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ARASTIRMA MAKALESI

Pemetrekset’in in vitro Alkali Tek Hiicre Jel Elektroforez Yontemi ile
Genotoksik Potansiyelinin Degerlendirilmesi

Hayal Cobanoglu, Miinevver Coskun, Mahmut Coskun, Akin Cayir

oz

Pemetrekset, mezotelyoma, kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri ve pek ¢ok neoplazmin tedavisinde kullanilan
kemoterapotik bir ilagtir. Kemoterapotik ilaglar tedavide
sadece kanser hiicrelerini hedeflemezler. Tedavi siiresince
normal hiicrelerde bu ilaglarla karsilagirlar. Buradan yola
¢ikilarak planlanan bu ¢aliymada, pemetreksetin in vitro
kosullarda nomal lokositler tizerine genotoksik etkisinin
olup olmadiginin ortaya konulmasi amaglandi. Calismada,
genotoksisite ¢alismalarinda hizli ve giivenilir sonuglar vermesi
dolayisiyla siklikla kullanilan bir yéntem olan alkali tek hiicre
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jel elektroforez yontemi kullanildi. Iki géniillii donérden alinan
insan periferal kan 6rneklerinden elde edilen lokositler, ilacin
dort farkli konsantrasyonu (25, 50, 75 ve 100ug/mL) ile 1 saat
muamele edildi. DNA hasar1 bakimindan 75pg/mL (p<0,05) ve
100pg/mlde (p<0,01) negatif kontrole gore istatistiksel olarak
anlaml bir artis tespit edildi. Bu bulgu, pemetrekset’in normal
lokositler tizerine genotoksik potansiyelinin olabilecegini
gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Genotoksisite; tek hiicre jel elektroforez
yontemi; pemetrekset

GIRIS

Kanser, gesitli yollarla pek ¢ok dokuda meydana gelebilen
kompleks bir hastaliktir (1). Dinyada her yil 14 milyon
kisinin kansere yakalandigi ve her yil 8.2 milyon insanin
kanser nedeni ile oldiigii bilinmektedir. Eldeki veriler
is1ginda 2030 yilinda yeni kanser vakasinin yilda 22 milyona
ulasacagi ongoriilmektedir (2). Tirkiye'ye ait en son resmi
veriler degerlendirildiginde yilda 163,500 yeni kanser
vakast teshis edilmektedir. Oliim nedenlerine ait istatistikler
incelendiginde ise kansere bagl 6liimler tiim 6liimlerin % 20
civariniolusturmaktadir (3). Kanser tedavisinde yaygin olarak
kullanilan yontemler; cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir
(4). Pemetrekset, purin ve pirimidin sentezleri i¢in gerekli
olan folat bagimli biyosentez dongiilerini engelleyici etkiye
sahip folik asit analogu yeni nesil kemoterapétik bir ilagtir.
Pemetrekset, timidilat sentaz (TS), dihidrofolat rediiktaz
(DHFR) ve glisinamid ribonukleotid formil transferaz
(GARFT) enzimlerinin de bulundugu pek ¢ok enzimin
inhibisyonu ile kanser hiicreleri tizerinde gii¢lii sitotoksik
etkiye sahiptir (5-7). Mezotelyoma ve kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri tedavisinde gegerliligi kabul edilmis bir ilag
olan pemetrekset’in, diger solid tiimorlerin tedavisi tizerine
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etkileri de degerlendirilmektedir (7, 8). Ancak kemoterapotik
ilaglarin ikincil habis timér olusumlarina neden olabilirligi
ciddi bir kaygidir. Ciinkii kemoterapétik ilaglar sadece kanser
hiicrelerini hedeflemezler. Tedavi siiresince saglikl: hiicreler
de bu ilaglarla karsilagirlar (9).

Bu ¢aligmada kullanilan alkali tek hiicre jel elektroforez
yontemi (THJE); kimyasallar, radyasyon ve oksidatif stres
gibi pek ¢ok genotoksik ajanin yarattigt DNA hasarinin
tespitinde hizli, hassas, giivenilir ve en yaygin olarak
kullanilan yéntemdir (10-12). Bu nedenle literatiirde tek
hiicre jel elektroforez yontemi ile gesitli ila¢ ve kimyasallarin
genotoksisitesinin degerlendirildigi pek ¢ok calisma vardir
(13-16). Tek hiicre jel elektroforez yonteminde teorik olarak,
herhangi bir 6karyotik hiicre ile galismak miimkiindiir, ancak
insanlarla yapilan caligmalarda biiyiik ¢cogunlukla lenfositler
tercih edilmektedir (17, 18).

