
dolaymxiyle purin ve pirimidine biosentezini bloke ederek etkisini

gbstermektedir (2). Etki mekanizmalari gibi MTX a karsi olan direnc
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mekanizmalari da hem in vivo hem de invitro sistemlerde ayrintila
colarak caligilmistir. Bu calismalar klinik uygulama alanina da
girmis ve bu teknoloji kullanilarak hastalarin MTX a- olan
direncleri arastirilmistir. Bugln icin in wvitro sistemlerde
g8sterebildigimiz 5 grup diren¢ mekanizmasi mevcuttur(3):

1. MTX transportunda azalma
. MTX poliglutamillenmesinde defekt

2
3. DHFR enzim miktarinin artmasa
4. DHFR gen amplifikasyonu

5

. Mutant DHFR geni ve MTX"in baglanmadigi anormal DHFR

CALISMANIN AMACI

MTX rezistansinin in vitro hiicre ktilttirlerinde
arastirilip, taninmasi ve kullanilan metodolijinin gelistirilerek
hasta 8rneklerine uysrlanmasi, calismanin ana tema51h1
olusturmaktadir. Secilen hiicre hatti, bir T hiicre lenfoblastik
16semi hiicre hattaidir. Elde edilen bu ana hiicre hattinda ve
degisik doz ve slirelerle MIX uygulayarak elde edilen MTX a
resistant alt gruplarda diren¢ mekanizmalari ve direncin
diizeyinin arastirilmasi, bu c¢calismalarin sonunda vyenli klinik
protokollerin geligtirilmesi ve resistansin degisik

modiilasyonlarla kirilmasi amac¢landi.



iLAC BiLGISi

Folik asit vitaminleri antitiimbr kemoterapi icin iyi bir
target durumundadirlar. Bunun nedeni, DNA 6ncll maddelerinin
sentezlerinde aldiklari ©nemli roldfir. 1948 yilinda Farber ve
arkadaslari, folik asidin 4-amino analogu olan Aminopterinin
18semik  hiicre proliferasyonunu 6nleyerek, ¢ocuklarda akut
ldsemilerin remisyonuna yol a¢tigini gbsterdikten sonra, bu
maddelere olan 1ilgl giderek yogunlasmigtir (4). Bu tarihten
itibaren antifolat tedavi, klinikte, 16semi, meme kanseri, bas-
boyun kanserleri, lenfomalar ve choriocarsinoma gibi malign
hastallklardg oldugu kadar, romatoid artrit, kemik iligi
transplantasyonu sonrasi olugan graft versus host reaksiyonu ve
psoriasis tedavisi olarak da kullanilmaya baslanmistair (5).

Folat analoglarinin antitimdr etkilerine vyol acgan en
Bnemli yapisal degisiklik, pteridin halkasi 4 pozisyonundaki
hidroksil grubunun bir amino grubuyla yer degistirmesidir
(Bkz.sekil). Bu degisiklik molekiill substrat olmaktan ¢ikarip,
DHFR a baglanan bir inhibitbr haline getirmektedir (6). Bilindigzi
gibi DHFR, intrasellular folat homeostazinde anahtar rolil

oynamaktadir (7).
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Sadece tam redilkte folik asit molekiilleri, yani tetrahidrofolatlar
aktif koenzim olarak islev g8rebilirler (8). DNA O8nclsl
molekiillerin sentezinde iki ayri tiir tetrahidrofolat molekiiliine
gereksinim duyulmaktadair. Bunlardan birincisi 10-formtl
tetrahidrofolat, purin halkasinin olusma reaksiyonlarinin iki
basamaginda, glisinamid ribonukleotid (GAR) transformilaz wve
aminoimidazol karboksamid ribonukteotid (AICAR) transformilaz
reaksiyonlarinda l-karbon  kaynagini olusturmaktadir (9,10).
tkincisi ise, 5-10 metilentetrahidrofolat, pirimidin sentezindeki
deoksiuridilattan timidilat olusum reaksiyonunda yine l1-karbon
kaynagini olusturmaktadir (11).

Dihidrofolat molekiilleri, DHFR enzimi  tarafindan
tetrahidrofolatlara  rediiklenerek  hilcre ici aktif folat
kofaktSrleri havuzunu olusturmektadirlar. Hizla c¢ogalan tiUmdr
hiicrelerinde, DHFR in MTX tarafindan inhibe edilmesivle inaktif
olan dihidrofolatlar artarken, kismen aktif tetrahidrofolatlar
azalmaktadir (12). Bu gelisen tetrahidrofolat eksikligi, MTX
sitotoksisitesinin bir kismindan sorumludur. Ote yandan, MIX
poliglutamil deriveleri ve dihidrofolatlarin bizzat kendileri de
DHFR 1 ’inhibe edebilmektedirler (13). Sonu¢ olarak, DNA Onclsii
molekiillerin sentezleripin inhibisyonu multifaktbryveldir ve
inhibisyon  hem substrat eksikligi hem de folatlara bagimli

enzimlerin dogrudan inhibisyonu ile olusmaktadair (14).



HUCRE iCi METHOTREXATE METABOLIiZMASI
A.Tranesmembran Transport:

MTX etkisini hiicre icinde gbsterdiginden, 1ilacan,
biolojik etkisl i¢in membran transportu  blylk 8nem tasimaktadir.
Ote yvandan, klinikte gbriilen i1lag¢ resistansi icin bu tip membran
transport anormallikleri bir hayli ilgi cekici olmaktadir(15). MIX
hiicre icine tek bir yltksek affiniteli influx mekanizmasiyla
girmektedir(16). Bu mekanizma, enerjiye bagimla, isiya ve
ekstrasellular ilacg konsantrasyonuna duyarla olarak islev
gbrmektedir. Mekanizmadaki bu Szellikler, transportun spesifik bir
membran proteininin fonksiyonu oldugu disiindlirtmektedir (17). Bu
mekanizma, anyonlara bagimli iken glukozdan bagimsizdir(18). 50u
M.akadar olan MTX konsantrasyonlarinda, hemen hemen tim MTX
transportundan sorumludur (18,18). MTX transportundan sorumlu olan
bu tasiyici, ayni zamanda dogal olarak olusan redukte folatlarin
{Citravarum Fakt8r = Leucovarin) da transportundan sorumludur(20).
Bu nedenle MTX ve fizyolojik folatlar hiicre icine girebilmek icin
birbiriyle varismaktadirlar. Bu yarismanin btesinde,
"Heteroexchange" olarak isimlendirilen  kavram da acikliga
kavusturulacak olursa; hiicre ig¢inde bulunan serbest MTX (Serbest
MTX deyimi poliglutamilasyona Uugramamis anlaminda
kullanilmaktadir), hlicre disinda ylksek konsantrasyonda bulunan
folatlar, hiicre i¢ine girerlerken disari cikmasi {efflux) icin
zorlanmaktadir. Ozetle, bir moleklil folat hiicre i¢ine girdiginde
bir molekiil MTX disari c¢ikmaktadir yani MTX ve rediikte folatlarin

toplami hilcre icinde sabit kalmaktadir(21).
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Tasiyici proteinin MTX'a olan affinitesi 0.7-6 M olarak
degisik tim8r hiicrelerinde belirlenmistir (22,23). Folat tasiyica
membran prqteini, henliz tam olarak purifiye edilememistif. Ancak
aragstirmacilar, hlicre membranina bagli, redliikte folatlari, MTX'i
ve gesitli folik asid molekiillerini baglayabilen ¢esitli membran
proteinlerini izole edebilmislerdir (24). Ornegin, KB epidermoid
hiicrelerinde 50 kD  blyiklizlindeki membran folat baglayica
proteinin  wvarliga gbsterilmistir(25). Bu protein, folat
eksikliginde, artma (up-regulation); fazlaliginda ise azalma
(down-regulation) gtstermektedir(26). Bu bulgularin 8tesinde, bu
proteine karsi gelistirilen monoklonal veya poliklonal antikorlar,
hem folatlarin hem de MTX in blicre icine girmelerini Onlemektedir.
Membran folat baglayici proteinin (MFBP) gercek roliniin folatlara
ve MTX 1 hiicre zarinda tutmak ma voksa bunlarin tam
transportlarini saglamak m1 oldugu anlasilamamistir. Bu membran
proteinini (MFBP) kodlayan ¢DNA, gegen yil klonlanabilmistir.
Ancak, daha pek ¢ok arastirmaya gereksinim vardir(27).

