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Meme kanseri MCF-7 hiicre hattinda paklitaksel ve
vinkristin’e karsi gelismis coklu ila¢ direnci mekanizmalarinin
mikrodizin analizi ile belirlenmesi

Determination of mechanisms of multiple drug resistance in MCF-7 cell line
developed against paclitaxel and vincristine by microarray analysis
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AMAC

Sonradan kazanilan veya tedavi dncesi varolan ¢oklu ilag di-
rengliligi (CID) kemoterapide basartyr engelleyen nedenler-
den biridir. Bu ¢aligmada, paklitaksel ve vinkristin’e kars1 ge-
lisen CID mekanizmalar1 MCF-7 hiicre hattinda arastirildi.

GEREC VE YONTEM

MCEF-7 hiicreleri 6nce kademeli olarak paklitaksel ve vinkris-
tin doz artiglarina maruz birakildi. Hiicrelerin direng seviyele-
ri XTT testi ile belirlendi. Tiim direngli ve duyarli hiicrelerde
genlerin diizeyleri mikrodizin yontemiyle belirlendi.

BULGULAR

MCF-7/400nMPak ve MCF-7/120nMVink hiicre hatlarmin or-
jinal hiicrelere gore 150 ve 30 kat daha direngli olduklari bu-
lundu. MDR1 genin ifadesindeki artigin direnglilik mekanizma-
lar1 arasinda 6nemli oldugu bulundu. Hiicrelerde toksik madde-
lerin metabolize edilmesiyle ilgili genlerin ifade diizeylerinde
artiglar gozlenirken, apoptozla ilgili bazi genlerin ifadelerinde
azalmalar oldugu goriildii. Metastaz genlerinde, baz1 onkojen-
lerde, hiicre dongiisiinii diizenleyen ve tiibiilin metabolizmasiy-
la ilgili genin ifade diizeylerinde degisimler saptandi.

SONUC
CID’de MDRI genindeki degisikligin MCF-7"de paklitaksel

ve vinkristin direngliliginde temel mekanizma oldugu goriil-
muigtir.

Anahtar sozciikler: Apoptotik yolak; beta tiibiilin; ¢oklu ila¢ direngli-
ligi; MCF-7; mikrodizin analizi.

OBJECTIVES

Acquired or intrinsic multiple drug resistance (MDR) is one
of the limitations for successful chemotherapy. In this study,
MDR mechanisms developed after paclitaxel and vincristine
application in MCF-7 cell line were investigated.

METHODS

Paclitaxel and vincristine were applied to MCF-7 cell line in
stepwise manner. The resistance levels of the cells were deter-
mined by XTT test. The levels of all of the genes in resistant
and sensitive cells were determined by microarray assay.

RESULTS

MCF-7/400nMPac and MCF-7/120nM Vinc cells are 150- and
30-fold resistant compared to sensitive MCF-7. Upregulation
of MDRI gene is found to be important in resistance. The
expression levels of the genes encoding detoxifying enzymes
were upregulated and some apoptotic gene levels were down-
regulated. Changes in expression levels of metastatic genes,
some oncogenes, cell cycle, and tubulin-related genes were
found.

CONCLUSION

According to these results, change in expression level of
MDRI gene seems to be important in resistance in MCF-7
cells.

Key words: Apoptotic pathway; beta tubulin; multiple drug resistan-
ce; MCF-7; microarray analysis.
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Kemoterapi, meme kanseri tedavisinde uygula-
nan en yaygin ve etkili yontemdir. Ancak, kemote-
rapi sliresince, hastalarin tedaviye cevap vermeme-
si veya tedavi sonrasi kanserin tekrarlamasi siklik-
la goriilen bir durumdur.!!! Kanser tedavisinde ba-
sartya ulasmak icin genellikle birden fazla antikan-
ser ilac1 uygulanmaktadir. Ancak, sonradan kaza-
nilan ya da tedavi 6ncesi kiside varolan ilag direng-
liligi, kanser kemoterapisinde basariya ulasmay1
biiyiik Olciide engellemektedir. Bu duruma “gok-
lu ilag direncliligi” (CID, multiple drug resistan-
ce; MDR) denilmektedir.” Kemoterapiye karsi ge-
listirilen direnglilik pek¢ok antikanser ilacin hasta-
lar iizerinde beklenen etkisini gosterememesine ve
hastaligin ilerlemesine neden olmaktadir. Artirilan
ila¢ dozlar1 ise hastalarda goriilen yan etkilerin art-
masina neden olmaktadir. Ayrica, direnglilik nede-
niyle zaman ve ilag kayb1 olmakta, hastalarin teda-
visi zorlagsmaktadir.