Pemetrekset’in timor hiicrelerine etkileri tizerine yapilmis
pek cok calisma vardir (5, 19-24 ). Ancak normal hiicreler
tizerine genotoksik etkileri ile ilgili in vitro ¢alismalarda
halen eksiklikler vardir (6). Yapilan literatiir taramasinda
pemetrekset’in alkali tek hiicre jel elektroforez yontemi ile
normal l6kositler tizerine genotoksik etkisine ait bir dataya
rastlanilmadi. Bu yiizden bu ¢alismada pemetrekset’in
normal 16kosit hiicreleri iizerine muhtemel genotoksik
potansiyelinin, in vitro alkali tek hiicre jel elektroforez teknigi
ile arastirilmasi amaglandi.

GEREC VE YONTEM

Calismada 28 ve 31 yaslarinda iki gonillii dondrden
(sirastyla 1 kadin, 1 erkek) elde edilen periferal kan
ornekleri kullanildi. Dondrler, sigara i¢medigi, siirekli ilag
kullanmasini gerektirecek kronik bir hastalig1 ve genetik bir
rahatsizlig1 olmadig1 kendilerince beyan edilmis kisilerden
secildi. Her bir dondrden 4 mL kan 6rnegi steril heparinli
tiplere alindi. Orneklerin temin edildigi donérlerden
gontlli onam formlarr alindi. Caligmanin etik kurul izni
Ganakkale Onsekiz Mart Universitesi “Klinik Aragtirmalar
Etik Kurulu” tarafindan verildi (Say1: 18920478-050.01.04-
E.148647, Karar no: 2016-23).

Test Maddesi ve Konsantrasyon Se¢imi

Test maddesi olarak steril su i¢inde ¢oziilmils pemetrekset
(Ticari adi: Alimta’, Lilly, USA) kullanildi. Molekiil agirhig::
471,37 g/mol ve molekiil formiili: C,H N.Na O, olan
pemetreksetin kimyasal yapisi sekil 1de verildi. Test

edilen konsantrasyonlar daha 6nce Istifli ve ark. yaptiklari
calismadaki konsantrasyonlar dikkate alinarak belirlendi (6).

Negatif ve Pozitif Kontroller

Pozitif kontrol olarak hiicreler, 5 dakika 50uM H, O, ile inkiibe
edildiler. Negatif kontrollere ise hi¢cbir ekleme yapilmad.

In vitro Tek hiicre jel elektroforez

Tek hiicre jel elektroforez, Dhawan ve ark. tarafindan
belirtilen yontemde yapilan kiigiik degisikliklerle uyguland:
(25). Uygulamalardan 6nce lamlar normal erime noktali
agaroz jel ile (NMA; Invitrogen) kaplandi. Kan 6rneklerinden
Ficol-Histopaque (Axis-Shield) ile 16kositler izole edildi.
Uygulamalar 3 tekrar olarak yapildi. Her bir kiiltiire 10°hiicre/
mL olacak sekilde hiicreler ve ilacin 4 farkli konsantrasyonu
(25, 50, 75 ve 100pg/mL) eklendi. Kiiltiirler 37°Cde 1 saat
inkiibe edildi. Tiim kiiltiirler inkiibasyon sonunda, sogutmali
mikrosantrifiijde +4°Cde 3 kez soguk fosfat tamponlu salin
cozeltisi (PBS; Sigma) ile yikanarak sonlandirildi. Onceden
NMA ile kaplanmis lamlarin tizerine, diisiik erime noktal:
agaroz jel ile (LMA; Invitrogen) hiicre karigimi damlatilip
lamel ile kapatildi. Agar donana kadar (5 dakika) +4°Cde
bekledi. Lamelleri alinan lamlar yiiksek konsantrasyonda
tuz ve deterjan iceren soguk lizis ¢ozeltisinin i¢inde +4°Cde
1 saat bekletildi. Lizis asamas1 ve sonrasindaki elektroforez
agsamasi karanlikta gerceklestirildi. Elektroforez asamasinda
lamlar, soguk elektroforez ¢ozeltisi (pH>13) i¢inde 20 dakika
bekletildi. Buislem sonunda lamlar yatay elektroforez tankina
yerlestirilerek soguk elektroforez ¢ozeltisi iginde 20 dakika,
300 mA ve 25V’ta yuritildi. Elektroforez agamasindan
sonra lamlar 15 dakika nétralizasyon ¢ozeltisinde (pH=7,5)
bekletildi.