Tiimtr hiicresinin proliferatif veva kinetik durumu folat
ve MTX transportunu belrgin olarak etkilemektedir. Hizla bdliinen
hiicrelerde ve MTX "up-take"i cok artarken "efflux"
azalmaktadir(28). Bunun net sonucu, hilicre icindeki MTX miktarinin
artmasidir. Buna karsin daha vyavas b@llinen veya bSlinmeyen
hiicrelerde "influx" azalirken, "efflux" artmaktadir(28). Bunun da
net sonucu, azalmis intrasellular MTX olmaktadlr. Bazi deney
sistemlerinde ise, hilcrelerin biliylime ve bdliinme hizlarindan
bagimsiz olarak, sadece farklilistarilma (differentiation) hizlan-

dirilarak MTX transportu azaltilabllinmektedir(29). Hizla b8liinen
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hticrelerde, transportun artmasi yanisira, artan DNA Oncli molekiil
ve timidilat sentaz aktivitesi, MTX sitotoksisitesinin artisina
neden olmaktadir(30). Tdm bu olaylar dizisi ile MTX
sitotoksisitesinin neden hiicrelerin proliferasyon durumlarindan
etkilendigini aciklamak mimkiindlir. Ilgin¢ olani, bu tir etkilenme
normal intestinal epitelyal hiicrelerde gbriilmemekte ve bu bulgu
klinikte, ilacin toksisitesi ytniinden Onem tasimsktadir(3l).

. Yukaridaki pragrafta tanimlanan  yiliksek affiniteli
"uptake" sisteminin yani sira, MTX ic¢in ikineci bir giris yolu daha
tanimlanmistir (32,33). Bu mekanizmanin etkisi yok denecek kadar
azdir. Onemi yllksek 1la¢ konsantrasyonlarinda (20uM”in tizerindeki
konsantrasyonlar) pasif difffizyonla yeterli intrasellular MTX
miktarini saglamaktir. Bu pasif difflizyon sisteminde, MTX ve diger
folatlar arasinda yarisma veya “heteroexchange" gbriilmemektedir
(34). Bu mekanizmanin  varligai, klinikte yiksek doz MTX
kullaniminin gereke¢esini olusturmaktadir.

B.HUCRE iCi DEGiIiGiM

Dogal folatlar, hiicre ic¢inde poliglutamat tuzlari
halinde bulunurlar(35). Poliglutamilasyondan sorumlu enzim,
Folilpoliglutamil Sentetaz, gamma-peptid bagiyla 6°ya kadar olan
glutamil grubunu substratina ekleyebilir(36). Poliglutamilasyondan
amac iki tanedir. Birincisi Thiicre ic¢i Dbir depo olusturmak,
ikincisi folatlara bagimli enzimler i¢in kofaktdr affinitesini
artirmaktir(37). Monoglutamat halindeki folatlar hilicre ig¢inden
digsari serbest¢ce c¢ikabilirlerken, poliglutamatlar son derece

ionize molekiiller olduklarindan selektif olarak hiicre icinde
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tutulurlar(38). MTX de folatlar gibi hiiere icinde
poliglutamilasyona ugramaktadir(39). Poliglutamilasyon, normal
karaciger hiicresinde, kemik iligi 8ncli hilcrelerinde, cesitli solid
timbr ve 16semi hiicrelerinde gerceklestirilebilmektedir(40),
Folilpoliglutamil Sentetaz (FPGS) aktivitesi  MTX-sensitif
hiicrelerde oldukea yliksek bulunmaktadir(4l). Poliglutamilasyon,
ilacin verilmesinden 12-24 saat sonra maksimum olmakta ve bu zaman
zarfinda hiicre icindeki MIX"in Dblylk kismi poliglutamat haline
dénfistlirtilmektedir(42).

FPGS, 62ZkD Dbiylklliginde, magnezyum, ATP ve potasyuma
bagimli bir enzimdir(43). Halen purifive edilmis ve cDNA's2
klonlanmistir(44).

Hiicre icindeki proliglutamilasyon, FPGS ve Hidrolaz
(Konjugaz) enzimleri arasindaki dengeye baglidir(45). Hidrolaz,
terminal gamma-glutamil spesifik  peptidazdir ve glutamil
gruplarini poliglutamat zincirinden kopararak molekiili tekrar
monoglutamat haline gevirmektedir(46).

MTX  poliglutamatlar: genel olarak  htlicre icinde
bulunurlar. MTX in diglutamat halinin up-take hizi, MTX in onbeste
biri kadardir. Daha cok sayida glutamat tasiyvan molekliller daha da
yvavas transport edilirler(47). Bunun pratik anlami, MITX poligliu-
tamatlarinin, hiicre disi MIX konsantrasyonu dliistilkten sonra dahi
hiirce iginde tutulabilmeleridir.

MTX poliglutamillenmesi pek cok etkene baglidar.
Bunlardan en Onemlileri, hiicrelerin biliylime-gelisme hizlari ile

hiicre ici folat miktarlaridir(48). Ornegin, hiicrelerin cogalmasa,
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instilin, deksametason, tokoferol veya  8strojen gibi blylme
faktdrleri ile uyarildiginda MTX poligiutamillenmesi
artmaktadir(49). Buna karsin isol®sin gibi bir esansiyel amino
asit ortamdan alindiginda ise, poliglutamilasyon belirgin olarak
azalmaktadir(50). Bu bilgiler 1siginda, klinikte sikea kullanilan
bir kombinasyon olan L-Aspariginase/MTX kombinasyonunun aslinda,
antagonistik olabilecegi ortaya cikmaktadir. L-Aspariginase,
MTX"den dnce verildigi takdirde amino aslid deprivasyonu
olusturarak, MTX"in poliglutamilasyonunu ve dolayisiyle de
sitotoksisitesini azaltmaktadir(51).

MTX sitotoksisitesinin proliferatif hilcre seciciligini
belirleyen bir diger bulgu da, poliglutamilasyonun normal
hilcrelerde timdr hilecrelerine oranla daha az olusmasidir. Ornegin
normal intestinal mukoza hiicrelerinde cok az miktarda MTX
poliglutamilasyona ugrarken, L-1210 fare 18semi hilcrelerinde MTX
hizla poliglutamat tuzlari haline dotnlisebilmektedir(52).

MTX poliglutamilasyonu, MTX"in hiicre ic¢inde tutulmasini
sagladigi gibi, ayni zamanda MTX"in spesifik enzimleri inhibe
edici etkisini de artirmaktadir. MTX poliglutamat tuzlarinin
baglandiklari DHFR enziminden ayrilma haizlari, MIX"in ayrilma
hizindan c¢ok daha vyavastir(53). Bu nedenle, poliglutamillenmis
MTX"in DHFR fizerindeki inhibitif etkisi ¢ok daha fazladir(53).
DHFR in yanisira, Timidilat sentaz, AICAR ve GAR transformilaz da
MTX poliglutamatlari ile daha glicli olarak inhibe edilebilmekte-
dirler(53). Farmakolojik dozlardaki MTIX in, bu son U¢ enzim
tizerinde yok denecek kadar az bir etkisil varken, MIX pentag-
lutamatin (5 glutamil residu eklenmie MTX) bu enzimler lzerindeki

inhibitif etkileri (Ki) sirasiyla, 50; 57; ve 2000 mM. dur(b53).
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C. DHFR ENZIMINE BAGLANMA

Methotrexate ve nikotinamid dinukleotid fosfatin
(NADPH), DHFR enzimine baglanmasinin fiziksel 8zellikleri, X-ray
kristallografi, magnetik  rezonans spektroskopi, amino -asid
“"sequencing” ve ‘“"site directed mutagenesis" c¢alismalari ile
belirlenmis durumdadir(54). MTX"in DHFR"a optimal baglanabilmesi
icin, hiicre i¢i NADPH konsantrasyonu Onem tasaimaktadir. Cok
miktarda NADPH varlizinda, MTX in enzime baglanma affinitesi 10-
200 pM arasinda degismektedir (55). MTX"in DHFR'a olan affinitesi,
ortamin pH ve tuz  konsantrasyonundan ve enzimin sulfidril
gruplarinin durunundan etkilenmektedir(56). Dusltk pH ve MTX/DHFR
oraninda, MTX enzime stoichometrik olarak baglanmaktadir, yani
imol MTX, 1 mol DHFR"a baglanmaktadir(57). Enzim-MTX-NADPH
kompleksi oldukca stabl olmasina karsin,irreversibl degildir(58).
MTX"in, NADPH wvarliginda enzime baglanmasi yavas bir ternary
kompleks olugumuna yol acmaktadir. Sonucta, MTX siki baglanma
gbsteren ama reversibl bir inhibitdr roltl oynamaktadir. Eger
ortama ylksek konsantrasyonlarda diger bir kompetetif inhibitdr,
dihidrofolat konacak olursa, enzimin inhibisyonu icin gerekli MTX
konsantrasyonunun giderek artirilmasi gerekmektedir(58).