Bu calismada amag, paklitaksel ve vinkristin’e
kars1 gelisen CID mekanizmalarinin meme kanse-
rine model hiicre hattinda (MCF-7’de) belirlenme-
sidir. MCF-7 hiicre hattinda ila¢ direncliligi feno-
tipine neden olan molekiiler mekanizmalarin ince-
lenmesi, hastalig1 molekiiler diizeyde anlamay1 ve
hiicrelerin kemoterapétiklere olan direncini 6nleye-
bilmek i¢in yontem gelistirilmesini saglayacaktir.

Bitki alkoloidlerinden taksoid grubu ilaglardan
olan paklitaksel mitoz boliinme sirasinda mikrotii-
biillerin B-tiibiilin alt grubuna baglanarak, mikro-
tiibiillerin tiibiilinlere donlismesini ve mitoz boliin-
me sirasinda olusan ig ipliklerinin yikimini engel-
ler ve hiicre boliinmesini durdurur.®! Memeliler-
de alt1 B-tiibiilin izotipi bulunmaktadir ve izotiple-
rin ekspresyonlar1 dokulara 6zgiindiir. Vinka alko-
loidler, Cezayir meneksesinden (Catharanthus ro-
seus) elde edilmektedir. Vinkristin uygulanan hiic-
reler, zay1f olan mitotik ig ipilikleri yiliziinden nor-
mal mitoza devam edemezler ve hasar géren bu
hiicreler oliirler.

Hicrelerdeki, zararli ve toksik maddeleri uzak-
lastiran biyokimyasal sistemlerin oldugu bilinmek-
tedir. Ilag tedavileri sirasinda bu sistemlerin giic-
lendigi ve kemoterapétik ilaglarin etkili bir sekil-
de hiicre disina atildig1 goriilmistiir. Coklu ilag di-
rengliligine neden olan mekanizmalardan bazila-
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1, ABC tastyici gen ailesi proteinlerinin ekspres-
yonlarindaki artig, hiicreleri programlanmis olii-
me (apoptoz) gotiiren yolaklardan bazilarinin blo-
ke olmasi ve ilag hedef molekiillerindeki degisim-
lerdir.l>®

Molekiiler diizeyde yapilacak ¢aligmalar, kan-
ser tedavi stratejilerinin belirlenmesinde 6nemlidir.
Coklu ilag direngliligine sebep olan genlerin etkisi-
nin tanimlanmasi sonucunda kemoterapi i¢in kul-
lanilan ilag stratejilerine kisiye 6zel olarak sekil-
lendirilebilir.

GEREC VE YONTEM

Direngli Hiicre Hatlarimin Gelistirilmesi,

Kiiltiir Ortami

Meme kanserine model hiicre hatlarindan biri
olan MCF-7 hiicreleri, 69 yasinda beyaz irk bir ba-
yan hastanin meme epitel dokusundan elde edil-
mistir. Tek katmanli biiyiiyen yapiskan hiicre hat-
tidir. Hiicrelerde %10’luk (v/v) fotal dana serumu
(Fetal bovine serum, FBS, Biochrom AG, Berlin)
2 mM L-glutamin, igeren RPMI 1640 (Biochrom
AG, Berlin) kullanilir; mikrobiyal enfeksiyonu 6n-
lemek i¢in de vasata gentamisin (1 mg/mL, Biolo-
gical Industries, Israel) eklenerek, 37°C’de, %5°lik
CO,’de Heracell inkiibatdrde iiretilmistir.”! Yapis-
kan hiicreler, hiicre kiiltiir kabinin %70’ini kapla-
diginda tripsin-EDTA ile pasajlanmistir. Hiicreler
kademeli olarak paklitaksel (0.1 nM- 400 nM) ve
vinkristin (2 nM- 120 nM) doz artislariyla muamele
edilerek direncli hale getirilmistir. Elde edilen hiic-
reler MCF-7/400nMPak ve MCF-7/120nMVink
olarak adlandirilmistir.

Sitotoksisite Analizi (XTT)

XTT yonteminde!'” 96 kuyulu plaklarda, her
kuyuya 5000 hiicre ekildi. Bir gece inkiibasyondan
sonra, hiicrelerin lizerine artan dozlarda antikanser
ilag eklenmistir. 72 saat inkiibasyonun ardindan
her kuyuya XTT (Sodium 3,3’-{1-[(phenyl ami-
no) carbonyl]-3,4 tetrazolium}-Bis(4-methoxy-6-
nitro) benzene sulfonic acid hydrate; Biological
Industries, Israel) soliisyonu eklenmistir (50 pl/
kuyu). 2-3 saat inkiibasyondan sonra, ELISA oku-
yucuda (Spectromax 340 96-well plate reader, Mo-
lecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) 500 nm
arasinda optik yogunluklar belirlenerek her ilag



Meme kanseri MCF-7 h cre hattinda paklitaksel ve vinkristin’e kargi gelismis ¢coklu ilag direnci mekanizmalar

i¢in IC, hesaplanmustir. Duyarli ve direngli hiicre-
lerin IC, | degerleri kullanilarak hiicrelerin direng-
lilik indisleri R= IC, direngli hat/ IC,, duyarl hat
denklemi ile belirlenmistir.