Sekil 1. Pemetrekset disodyum kimyasal yapisi.
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Boyama ve Mikroskobik Degerlendirme

Her bir lam 65pL (20 ug/mL) etidyum bromiir (EtBr; Sigma)
ile 5 dakika boyanarak florasan mikroskopta (Carl Zeiss,
Almanya) degerlendirme asamasma gecildi. Mikroskobik
degerlendirme Collinse gore gorsel analiz ile yapild: (26). 3
tekrar olarak yapilan uygulamalarda her tekrar icin 500 hiicre,
her konsantrasyon icin toplamda 3000 hiicre degerlendirildi.
Her bir konsantrasyon igin Arbitrary Unit (AU) asagidaki
formiil ile hesaplandu.

U 0XA + 1XB + 2XC + 3XD + 4XE
N
Bu formiilde, N degerlendirilen toplam hiicre sayisin1 temsil
etmektedir. A, B, C, D, E ise sirasiyla hasarsiz hiicre, 1.

dereceden hasarly, 2. dereceden hasarli, 3. dereceden hasarli

ve 4. dereceden hasarli hiicre sayilarini temsil etmektedir
(Sekil 2).

Istatistiksel Analiz

Bu calismada istatistiksel analizler GraphPad Prism 5
(Windows igin) programi kullanilarak yapildi. Farkli

konsantrasyonlar i¢in elde edilen DNA hasarlarinin
birbirlerinden istatistiksel olarak farkli olup olmadigini
Wallis

H testi kullanildi. DNA hasar1 bakiminda uygulanan

belirlemek i¢in parametrik olmayan Kruskal
konsantrasyonlarin istatistiksel olarak farklilig1 ise Dunn testi
ile analiz edildi. Caligmada kullanilan program bu 6zellikleri
ortaya koydugu igin secilmistir. Elde edilen sonuglar negatif
kontrol ile karsilastirildi. Pozitif kontroliin negatif kontrole
gore anlamliligs Mann-Whitney U testi kullanilarak yapildi.

BULGULAR

Bu caligmada elde edilen sonuglar pemetrekset’in, ¢alisilan
tim konsantrasyonlarda negatif kontrole goére ortalama
AU olusumunu arttirdigini gostermektedir. Ancak yapilan
istatistiksel analiz sonucunda ortalama AU atiginin 75pg/
mIde (p<0,05) ve 100ug/mlde (p<0,01) istatistiksel olarak
anlamli oldugunu gostermektedir. (Tablo 1). Ayrica her
bir konsantrasyonun neden oldugu DNA hasarimin,
konsantrasyona bagli olarak dogrusal bir sekilde arttig

ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu gériilmiistiir
(r=0,99, p=0,001).

Sekil 2. Hasarsiz ve hasarli hiicreler. 0: hasarsiz hiicre, 1: birinci dereceden hasarli hiicre, 2: ikinci dereceden hasarli hiicre, 3:

tgiincil dereceden hasarli hiicre, 4: dérdiincii dereceden hasarl hiicre (26).
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Tablol. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan Pemetrekset’in insan normal 16kositlerindeki ortalama AU degerleri