Methotrexate poliglutamatlari ise enzime ayni glcte
baglanmakte ancak daha glic enzimden ayrilmaktadirlar. Dolayisiyle
enzim inhibisyonu cok daha gieli ve kismen irreversibl
olmaktadair(59).

Hiicre icinde yeterli MTX Dbulunmadigi takdirde, cok kii¢lk

miktarlarda dahi-olsa, DHFR hiicre metabolizmasinin stUrdiriilmesi
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icin yeterli olabilmektedir. Bu DHFR yeni sentezlenmis bir enzim
olabilecegi gibi MTX in ayraildigi ve tekrar katalitik 8zelligini
kazanmis bir enzim molekﬂlﬁ de olabilir. hiicre i¢i serbest MTX
(enzime bagli olmayan) miktarinin ylksek tu§u1m351n1n geregi,
ilacin toksik etkisinin anlasilmasi y8nlinden Ynem tasimaktadir ve
farmakokinetik ve toksisite arasindaki iliskinin temelini
olusturmaktadair.

Methotrexate toksisitesine direncli hiicrelerin
bazilarinda DHFR aktivitesinde artma veya anormal DHFR enzimi
saptanmistir(60). Bunun  yanisira, DHFR geninde amplifikasyon

ve/veya mutasyon cesitll hilcre hatlarinda gﬁsterilmistif(Bl,SZ).
ARAC VE YONTEMLER

Calismanin hiicre hatlari ile 1lgili olan kismi tamamen
steril kosullar altinda gerceklegtirilmistir. Bu calismalar hiicre
klltiirli odasinda., 8zel hoodlarda yapildi. Kullanilan tUm arag ve

gerece steril ve disposabldi.
HUCRE KOULTURU

Calismada CCRF-CEM insan T-lenfoblastik 18semi hiicreleri
kullanildi. Hiicreler American Type Tissue Collection (ATCC)
Rockville, Maryland. dan steril ampuller seklinde elde edildi.
Hiicreler, uygun kosullarda gelistirildi. RKiltir icin RPMI-1640, %
10 oraninda at serumu ve % 1 oraninda Glutamin (Sigma Co.,8t.Loils,

Mo.) kullanildi. 37 Ce"de 6neceden aisitilan bu kiiltir mediasa
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hilcrelere ilave edildi. Karisim, 25cm2 doku kiltiiril flasklarina
(Becton-Dickinson, Plymouth, GBR) kondu ve 37 C ve ¥ 5 CO=z altinda
inkiibe edildi. Her 3 giinde bir hilicreler coulter counter da sayildi
ve canlailiklar: Trypan Blue exclusion ytntemiyle saptandiktan
sonra, mm® de bir milyon hlicre olacak sekilde dilue edilerek daha
bliylik flasklara (50 ve 75 cm2) transfer edildi. Hficre kiiltirleri,
bakterial veya fungal bulas y&nlinden haftada bir kez mikrobiyo-
lojik testlerle (kiiltlir, mycoplasma DNA, PCR) kontrol edildi ve

bulas olmadigi saptanda.

METHOTREXATE REZiSTAN ALT GRUPLARININ GELiSTiRiLMESI

Methotrexate (MTX), Amerikan Ulusal Kanser Enstitisiinden
elde edildi wve 1IN NaOH 1ile sulandirildiktan sonra pH 77ye
ayarlandi. 100uM konsantrasyonunda stok olarak -20 C da kulanlla—
na dek saklandi. Rezistan alt grup elde etmek amaciyla hiicreler
va slrekli MTX igeren ortamlarda tutuldu ve MTX dozu giderek
artirildi veya pulse seklinde MTX uygulanip hlicreler pasaj edildi.
Sonucta {ic ayri tip biliylime patterni gdsteren alt grup ve ana hiicre

hattindan clusan hlicre serileri elde edildi.

HUCRE COGALMA HIZLARININ SAPTANMASI

Methotrexate uygulanmasi ile elde edilen 3 degisik alt
grup ve ana sensitif hiicre kiltiirlerinden birer milyon hiicre
Coulter Counter’da sayilarak alindi. Canliliklari Trypan Blue
exclusion ydntemiyle .kontrol edildikten sonra bu hilicreler RPMI-

1640, % 10 At Serumu ve ¥ 1 glubtamin iceren media icinde 25cm=2
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flasklara kondu. Birinci glindenbesinci gline dek herglin hiicre
sayisi Coulter Counter’'da belirlendi ve canliliklari kontrol
edildi. Bes glniin sonunda her bir alt grup ve parental hat icin
bollinme hizlari hesaplandi.
METHOTREXATE TRANSPORT CALISMALARI

Kullanilan Ilac¢lar: N-alfa-(4-amino-4-decksi-N10 metil
pteroil )-NE-(4"-fluorosceinthiocarbamyl)-L-1lizin veya kisaca PT-
430 adli MTX floresan analogu, Dr.Andrel Rosowski den, Dana Farber
Enstitttisi, MA  hediye olarak elde edildi. MTX, Lederle
Laboratuarlari, Carclina, Puerto Rico ve Trimetrexate Glucuronate,
Warner-Lambert/Parke-Davis, Ann Arbor,MI. dan standard olarak elde
edildi ve 1mM konsantrasyonlarinda -20C°da saklandai. Kullanllan
Flow Sitometre: Becton-dickinson Electronics Flow Cytometry araci
floresan yogunlugunu 8lcmekte kullanildi. Eksitasyon 488nm dalga
boyunda ve 500mW argon laser kullanildi. Emisyon filtresi 525
bandpass filtresiydi. Her analizden &nce arac 10u c¢apindaki
florosferlerle standardize edildi. Her hilicre i¢in mean floresan
vogunlugu, 20000 hlcre sayildiktan sonra Lysis IT komputer
programi yardimiyla hesaprlandi.

Yéntemin Prensibi: MTX ‘“up-take™"i, PT-430"un kompetetif ver
degistirmesine bagli olarak degisen floresan yogunlugunun
6lclilmesi ile hesaplandi. Hiicre ig¢ine yeterli MTX transportunun
oldugu durumlarda, daha ©&nceden hiicre ic¢inde bulunan PT-430"un
hiicre digina c¢ikacagi bilinmekteydi (Heteroexchange).

Yéntem: Toplam 25 milyon hiicre 25 ml. bliylime mediasina (RPMI-1640,

% 10 At Serumu, % 1 Glutemin ve 30uM Hipokesasntin) kondu.
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Hlicrelerin canliliklari her calisma 8ncesinde kontrol édildi. Daha
sonra bu hlicre suspensiyonu 5°er ml. halinde 25cm? flaskiara
transfer edildi. BSylece, 5ml.de 5 milyon hilcre olacak sekilde 5
ayri flask edle edildi. Flasklar 1 den 5 e kadar numaralandi. 2mM
konsantrasyonundaki stok PT-430, 10mM sodyumbikarbonat, pH 7.,ile
hazirlandi. Bu sollisyondan 50ger ul. ilac, 2-3-4-5 numarali flask-
lara eklendi. PT-430"un 1siga sensitif olmasi nedeniyle bu asama-
dan sonra tim c¢aligmalar karanlikta gerc¢eklestirildi. Flask 1,
otofloresan icin kontrol olarak ayrildi. 5 flask 2 saat 37 C'da
ve % 5 CO2 altinda inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra hiicreler 15
ml.lik konikal tlplere aktarildi ve 2 kez &nceden 37 C’'ye isitil-
mig fosfatla tampone serum fizyolojik (PBS) ile yikandi. Yikama-
dan sonra hiicreler tekrar 5Ser ml. blyime mediasi ile suspense
edildi ve 30 dakika bu mediada inkitibe edilerek degisebilir
(exchangabl) PT-430"un efflux’u saglandi. Hiicreler tekrar sicak
PBS ile yikandiktan sonra, kompetisyon sollisyonuna (%10 dialize
edilmis fetal bovin serumu, 20mM HEPES, 225mM sukroz, pH 7.4)
aktarildilar. Bu suspensiyonlara degisik konsantrasyonlarda MTX
veya Trimetrexate (TMQ) eklendi ve 2 saat ayni kosullarda inkiibas-
yona Dbairakildi. Inkiibasyon sliresinin sonunda hiicreler, buzla
sogutulmus PBS ile 2 kez yikandilar ve ml.de 1 milyon hlicre olacak
sekilde soguk PBS ile suspense edilerek en kisa zamanda sitometrik
analizleri saglandi.