RNA izolasyonu ve

Komplement RNA Sentezi

Duyarli ve direngli hiicre hatlarindan TRI Re-
agent (Sigma, St. Louis, MO, USA) kullanilarak
RNA izolasyonu yapilmigtir. RNA kalitesi OD,
/0D, :1.8-2.0 oraninda ve konsantrasyonu en az
2.5 png/ puL dir.'" Her hiicre hattindan iki RNA or-
negi alinmistir. Mikrodizin analizi her hat i¢in iki
defa yapilmistir. RNA 6rneklerinden komplement
DNA One-Cycle Target Labelling Assay (Aff-
ymetrix, Santa Clara, CA, USA) ile elde edilmis-
tir. IVT isaretleme yontemi ile biyotinli cRNA Aff-
ymetrix GeneChip kit kullanilarak elde edilmis ve
cRNA ornekleri Mg ile muamele edilerek kiril-
mis ve hibridizasyon iglemi i¢in hazirlanmistir.

Hibridizasyon ve Orneklerin Taranmasi

Biyotin ile isaretlemis ve kirilmig olan komp-
lement RNA o6rnekleri kontrol cRNA’lar ile bir-
likte 49/64 format tip Affymetrix GeneChip® (Hu-
man Genome U133 Plus 2.0 Array) ¢iplerine ytik-
lenmistir. Hibridizasyon islemi Affymetrix GeneC-
hip® Hybridization Oven 640 hibridizasyon firmin-
da 45°C’de, 60 rpm’de 17 saat yapilmistir. Yika-
ma ve tarama Affymetrix GeneChip® Fuidics Sta-
tion 450 ve Affymetrix GeneChip® Scanner 3000
yikama-tarama istasyonunda yapilmistir.

Data Analizi ve Gen Listelerinin Belirlenmesi

[lk analiz Affymetrix GeneChip Operating Soft-
ware (GCOS) program kullanilarak yapilmstir. Ka-
lite kontrol i¢in poliA kontrol sinyalleri ve ¢ip arka
plan sinyalleri temel olarak degerlendirilmistir. Ge-
neSpring GX 7.3.1 programi (Agilent Technologies,
Inc., Santa Clara, CA, USA) kullanilarak ileri data
analizi ve degerlendirmesi yapilmistir. Data Robust
Multichip Average (RMA) normalizasyon algorit-
malar ile normallestirilmistir. Istatistiksel olarak
anlamli replica data bagimsiz t-test (a=0.05) ile se-
¢ilmistir. Direngli ve duyarli hiicre hatlar1 arasinda
anlaml1 olarak ifade diizeyi degismis olan genlerle
standart korelasyon kullanilarak gen agaclart olus-
turulmustur (Sekil 1). Genler volcano plot ile (Sekil
2) filtrelenmistir. ifade diizeyi iki kat ve daha fazla

artan ve azalan genler filtrelenip listelenmistir. Pak-
litaksel ve vinkristin direncliligi gelisiminde etkili
olan genler ve direnglilik gelisirken ifade diizeyleri
degisen genler belirlenmistir.

BULGULAR

Sitotoksisite Analizi (XTT)
XTT sitotoksisite sonuglarina gore (Tablo 1)
MCEF-7/400nMPak ve MCF-7/120nMVink hiic-

agacl.

] g -B | -2 2 | i ] 10
Sekil 2. MCF-7/120nMVink hiicre hattinda duyarli hiicreye
gore ifadesi iki kat ve daha fazla artan ve azalan gen-
lerin Volcano plot ile filtrelenmesi.
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Tablo 1

Antikanser ajanlarin duyarli ve direngli MCF-7 hiicre hatlarina antiproliferatif etkisi ve direnclilik indisleri

Hiicre hatt1 Antikanser ajan IC,, (uM) + SEMy Direnglilik indisi
MCEF-7/S Paklitaksel 2.1240.23 -
Vinkristin 5.45+0.66 -
MCF-7/400nMPak Paklitaksel 317.94+0.20 149.98"
MCEF-7/120nMVink Vinkristin 162.2942.19 29.78°

7 Standart error of the means: standart hata; * Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0.05).

re hatlar1 uygulanan segici ajanlara 150 ve 30 kat
direnglilik gelistirmiglerdir. Gelisen direnclilikte
hangi genlerin ifade diizeylerinin degisimlerinin
etkili oldugu mikrodizin analizleri sonucunda be-
lirlenmistir.