Pemetrekset Degerlendirilen Toplam 1. donér ort AU 2. dondr ort AU Ort AU£SE
Konsantrasyon Hiicre Sayist
NK 3000 15,33 9,33 12,33+4,24
50 yM H,0, 3000 134,83 175,40 155,12+28,68™
25 ug/mL 3000 24,68 13,39 19,04+7,99
50 pg/mL 3000 28,52 15,86 22,1948,95
75 ug/mL 3000 30,80 29,61 30,2140,84"
100 pg/mL 3000 32,14 33,90 33,02+1,25
NK: Negatif kontrol, AU: Arbitrary Unit, H,0,, Hidrojen peroksit, Ort: Ortalama, SE: Standart sapma
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
200,00
180,00
*'f:a:
160,00
-
= 140,00 -
e
-'E 120,00 -
= 100,00 -
e :
£ 8000 - W Seril
£ 60,00 -
2 * * ok
40,00 -~
000 | O
U _,UU = T - T T T
PK NK 25 50 75 100
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 3. Pozitif ve negatif kontrol ile Pemetrekset’in farkli konsantrasyonlarina bagli olusan Arbitrary unit (AU) degerleri
(r=0,99, p=0,001, dogrusal regresyon analizi). PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol, *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001

TARTISMA

Bu c¢alismada pemetreksetin normal l6kositler {izerine
genotoksik potansiyeli in vitro kosullarda tek hiicre
jel elektroforez teknigi ile arastirildi. Calisilan dort
konsantrasyondan (25, 50, 75 ve 100pg/mL) 75 ve 100pg/
mL de ortalama AU degerlerinin negatif kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli artis gosterdigi tespit edildi

(sirastyla  p<0,05, p<0,01). Bu sonug¢ ilacin ¢alisilan

konsantrasyonlarda DNA hasarini uyardigini ve genotoksik

potansiyeli olabilecegini gostermektedir.

Literatiirde pemetreksetin normal l6kositler tizerindeki
genotoksik etkisini alkali tek hiicre jel elektroforez teknigi
ile degerlendiren bir veriye rastlanmamustir. Ancak ilacin
cesitli kanser hiicreleri tizerindeki genotoksik etkilerini
degerlendiren ¢alismalar mevcuttur. Yang ve ark. yaptiklar:

calismada, Insan kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri
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hiicrelerini 16, 24 ve 48 saat pemetrekset ile muamele ettikten
sonra ilacin DNA hasarini uyarip uyarmadigini aragtirmiglar.
Bu ¢aligmada, pemetreksetin kanser hiicrelerinde DNA
hasarini uyardig1 ve siirenin artmasina bagli olarak DNA
hasarinin da arttig1 arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir
(24). Bir bagka ¢aligmada, pemetrekset’in genotoksisitesi cilt
kanseri hiicrelerinde tek hiicre jel elektroforez yontemi ile
¢aligmis ve ilacin DNA hasarini uyardigi bulunmustur (23).
Bu iki ¢alismada elde edilen sonuglar ve bizim ¢alismamizin
sonucu pemetrekset’in hem kanser hiicreleri hem de normal

hiicrelerdeki genotoksik etkisinin olabilecegine isaret
etmektedir.
Pemetreksetin, normal periferal lenfositlerin {izerine

genotoksik etkisinin degerlendirildigi baska bir caliymada
KA (Kromozom aberasyonlar1), MN (Mikroniikleus) ve KKD
(Kardes kromatid degisimi) teknikleri kullanilmig. Ilacin
KA tekniginde kromozom hasarini negatif kontrole gore
istatistiksel olarak anlaml derecede uyardigi bulunmugtur (6).
Kromozom aberasyonlarini olusturan mekanizmalardan birisi
kromatitlerde olusan kiriklardir. Tek hiicre jel elektroforez
yonteminin esast da DNAdaki zincir kiriklaridir. Dolayisi ile
Istfli ve ark. elde ettikleri sonug bu caligmada elde ettigimiz
sonucu desteklemektedir. Bagka bir antifolat kemoterapotik
ilag olan metotreksat ile yapilan in vivo genotoksisite
calismasinda metotreksatin hem MN hem de kromozom
aberasyonlarinda artisa neden oldugu ve ilacin hem insanlarda
hem de deney hayvanlarinda genotoksik oldugu bildirilmistir
(27). Benzer sekilde Padmanabhan ve ark. metotreksatin
sperm hiicreleri izerinde de toksik etkisi oldugunu bildirmistir
(28). Farkli teknikler (MN, KKD, Tek hiicre jel elektroforez
gibi) kullanilarak yapilan genotoksisite calismalarinda ortaya
¢ikan sonuglar bazen tutarlilik gdstermeyebilir. Ornegin Istifli
ve ark’nin pemetrekset'in genotoksisitesini in vitro olarak
degerlendirdikleri ¢aliyjmada MN ve KKD yontemlerinde
elde ettikleri sonuglar bu ¢aliymadaki bulgu ile ¢elismektedir.
Bunu sebebinin su olabilecegi diisiiniilmektedir: Tek hiicre jel
elektroforez yonteminde DNA hasar1 dinlenme evresindeki
(GO evresi) hiicrelerde tespit edilir. Ancak KKD ve MN hiicre
dongtisiinde ilerleyen hiicrelerde tespit edilmektedir (13).
Kalweie ve ark. gore G1 fazindaki lenfositler GO fazindaki
lenfositlerden daha fazla tamir kapasitesine sahiptirler.
Bu nedenle hiicre dongiistinde ilerleyen lenfositlerde, G1
fazindaki tamir stireci sebebi ile MN ve KKD olusumunda
beklenen anlaml artislar goriilemeyebilir (29).