METHOTREXATE POLIGLUTAMILASYON CALISMALARI

MATERYAL: Methotrexate, Lederle Laboratuarlari, Puerto Rico;
[37.57,7-3H] Methotrexate, Moravek Biochemicals, Brea, CA.;

Methotrexate Poliglutaﬁat standardlari: B.Schircks Labaratuari,
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Jona, 1Isvi¢re’den temin edildi. MTX poliglutamat standardlari
0.2mM konsantrasyonunda, 100mM sodyum fosfat tamponunda (pH 6.5),
250ul.lik miktarlar halinde kullanilana dek -70 C de saklandi. Bu
standardlarin gercek konsantrasyonlarindan ¢ok Yiiksek Basincla
Siva kromatografisi (High Pressure Liguid Chromatography, HPLC)
sirasinda gbsterdikleri tepe noktasi O6nem tasimaktadir. MTX in
kendisi Glul olarak kullanilabilmektedir.

YONTEM: Yirmi milyon hiicre 2ml. media (RPMI-1640, %10 dialize
edilmis fetal bovin serumu) ile suspense edildi. Suspensiyona 1mM
konsantrasyonundaki stok MIX"dan 20 wul ve 20 ul[3H]-MTX eklendi.
B3ylece 10 uM final MTX miktari elde edilmis oldu. Bu suspensiyon
37 C ve %5 COz iceren inkiibatorde 24 saat slireyle inklibe edildi.
inkiibasyon icin 60X15 mm petri kutusu kullanildi. inklibasyondan
hemen ©&nce, background belirlenmesil amaciyla 50ul suspensiyon
alinarak sintillasyon sisesine kondu ve inkfibasyon baglatildi. 24
gaatlik inklbasyonun sonunda, suspensiyon 15 ml konik +tibe
aktarildi ve 1000rpm.de sentrifuj edildi. Supernatant atildiktan
sonra, hilcrelerin olusturdugu yumsek 2 kez isotonik salin ile
vikandi. Birinci yikama isleminden sanra hilicrelerin canliliklara
Trypan Blue boya exclusion ydntemiyle kontrol edildi. ikinci
vikamadan sonra ise, santrifuj sonrasi Ustte kalan
supernattantdan 100ul alinarak, yikamalarin etkinligini belirlemek
amaciyla sintillasyon sisesine kondu. Géri kalan supernatan atildi
ve hiicre yumagi Uzerine kaynar sodyum fosfat tamponundan (pH 5.6)
0.5ml eklenerek hiicrelerin homojen bir soliisyon olusturmalara
saglapdl. Bu soliisyon 10 dakika slireyle kaynatildiktan sonra

konikal tiiplerden, 6zel olarak yapilmis ve viiksek hizda santrifuje
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dayanikli tilplere aktarildi. 10 dakika silireyle 14000 rpm;de
santrifiij edildi. Sipernatant hacmi 8lelildlikten sonra alanda Qe
hiicre kiraintilarinin olusturdugu yumak atildi. Elde edilen
slpernatandan 50ul alinarak sintillasyon sisesine kondu, geri
kalani HPLC c¢alismasina dek saklanmak 1lzere -20 C buzdolabina
kondu. Sintillasyon sigselerindeki radyoaktivite sintillasyon
sayacinda sayildi. Calismanin tlm asamalarinda radyoaktif bulasa
Onlemek amaciyla azaml gayret sarfedildi.

HESAPLAMA: 10uM final MTX ve [®H]-MTX miktari 2ml.mediada 500 pM
MTX anlamina gelmektedir. Asagidaki. formiille total MTX
poliglutamatlaria hesapland:.

Son radiocaktivite X Son Hacim X 500
Total MIX-PG =  ————mmmmmmmmmmemee e ——————
(PMol1/107 hiicre) Background Radioaktivite X 100
HPLC ANALiZi:Revers faz kolumnlar (Absorber C18,5uM,4.6mm X 25cm)
kullanilarak gerceklestirildi. HPLC separasyonunun sonunda elde
edilen tepe noktalari sintillasyon sayacinda belirlendi ve MIX

roliglutamatlarinin (Glui den Glu® ya dek) miktarlari hesaplandi.

DiHiDROFOLAT REDUKTAZ ENZiM AKTiViTESi OLCULMESI

Her {i¢ alt grur ve ana hiicre hattinin DHFR enzim
aktiviteleri ¢alisildi. Metodun temel prensibi, kisaca dzetlenecek
olursa; DHFR enzimi, FHz ve NADPH molekiillerini sirasiyla FHs ve
NADP molekiillerine c¢evirmektedir. Bu diinlistim gerceklestiginde,
340 nm dalga  boyunda FHz'nun 5.8 wve NADPN'in 6.2 olan

absorbanslariy 0O’a diismektedir. Bundan dolayi, her mM maddenin
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maddenin dinfistimd icin 12U enzim gerektizi de bilindiZinden, her =

cesit hﬂorénin DHFR aktivitesi hesaplanabilmektedir. .

ENZiM EKSTRASIYONU: Lizis tamponu olarak sodyum fosfat 50mM, pH 7,
ve % 10 gliserol kullanilmistair. 100 milyon hiicre her bir durum
icin kullanildi. Susrensiyon halindeki hiicreler 1000rpm. de
santrifiij edildi. Ustte kalan supenatan atildiktan sonra, kalan
hiicre yumagi buz i¢ine kondu. Sonikatdr ile lizisleri saglandiktan
sonra, tam  bir lizat olusup olusmadigini anlamak {zere
Hemotositometri (Thoma Lami) ile intakt hiicre varligi arastirild:.
Elde edilen hlcre ekstresi ©GW 50 santrifuj tiplerine aktarilarak
ultrasantrifuj aletinde, 30000 g.de santrifuj edildi. Elde edilen
supernatant temiz +tiibe aktarildi. Bu arada optik dansite 8lctimii

icin spektrofotometre kilvetleri asagidaki sekilde hazirlanda.

MATS Tamponu* 800UL

NADPH 50ul (100uM)
Enzim Ekstresi 100ul

FH= 50ul (50uM)

FHz, 1mM konsantrasyonunda folik asittén hazirlanarak -70 C°da
saklandi. NADPH,ZmM konsantrasyonunda tetrosodyum +tuzu halinde
Sigma Co. dan temin edildi wve -20 C'da toz halinde saklandi ve
analizin vyapilacagil gilin taze olarak sollisyon haline getirildi.
Optik spektrofotometri analizi, Biotek-Kinektics komputer programi
yvardimiyla gerceklestirildi. Protein miktari Bio-Rad Assay Kiti
(BioRad Co.,Richmond, CA) kullanilarak hesaplandi. Bu y&ntem,

* MATS Tamponu: MES 25mM, Asetik Asit 256mM, Tris 50mM, NaCl 100mM
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basit bir spektrofotometrik ydntemdir. Standard albuminin bilinen
konsantrasyonlarda kullanilmasi ile elde edilen standard kiirvden,
hilerelerin icerdikleri protein miktarlari. bulundu. DHFR enzim
aktivitesi, dbnlislime ugrayan molek{il sayisi/dakika)mg. protein

olarak ifade edildi.

DHFR GEN AMPLiFiKASYONUNUN GOSTERiLMESI
DHFR enzimini  kodlayan genin amplifikasyon durumu
klasik Southern Blot Analizi ile g¥bsterildi.

DNA Ekstraksiyonu: 40 milyon hlicre her bir durum icin kullanildai.

Manuel DNA ekstraksiyon kiti Applied Biosystems,

FosterCity,CA. "dan elde edildi. Kitin kullanimi ve DNA

ekstraksiyonunun belll basli kasamaklari su sekilde 6zetlenebilir:

1. 40 milyon hiicre ig¢eren hiicre yumagi 1ml.PES ile homogenize
edildi.

2. Homogenata, onceden 50 C"da 10 dakika 1sitilarak endogen
nukleazlari insaktive edilmis 2X Lizis Buffer dan 1lml ve 62.5ul
RNA ase koktetyll (Stratagen Co) eklendikten sonra 37 C'da 2
saat sitireyle inklibe edildi.

3. inklibasyon sonunda, homojen hiicre lizatina 250ul (25U)
ProteinazK eklendi ve 50 C'da tiim gece boyunca inklibasyona
(vaklasik 16 saat) birakild:.