Hibridizasyon ve Orneklerin Taranmas:

Hibridizasyon, yikama ve tarama islemlerinden
sonra tiim &rnekler kalite kontrollerinden gegmis
ve Sekil 3’deki goriintii elde edilmistir.

Mikrodizin Analizi

Mikrodizin analizi duyarli ve direngli MCF-7
hiicre hatlarinda paklitaksel ve vinkristin direng-
liliginin mekanizmalarinin detayli olarak belirlen-
mesini saglamistir. Pek ¢ok biyolojik yolaklar ile
ilag direncliligi iligkileri degerlendirilmistir. Miro-
dizin analiz sonuglar1 segilen bazi gen ve protein-
ler i¢in GT-PZR, Western Blot ve Immiin Sitokim-

-

~# GeneChip HG-U

Sekil 3. Yikama ve tarama islemini sonucunda elde edilen ¢ip
goruntusul.
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ya teknikleri ile de dogrulanmistir. MCF-7 hiicre
hattinda paklitaksel ve vinkristin direncliligi geli-
simiyle onemli baglantisi olan genler iligkilendiri-
lerek paklitaksel ve vinkristin direncliligine neden
olan ve direnclilik gelisirken ortaya ¢ikan meka-
nizmalar sematize edilmistir (Sekil 4, 5).

TARTISMA

Mikrodizin analiz sonuglarina goére, MDRI
geni asir1 ifadesinin MCF-7/400nMPak and MCF-
7/120nMVink hiicrlerindeki direngliligin en 6nem-
li nedeni olabilecegi tespit edilmistir. Bunun
yant sira ilaglart detoksifiye eden gluthahion-S-
transferaz (GST) enzimini kodlayan gen (GSTPI)
ifade diizeyindeki artisinda hiire hatlarinda 6nemli
bir direnclilik mekanizmasi oldugu ve MRP1 pro-
teini yardimiyla ilag pomplanmasina katkida bu-
lundugu diisiiniilmektedir. Bu bulgular literatiirde-
ki bilgilerle paraleldir.['”

Beta-tiibiilin izotiplerinin ifade diizeylerinde-
ki degisimler de ad1 gegen ilaglara gelisen direng-
lilik i¢in 6nemli goriilmektedir. Tau tiibiilin kinaz
enzimini kodlayan 77BK gen ifadesindeki atis da
meme kanserinde paklitaksel direcliligi i¢in dnem-
li bir mekanizma olabilir. Rouzier ve grubu mikro-
tiibiil ile ilgili protein tau meme kanserinde pakli-
taksel direngliligi ile ilgisinin oldugunu gdstermis-
tir.['¥1 Mikrotiibiil ile ilgili genlerin ifade diizeyle-
ri iki hiicre hattinda da ¢ogunlukla arts géstermis-
tir. Mikrotiibiil dinamigindeki degisimler antikan-
ser ilaglarin mikrotiibiillere olan baglanma 6zellik-
lerinde etkili olarak ilag direngliligi gelisimine ne-
den olmus olabilir.

Apoptotik yolaklarda bulunan, biiyiime faktor-

lerini ve reseptorlerini kodlayan, tiimor mikro ¢ev-
resinde rol alan ve hiicre dongiisiinde etkili olan
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Sekil 4. MCF-7 hiicrelerinde paklitaksel direngliliginde 6nemli mekanizmalar.
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Sekil 5. MCF-7 hiicrelerinde vinkristin direngliliginde 6nemli mekanizmalar.
baz1 genlerin ifade diizeylerindeki degisimler di- Calismadan elde edilen bulgularin degerlendi-

rencli hiicre hatlarinda artan boliinme 6zelligine rilmesi ile klinikte sik¢a kullanilan ilaglarin direng
katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Bu bulgular gelistirme 6zelliklerinin klinisyenler tarafindan
daha 6nce yapilan ¢aligmalarla benzemektedir.!'*2% onceden bilinmesine yardimci olacaktir. Bu aras-
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tirmalar, bireysel ila¢ tedavi stratejilerinin ve yeni
terapi yontemleri gelistirilmesini saglayacaktir. Ki-
siye Ozel ilag tedavileri ve ilag¢ direncliliginin geri
dontistiiriilmesi kanser tedavisinin klinik basarisi-
ni1 artiracaktir.
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