4. Fenol/kloroform ekstraksiyonu ve alkol presipitasyonu ile
kristalize DNA edildi.

5. Elde edilen DNA ultrapur su ile diue edildi ve plirliigl
spektrofotometrik olarak 280/260 nm deki absorbanslari

Blcllerek kontrol edildi ve konsantrasyonlari hesaplandi.
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DNA RESTRiKSiYONU: DHFR enzimini kodlayan geni olusturan DNA
parcacigini elde etmek igin, 10ug. olarak 0.65ml.1ik eppendorf
tiplerine konan &rnek DNA "lar 5ul restriksiyon endonuleazlari ile
inklibe edidi. Endonukleaz olarak, ECOR I wve HIND III enzimleri
(Stratagene, LaJolla, CA.) kullanildi. Ortama yine ayni sirketten
elde olunan tiniversal bufferdan 5ul eklendi. Tim soliisyon, 37 C su
banyvosunda tim gece boyunca inkilibe edildi.
AGAROZ JELiN HAZIRLANMASI: Sea Kem GTG Agaroz, FMC BioProducts,
Rockland ME'den elde edildi % 1 oraninda olacak sekilde tartildi
ve 1X konsantrasyonundéki Tris-Asetat-EDTA solisyonunda karigim
hazirlandi. Kaynamaya yvakin olacak sekilde aisitilarak, agarozun
tamamen coziinmesi saglandi. Soliisyon oda sicakligina dek sogumasi
beklendi ve suspansiyona 10ul Ethidium Bromid (10mg/ml) eklendi.
Daha sonra bu gel suspansiyonu, kenarlari selofan ile kapatilmis
gel trayinin icine dokiildii. Hava kabarciklari yok edildi ve
katilasmasi beklendi. Jel katilastiktan sonra jel kumbu alindi ve
Jel trayin i¢inde, elektroforez aygitina transfer edildi.
Elektroforez aygiti, Jel vyiizeyinil de kaplayscak sekilde 1X TAE
tamponu ile dolduruldu.
ELEKTROFOREZ: Bir gece su banyosunda inkiibe edilerek restriksiyonu
sag lanan DNA"lara "loading buffer” eklendi ve Jel icinde
olusturulmus olan yuvalara mikropipetlerin yardimiyla bu DNA
suspensiyonlari transfer edildi. DNA nolekiiler agirlik markeri
olarak PHIX marker DNA ve lambdaDNA HIND III digest marker lari
uygun yuvalara 5 ul kondu. Jel 25mV ve 0.25mA°de 18 saat
elektroforez edildi. Elefroforez sUresinin sonunda Jjel wve

DNA " larin durumu U.V 1s1k kaynagi 1le kontrol edildil. Dlgestlon ve
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elektroforez yeterli bulundu ve jel baska bir traye aktarildi. U.V
151k kaynafinin yardamiyla jelinJ fotografi c¢ekildi. Bundan amacg,
DNA markerlerini bilinen molekiiler agirlik noktalarindaki band
patterni ile bilinmeyen Ornegin gbsterdiii band patternini
karsilastirmaktir.

JELIN DENATURASYON- DEPURINASYON ve NOTRALIZASYONU: Halen bir tray
icinde bulunan jel blylkge bir kap ig¢ine kondu. Once 500 ml. 0.25N
HCl ile 15-20 dakika, mavi renkte olan loading buffer rengi kirli
sari renge ddnilisene kadar, orbital calkayici iUzerinde calkalandi.
Sonra  ultrapur Bsu ile en az 3 kez yikanarak HCL'nin
uzaklastirilmasa saglandi. HC1, DNA"y1 denatire etmekte
kullanildi. ikinel asamada DNA denatlirasyonu sonucunda ortaya
¢cikan purinlerin giderilmesi ve bSylece daha kolay transferin
gerceklesebilmesi amaciyla Jjel, O0.5N NaOH ve 1N NaCl igeren 500ml
su ile 20 dakika tekrar calkalandi. 3. asamada ise jelin n&tralize
olmasi amaciyla, 0.85M TRIS wve 1 M NaCl iceren su 20 dakika siire
icin kullanildz.

SOUTHERN TRANSFER: Metodun ana 1ilkesi, yiikeek tuz konsantrosyonu
varliginda, Jeldeki DNA molekiillerinin solid bir supporta, naylon
veya nitroselluloz membrana, aktarilabilinmesidir. Bu amag¢la,
Jelin boyutlarinda kesilen Naylon membran (S&5 Nytran, Por capi
0.45uM., Schleicher&Schuell, Keene, NH.) ©Once 5 dakika ultrapur
suda 1slatildi, ardindan 10X SSC* de 1slatildi. Bu arada ®nceden
3M Whatman kagidi ile kaplanmigs ve ters déndliriilmiis Jjel trayi
tizerine jel - kondu. Jel ve Whatman kagidi tekrar tekrar 10X SSC
sollisyonu ile islatildi. Jelin {izerine nylon mebran dikkatli bir

sekilde hava kabarciklar:i uszsaklastirarak kondu. Membran {izerine
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tekrar 10X 8SC°de islatilmis, biraz daha kii¢clik boyutta 3 parca 3M
Whatman kagidi kondu. Trayin icinde bulundugu bilylkce kapta yeter
miktarda 10X SSC ile dolduruldu. Trayin kenarlari jole kagidi ile
kapatildi. Tim bunlarin Uzerine yeter miktarda kagit havlu ve
bunlarin da {izerine 500gm. agirliginda su sisesi kondu. 16-18
saat transfer siliresi wverildi. Yaklasik 18 saat sonra, Jjel ve
membran U.V 1si1k ile tam transferin olup olmadigi ydnlinden kontrol
edildi. Umulan, Jjel lizerinde hi¢ DNA'nin kalmamasi ve hepsinin
membrana transfer olmasidir. Bu saptandiktan sonra, membranin her
iki tarafa da 1200joules U.V 1isigina birer dakika maruz
birakilarak DNA'nin denatiire olmasi ve single strand halde kalica
olarak kalmasi saglandi.

PREHiBRiIDiIZASYON: Naylon membran bir hibridizasyon +tiibline uygun
sekilde verlestirildi. 2.5m1.20X SSC, 0.3 ml. potasyum fosfat,
1.6ml. ultrapur su, 0.5ml. Denhartz sollisyonu (3&5 Prime Co.,
'WestChesﬁer), 5ml.ultrapur formamid, 200ul sodyum dodesilsufate %
20, ve nonspesifik hibridizasyonu 8nlemek amaciyla her ml.de 200ug
olacak sekilde salmon sperm DNA'si 10 dakika kaynatilarak denatiire
edildikten éonra inktibasyon tiibline ilave edildi. Tiblin agz:i
kapatildiktan sonra hibridizasyon inkubatoriine, 42 C de 2-8 saat
slireyle kondu.
DHFR PROBUNUN HAZIRLANMASI:

Daha Onceden klonlanmis olan DHFR genini kodlayan cDNA
ampicilline e resistant E.coli plasmidlerine konstukte edildi ve

bu bakteriler ampicilinli ortamda ¢ogaltildilar. Yeterli sayida

* 10X S8C: 3M NaCl ve 0.M trisodyumsitrat



- 23 -
bakteri elde edidikten sonra, bu bakterilerden Qiagenologist Kiti
ile (Qiagen Inc. Chatsworth, CA) plasmid DNA elde edildi.
Oligonukleotid primerler dizayn edildikten sonra, Mikrobioloji
Laboratuarinda hazirlatildi. Asagidakl sartlarda PCR (Polimera=z
Chain Reaksiyonu) ile bol miktarda cDNA elde edildi.

PCR reaksivon Karisimai:

Distile su: .....oivniveernnnennss 32.2

d Nukleotid trifosfatlar: ........ 8

PCR TamponU: ... cuncenncnosnssanvess 5
Oligonukleotid Primer I: ......... 1
Oligonukleotid Primer II: ........ 1

Tag polimeraz®:...... .00, 0.8
Plasmid DNA: ... ... 2
TOPLAM: ...ttt iinanrsvacnnnns 50.0 ul

*Tag Polimeraz: Thermus aguaticus adli isiya direncli bakterinin
DNA polimeras enzimi (CETUS Co.)
Bu karisim asagidaki kosullarda PCR aracina konmadan Snce iizerleri

organik vag ile drtiildii.

Birinci D8ngii: 94 C...3 dakika 39 Dongli: 84 C...1 dakika
45 C...2 dakika 45 C...1 dakika
72 C...2 dakika 72 C...1 dakika

Elde edilen #riin, Fenol/Kloroform ile yagdan ve diger protein-
lerden arindirilda.
Bu PCR f{irfinlinden, temiz ve saf cDNA elde etmek amaciyla, gen te-

mizlenmesi islemi (Gen Cleaning) baslatildi.Bu smacla, Gen Clean
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Kiti (Bio 101 Co.,CA) kullanildi. Yéntemin amaci kisaca DNA digin-
daki maddelerden DNA'nin arindirilmasi ve saf ve pur DNA elde e-
dilmesi seklindé 6zetlenebilir. Bu amag¢la ilk ¢&nce, PCR {irilinli, TAE
jelde (%i Tris-Asetat-EDTA) elektroforez edildi. DHFR ¢DNA molekii-
ler agirlidi 600 bp olduundan, bu bdlgedeki jel kesilerek alinda
ve adirliklari tartildi. Bu agirliklara gdre, gen temizleme kiti
vkullanlldl. Islemden sonra temiz ©DNA, TBE 3jelde (%1 Tris-Borat-
EDTA) elektroforez edildi ve molekiiler agirligina goére dodru yerde
olup olmadigi ve konsantrasyonu molekiiler adirlik markerine (PHIX

Marker) gore kontrol edildi. Asadidaki sekilde, sol yanda temiz-

lenmemis, sad yanda ise temizleme sonrasi DHFR cDNA gériilmektedir.
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DHFR cDﬁA PROBUNUN RADYOAKTIF ISARETLENMES?
Bu amacla Random Primer Kiti (Boehringer-Manheim, Almanya) kulla— 
nildi.
Reaksiyon karisim:i asagidaki sekilde hazirlandiktan sonra, bu ka-
risim *2p-dCTP (Amersham, MA) ile ve Klenow Enzimi yardimiyla rad-
yoaktif olarak igsaretlendi.
Once 4ul DEPC-H:0 ve 5ul DHFR c¢DNA karaigstirilip 10 dakika kayna-
ti1lda. Daha sonra bu karisima, sirasiyla, l1l'er ul daTp, 4TTP ve
dGTP ile 2ul reaksiyon tamponu eklendi. Reaksiyon tiipii radyoaktif
caligsma sahasina getirilerek, 7ul *2P-dCTP ve 1lul Klenow Enzimi
eklenip, 37 € su banyosunda 2-4 saat inkilbasyona barakildi. Inkii-
basyon sonunda saf cDNA elde etmek amaciyla bu karisim G-25 Sep-
hadex Quick Spin Kolumnlarindan (Boehringer Mannheim, Almanya) ge-
¢irildi. Elde edilen radyocaktif probun spesifik radyoaktivitesi,
sintillasyon kounterda sayildi. Yeterli radyoaktif probun bulundu~-
gu anlasildiktan sonra, single stranded cDNA elde etmek amaciyla,
prob, 10 dakika silireyle kaynatildi. Calisma siiresince cevrede rad-
yoaktif bulags olmamasil i¢in azami gayret sarfedildi.
HIBRIDIZASYON: Ultrapur su, Denhartz Soliisyonu, formamid, sodyum
dodesil sulfat ve salmon sperm DNA'dan olusan hibridizasyon hazir
karisimina toplam 50-100 milyon cpm.radyoaktivite olusacak sekilde
prob eklendi. Blotun ig¢inde bulundugu tiip, inkiibatérdan alinarak
igindeki prehibridizasyon 81v151vbosalt11d1ktan sonra, bu hibridi-
zasyon 51v151‘kondu. Tip tekrar hibridizasyon inkiibatériine, 42C'de
24-36 saat hibridizasyon i¢in geri kondu.
BLOT'un YIKANMASI: 32 P-cDNA spesifik olarak blottaki DHFR enzi=-

mini kodlayan genin DNA's1i ile hibrid olustururken bir miktar da



- 26 =
.non-spesifik denilen baglanma olmaktadir. Bu baglanmayil, spesifik
balanmanin tersine, vyikama islemiyle tamamen uzaklagstirmamiz
miimkiindiir. Bu amag¢la, iki asamali yikama uygulanmaktadir.
Yikama Sollisyonu I : 100ml. 20X SSC
25ml. %20 SDC

1000ml.ye su ile tamamlanir.
Yikama Solisyonu II : 5ml. 20X SSC

2.5ml. %20 SDS

500ml.ye su ile tamamlanar.
300ml.yikama soliisyonu I ile Dblot 3 kez oda sicaklidinda
yikandiktan sonra, vyikama soliisyonu II i¢ine konan blot, 65C'de
bir saat siireyle vyikandi. Yikama sonunda kurutulmaya birakildi.

Kurumus blot, jelatin kagidaina sarildi.

BETASTOPIK MUAYENE ve OTORADYOGRAF1: Jelatin kagidina sarili blot,
Betagen/Betaskop denen ara¢ ic¢ine konarak 30-60 dakikalik bir
zaman sonunda ilk gdriintiiler ekranda alindi. Bu gdriintiilere gore,
yeter hibridizasyonun olduu ve non-spesifik baglama ve "back-
ground” un diisiik oldufu saptandi. Blot alinarak, karanlik odaya
gecildi ve oto radyografi igin, blot bir film ile birlikte kasete
kondu. Daha sonra bu kaset- 70 C'de 2 giin bekletildikten sonra,

£ilm banyo edildi.
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SONUCLAR

HUCRE KULTURU CALISMALARI

Ana hiicre hatti, CCRF/CEM hiicreleri defisik doz ve araliklarla
Mtx.'a maruz birakilarak, bu ana hattan ii¢ degisik tiir hiicre alt
grubu elde edildi. Bu alt gruplar Mtx'a gdsterdikleri direng
miktarina ve mekanizmasina gdre, sirasiyla DHFR artisi gosteren
CEM/R; transport defektif, CEM/T; poliglutamilasyon defektif CEM/P
olarak isimlendirildi. Bu hiicre alt gruplaranin  biiylime
6zellikleri, ana hiicre hatti, CEM/S ile karsilastarildiklarinda,

farkli olarak bulundu.

CCRF/CEM HUCRE HATLARI

BUYUME HIZLARI

Milyon

-~ CEM/S
-~ CEM/R
* CEM/T
* CEM/P




- 28 =~
Yine bu alt gruplarin b&liinme hizlari, biiylime kiirvlerinden

hesaplandiginda farkli olarak bulundu.

CCRF/CEM HUCRELERI
BOLUNME HIZLARI

CEM/S : 15 SAAT
CEM/T : 25 SAAT
CEM/R : 22 SAAT
CEM/P : 13 SAAT

TRANSPORT CALISMALARI

PT-430 kullanilarak yapilan transport c¢alismalarinda, her hiicre
alt grubunda ve ana hiicre hattinda MTX'in dedisik oranlarda vyer
dedistirmeye yol actigi goriildi. CEM/S, CEM/R ve CEM/P hiicreleri
calisildifinda, iki dedisik konsantrasyonda (3 ve 5 uM) kullanilan
MTX yiiksek oranlarda yer dedisimine yol ag¢ti.CEM/T hiicreleri ¢ali-
s1ldidinda ise, bu yer deJisiminin %50 altinda kaldig: gérﬁldﬁ.

Yer dedistirme oranlari, CEM/S, CEM/R, CEM/P ve CEM/T hiicreleri



igin 51fa51y1a, 3uM MTX konsantrasyonunda, %74; %70; %72 ve %28
olarak, 5uM MTX konsantrasyonunda ise, %89; %82; %76 ve %37 olarak
saptand:. Calismanin dodrulugunu ve olayin tamamiyle transporta
dayali oldudunu gdostermek amaciyla, transportu basit diffiizyona
badli olan, bir nonklasik antifolat, Trimetrexate kullanildi. 3uM
konsantrasyonunda kullanilan Trimetrexate (TMQ) ile tiim hiicre

hatlarinda %80 iizerinde dedistirme oldugu saptanda.

CCRF/CEM HUCRE HATT!

TRANSPORT GCALISMALARI

% DISPLACEMENT

100 P
80 ..

MTX 3uM

60 MTX 5uM

a0 T™MQ 3uM

20

CEM/S CEM/T CEM/R CEM/P

PT 430 DISPLACEMENT
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Bir dider calismada, CEM/S ve CEM/T hiicreleri arasindaki transport
farki, MTX konsantrasyonu artirilarak gbsterilmeye caligildi. 20uM
MTX konsantrasyonlarinda dahi CEM/T hiicrelerinde yveterli yer degi-

simi gerceklesmedi.

MTX TRANSPORTU

SENSITIF VE TRANSPORT DEFEKTIF HUCRELER

MEAN PEAK FLORESAN

160

T . - CEM/S
VBTN . . " A Ay oy + CEM/T
I . Ay Ay Ay
40| A S AN .

Ny JAY . . & . 8 AT

0
PT 430 PEAK 1M MTX 5 uM MTX 10uM MTX 20 uM MTX

PT 430 DISPLACEMENT ASSAY
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Ayn1i tiir c¢aligsma, yine CEM/S ve CEM/T hiicreleri ile, Trimetrexate
kullanilarak yapildiginda ver dedistirmenin her iki grup hiicrede

de ayni oranlarda gerceklestidi gériildii.

TRIMETREXATE TRANSPORTU

SENSITIF VE TRANSPORT DEFEKTIF HOCRELER

MEAN PEAK FLORESAN

140

120

100

- CEM/S
— CEM/T

80|

60

40

20 ....................

0 -
PT 430 PEAK  1uMTMQ 5 uM TMQ 10uMTMQ 20 uM TMQ

PT 430 DISPLACEMENT ASSAY ‘

POLIGLUTAMILASYON CALISMALARI

Ana hiicre hatti, CEM/s ve 3 alt grup hiicre MTX'i poliglutamilleye-
bilme kapasiteleri yonilinden g¢aligildi. CEM/S hiicreleri, 10uM
konsantrasyonunudaki MTX ile inkilbe edildiklerinde, MTX'a hizla

glutamatlari ekleyebilmekte ve 24 saat inkiibasyon sonunda hiicre
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icinde yiliksek oranda MTX poliglutamatlari bulunmaktadir. Oysa aynl
deney CEM/P hiicreleri kullanilarak yvapildiginda, hiicre i¢i MTX
poliglutamatlarinin son derece diigiik oranlarda bulundudu

saptanmistir.

CCRF/CEM HUCRE HATTI

MTX POLIGLUTAMATLARI

PMol/107 HOCRE
50
4|+
I ceEm/s
80|15 LIcemp
A E EIcemm
20l £
Ecemr

10z} B
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CEM/S hiicrelerinde MTX'a 6 adet glutamat eklendi§i halde, CEM/P
hiicrelerinde en fazla 3 glutamat eklenebilmekte ve hiicre i¢i total
MX konsantrasyonu da diisiik olarak bulunmaktadir. Diger 2 alt
grupta, CEM/R ve CEM/T hiicrelerinde ana hiicre hattina benzer

poliglutamilasyon gerceklesebilmektedir.

DiIHIDROFOLAT REDUKTAZ AKTIVITESI

Ana hiicre hatti CEM/S ve difer 3 alt grup hiicrelerde DHFR aktivi-
tesi 8lc¢lildii.CEM/R hiicre hattindaki DHFR aktivitesi ana hilicre hat-
tindan 20 kat fazla olarak saptandi. DiJer alt grup hiicrelerde ise

DHFR aktivitesi sensitif hiicrelere oranla azalmis olarak bulundu.

CCRF/CEM HUCRE HATLARI

DHFR AKTIVITESI
HUCRE AKTIVITE PROTEIN SPESIFiK AKTIVIiTE
HATTI (mU/mi) (mg/mti) (mU/mg)
CEM/S 4.8+ %50 3.5 0.1 1.37x 0.72
CEM/R 140+ %7 11+ 0.3 12.73x 0.98
CEM/T 6.1+ %50 10+ 0.6 0.61+ 0.34

CEM/P 5.2+ %50 B.7+ 04 0.6+ 0.33
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SOUTHERN BLOT ANALIZI
Ana hiicre hatti CEM/S ve diger 3 alt grup hiicreden elde edilen
DNA'lar kullanilarak yapilan soﬁthern blotun otoradyografik
analizinde, CEM/R hiicrelerinin DHFR gen amplifikasyonu

gbsterdikleri saptandi.

Sekildeki iki ayri grup restriksiyon patterni ECOR I ve HIND III

endoniikleazlari: kullanilarak elde edilmigtir.
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TARTIGSMA

Hiicre kiiltilirleri g¢alaismalariyla herhangi bir antikanser
ilacin etkisinin varligini arastirmak kadar, etkin oldudu bilinen
bir ilaca karsi ne tiir direncin gelisebilecedini bulmak, ucuz ve
kolay bir yontem olarak godriinmektedir. Kuskusuz, hilicre kiiltlirleri-
ni olusturmak ve bunlarin slirekliligini saflamak i¢in genis ve
giiclii bir teknik destek gerekmektedir. Sterilite ve uygun inkiiba-
torlerin saglanmasi bu tiir caligmalarin temelini olusturmaktadar.
Bir diger 6nemli nokta ise, teknik hizmet ve malzemenin teminin-
deki silirekliliktir. Hangi tiir olursa olsﬁn, bir hiicre kiiltiiriinin
devamliligi, bu hizmet akisinin devamliligi ile miimkiindiir.

Doku kiiltiiri laboratuvarlarindaki bakterial bulas, dis-
posabl malzeme kullanimi ve steril ortami sadlayan "hood"lar saye-
sinde sorun olmaktan ¢ikmistir. Calismada kullanilan hiicre hatlari
icin hi¢ bir antibiotik, besi yerlerine profilaktik olarak eklen-
memigtir.Buna karsilik hic¢ bir bakterial enfeksiyon goriilmemisgtir.
Ote yvandan karsimiza baska bir sorun g¢ikmastir; Mycoplasma bulasi,
Bu nedenle siirekli mikrobiolojik inceleme gerekliligini siirdiirmlis-
tiir. Herhangi bir kiiltiir sisesinde Mycoplasma'nin varligi saptan-
di1ginda, o sise derhal atilarak, enfeksiyonun yayilimi Snlenmeye

caligilmaistair.
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Klinikte aynl..kemoterapétik, ayni hastada, defigik za~
manlarda dedisik yanitlarin ortaya c¢ikmasina yol acabilmektedir.
Bunun en tipik Ornedi, MTX kullanilarak remizyona sokulan bir
hastada relaps gelistiginde tekrar MTX verilecek olursa ya cevap
cok azalmakta ya da hi¢ ortaya c¢ikmamaktadir. Bunun nedeni olarak,
MTX'a kargi tiimér hiicrelerinin gelistirdigi direnctir.- MTX, lize-
rinde en c¢ok ¢aligilan ve etki mekanizmalari ¢ok iyi bilinen bir
antikanser ilag¢tir. Etki mekanizmalarindan yola c¢ikilarak, tiimor
hiicrelerinde bu ilaca karsi geligebilecek resistans mekanizmalari
bulunabilir. In vivo sisteme benzer bir sistemi in vitro kurmak
hiicre kiiltiirleri ile miimkiin olmaktadir. Caligmada bir 1&semik hiic-
re hattinin se¢ilmesinin nedeni, hem MTX'in akut l&semilerde anah-
tar ilag olarak kullanilmasi hem de hiicre hattinin teminindeki ve
calisilmasindaki kolayliktir. Diger tip doku kiiltiirlerinde, hiicre-
ler tiip yilizeyine yapisarak biiyiidiiklerinden, hiicreleri tek tek sag-
11kl1 sekilde ayirmak ¢ok giic olmaktadir. Oysa 18semik hiicreler
soliisyon ig¢inde, suspansiyon halinde biiylimektedirler. Bu nedenle
sayimlari ve ayristirilmalari ig¢in, kollagenaz veya DNA az gibi ek
maddelere gerek gbstermemektedirler. Dolayisiyla, bu hiicrelerin
manuplasyonu daha kolay olmaktadir. Bu hiicre hattinin se¢ilmesin-
deki bir dider neden ise, halen yiiriitmekte bulundugumuz klinik ca-
lismalar ig¢in de uygun bir 6rnek sistem olusturmalaridir.
Hiicrelerin biliylime ve bdliinme hizlari "Coulter Counter"da
sayilarak hesaplandi. Her sayim, Thoma laminda manuel sayimla bir
kez daha kontrol edildi. Sonuclar kismindaki biiviime grafiginde de

gdriildiigii gibi, hiicreler kisa bir duraklama (lag) déneminden sonra
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hizla bdliinmeye basglamakta ve logafitmik ¢ofalma gbstermektedir-
ler. Bu hiicreler ayni ortamda, ek besi yeri eklenmeden tutulacak
olurlarsa, bir siire sonra bodliinme durarak, plato fazina ulasil-
maktadir. Bu fazdan sonra, besinsizlik ve ortamdaki toksik {iriinler
nedeniyle hiicreler O©6lmeye baglamakta ve sayilari giderek azalmak-
tadir. In vivo tiimdral bir kitle gz oniine getirilecek olursa, bu
fazlaran hepsinin gelistigi goOriilebilinir. Son dbnemde g&riilen a-
zalma, tiimdr dokusunun nekrozu olarak algilanabilir.

Hiicreler degisik doz ve silirelerde MTX ile muamele edil-
diler. Bundan ama¢ hem klinik olgularla esgilidiim saglamak, hem de
dedisik tiirlerde resistansin geligimini saglamakti. Sonugta, 3 de-
gisik tiirde Dbiiylime ve bdliinme ozellikleri gdsteren hiicre gruplari
elde edildi. Ana hiicre hiitti, CEM/S hiicrelerine gdre, elde edilen
ve MTX'a de§igik diizeylerde resistan gdsteren bu hiicrelerin, bé-
liinme hizlari daha yavas olarak bulundu. Bunun nedenini MTX etki-
siyle aciklamak kismen miimkiindliir. MTX 6zellikle purin biyosentezi-
ni engelledidinden, hiicrelerde bir takim megaloblastik dedigiklik-
lerin gelismesi beklenmektedir. Yani DNA sentezinin yavagslamasina
karsin, RNA ve protein sentezi kismen normal olarak silirmekte bir
siire sonra RNA/DNA orani giderek artmaktadir. Hiicreler biliyliylip ge-
lismekte, ancak mitoza gidememektedirler (Bulgular gdsterilmedi).
Ote yvandan, daha once yapilan bir ¢aligsmada, 10-°M konsantrasyo-
nundaki MTX'in, CEM hiicrelerinde DNA sentezini yavaslattigi ve
hiicrelerin c¢ofunun G./G= fazinda birikme gdsterdikleri oysa 10-“M
konsantrasyonundaki MTX'in ise hiicrelerin G, fazinda toplanmalari-
na yol ac¢tigi gésterilmistir. Elde edilen bu alt grup hiicreler,
MTX'in sitotoksik etkisine, defisik diizeylerde diren¢ gtstermekte

ve MTX iceren ortamlarda da biiylime ve boliinmelerini siirdiirmekte-
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dirler. Bu hilicreler MTX icermeyen ortamlara nakledildiklerinde da-
hi kendilerine 6zgii biliyliime ve gelisme patternlerini silirdiirmekte-
dirler. Daha ©Once, baska hiicre hatlariyla yapllaﬁ ¢alismalarda,
MTX'a diren¢ gésteren hiicrelerin, bu direng¢lerini kaybetme zamani
vaklasik 6 ay olarak bulunmustur. Bizim gdzlemlerimize gbre, o&r-
nedin DHFR aktivite artisi ve gen amplifikasyonu yoluyla MTX'a
resistans gdsteren CEM/R hiicrelerindeki bu resistans, yaklasik 60-
100 normal media pasajindan sonra azalmaya baslamaktadir (yayin-
lanmamis g6zlem). Bunun nedeni, DHFR gen amplikasyonunun Double
Minute Kromozom ile dedil, Kromozom 5'i Homogen Boyanma GOsteren
Bélgesi (HSR) 1le vyavru hiicrelere iletilmesidir (yayinlanmamis
bulgular). Bu iletimin daha stabl oldudu sanilmaktadir.

Teorik olarak MTX resistansinda transport defektlerinin
dnemli roliintin olabilecedi diisiinlilmektedir. Canliligini koruyan
hilcrelerde transport c¢alismalarini yapmak, metodolejik olarak ol-
dukca gilictiir. Tiim klasik ydntemlerde, radyoaktif madde kullanimi-
nin gereklilidi bu yoéntemleri istenmez hale getirmektedir. Ote
yvandan klasik transport caligsmalar:i icin ¢ok sayida hiicreye ge-
reksinim vardir ve bu c¢odu kez klinik ©Ornekler i¢in olanaksiz
olmaktadir. Bu nedenle geligtirilen flow sitometrik ydntem, umut
verici olarak gdriinmektedir. Yéntemin avantajlari, metodolojisinin
nispeten kolay olmasi, nonradyoaktif olmasi, ¢ok sayida hiicreye
gerek gtstermemesi ve klinik &rnekler ig¢in dodru populasyonun ay-
rilmasin: saglamasidir. Bu caligmalarda kullanilan floresan madde,
PT-430, MTX'in bir lizin analogudur. Ancak hiicre i¢i metabolizmasi

MTX'dan tamamiyle farkli olup, hiicre ig¢inde hi¢ bir degisime veya
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poliglutamilas&ona ugramamaktadir. DHFR'a badlanmasi hemen hemen
MTX ile eg kuvvettedir. Bu nedenle PT-430, MTX veya difer anti-
folatlarla yer dedigimi ¢aligmalari icin ideal olmaktadir. Elde
edilen 3 resistan ve ana hiicre hattinda yapilan calismalarda fark-
11 yer degdistirme oranlari saptanmistir. bzellikle, transport de-
fektif CEM/T hiicrelerinde, MTX, artirilan dozlara karsan, hiicre
icine girip, PT-430'un yer degisimine yol agamamaktadir. Buna
karsilik, pasif diffiizyonla hiicre ig¢ine girebilen Trimetrexate
veterli vyer degisimini sadlayabilmektedir. Bu deneylerden anla-
si1lan, MTX transportu tamamiyle bir tasiyici proteinin varligina
. baglidir ve bu protein CEM/T hiicrelerinde fonksiyon gblrememekte
yvada bulunmamaktadar.

Bir dider alt grupta, CEM/P hiicrelerinde ise resistans
mekanizmasi olarak. MTX'in o6nemli hiicre i¢i metabolizmasi olan po-
liglutamillenmenin defektif oldugu saptanmistir. Sensitif hiicre-
lerde, MTX'a hiicre icinde hizla 6 veya daha fazla glutamat ekle-
nirken, bu defektif hiicrelerde poliglutamilasyon, hem yavas hem de
etkisiz olarak gelismektedir. Bunun sonucunda intraselliiler MTX
konsantrasyonunun siirekli diisiik kalmasinin yanisira, glatamilas-
yona uframamis MTX'in inhibitif etkisi de diismekte ve hiicreler
MTX'a rezistan hale gelmektedir. Poliglutamilasyondan sorumlu en-
zim, Folil poliglutamil sentetaz (FPGS) miktaranin bu hiicrelerde
azalmasil veya MTX'a olan affinitesinin dedismesi defektif poli-
glutamilasyona yol ag¢abilmektedir.

Elde edilen son resistan hilicre alt grubunda ise, resis-
tans mekanizmasi olarak, DHFR enzim aktivitesinin artmasi ve gen

amplifikasyonunun varligir belirlendi. Artmis DHFR yani target
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enzim, hiicrenin gereksinim go6sterdidi rediikte folatlari yeterince
saflayabilmektedir. Ne yazik ki, klinik orneklerde enzim calisma-
larini yapmak, oldukga gili¢ olmaktadir. Yontem, basit olmakla bir-
likte, dogru sonuglar i¢in ¢ok sayida hiicreye gerek bulunmaktadir.
Artmis enzim aktivitesiniﬁ nedeni olarak, DHFR gen amplifikasyonu
bulunmustur. Gerek CEM/R hiicrelerinde gerekse bazi klinik Srnek-
lerde DHFR gen amplifikasyonu gésterilmistir.

Methotrexate,iizerinde uzun yillar c¢alisilmis ve etkileri
ile yan etkileri iyi bilinen bir kemoterapiktir.Etkisiz oldugu du-
rumlarin tanimlanmasi ve bunun nedenlerinin ag¢iklanmasi kemotera-
pistlere 1sik tutacaktir. Ayrica bu ¢aligsmalar, yeni kullanim ydn-

temlerinin ve biokimyasal modiilasyonun gelismesini saglavacaktair.
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BzZET

Kanser tedavisinde sec¢kin bir ila¢ olan Methotrexate (MTX)
zaman zaman klinikte etkisiz kalabilmektedir. Bunun nedeni olarak,
MTX'a karsi geligen cesgitli diren¢ mekanizmalari ©&ne sii-
riillmiigstiir. Teorik dlizeyde bu mekanizmalar, transport ve poligluta-
milasyon defektleri, target enzim (DHFR) artis veya mutasyonu ile
DHFR gen amplikasyonu olarak siniflandirilmaktadir. Bu bilgi géz-
oniline alinarak, bir insan ldsemi hatti olan CCRF/CEM hiicreleri mo-
del olarak kullanildi. DHFR mutasyonu disindaki tiim mekanizmalar,
klasik veya vyeni geligtirilen farmakolojik ve molekiiler biyoloji
yontemleri kullanilarak degisik doz ve sekillerde MTX ile inkiibe
edilen ana hiicrelerden bir siire sonra dedisik biiyilime ve gelisme
patterni gdsteren diren¢li hiicreler elde edildi. Her grup hiicrede,
diren¢ mekanizmalari arasgtirilda.

Buna gore 3 tiir hiicre hatti, ana hiicre hattindan farkla
6zellikler gbsterdi. Bunlardaki diren¢ mekanizmasi tanimlandi. Ge-
listirilen farmakolojik ydntemlerin gegerlilidi saptandi ve klinik

ornekler icin de kullanilabilecedi gosterildi.
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