Alkali tek hiicre jel elektroforez (pH > 13) teknigi
DNAda tek ve cift zincir kirklarimin (SSB, DSB), SSB ile
iligkili tamamlanmamis baz eksizyon tamir boélgelerinin
belirlenmesine olanak saglayan bir yontemdir (25). Yontemde

DNA hasarmi olusturan bir diger mekanizma ise DNAda
olusan alkali hassas bolgelerdir (ALS). Pek gok genotoksik ajan
DNAda direkt iplik kiriklarina neden olmaz. Bu genotoksik
ajanlar, DNAda ya Apiirinik / Apirimidinik bazsiz (AP)
bolgeler olusturarak ya da baz veya fosfatin alkillenmesine
yol acarak DNAda ALS olusturabilirler. DNAda olusan
ALS tek hiicre jel elektroforez yontemi sirasinda yiiksek
pH’l1 elektroforez ¢ozeltisi i¢inde kiriklara doniisebilir (30,
31). Alkali tek hiicre jel elektroforez tekniginin kullanildig:
bu caliymada, pemetreksetin DNA hasar1 bakimindan
istatistiksel olarak anlaml artiga neden olmasi ilacin DNAda
yukarida belirtilen mekanizmalardan biri ya da daha fazlasi
yolu ile DNA hasarini uyarmis olabilecegi sdylenebilir.

DNA hasarinin yaslanma, kardiyovaskiiler ve nérodejeneratif
hastaliklara neden oldugu bilinmektedir. Ayrica hayvan
modellerinde ve insanlarla yapilan deneylerde kanser gelisimi
ve DNA hasarinin baglantili oldugu goriilmektedir. Bagka bir
deyisle DNA hasar1 ve yanlis tamir edilmis DNA kanserin
baslamasi ve ilerlemesinin altinda yatan molekiiler bir olaydir
(32, 33). Bu calisgmada kullanilan tek hiicre jel elektroforez
yontemi ise DNA hasarinin tespitinde kullanilan hassas ve
givenilir bir yontemdir (18). Bu nedenle, kemoterapotik
ilaglarla yapilmis 6nceki bazi ¢alismalarda (6, 9, 24, 28) ve
pemetrekset ile yapilan bu calismada elde edilen bulgular
kemoterapétik ilaglarmn ikincil habis timoér olusumlarina
neden olabilirligi goriistinti giiglendirmektedir.

SONUC

Bu calismada pemetrekset’in genotoksisitesi, giiniimiizde
dogru ve gtivenilir bir yontem olarak kabul edilen alkali
tek hiicre jel elektroforez yontemi ile degerlendirildi. Elde
edilen sonug ilacin normal lokositler {izerine genotoksik
potansiyelinin olabilecegine isaret etmektedir. Bununla
birlikte ilacin genotoksisitesi farkli molekiiler mekanizmalarla
olusan DNA hasar1 indikatori olan bagka tekniklerle de (KA,
MN, KKD) aragtirilmalidir. Ozellikle MN teknigi ile yapilacak
caligmalarda geleneksel giemsa boyama yerine floresan in situ
hibridizasyon (FISH) boyama kullanilirsa ilacin genotoksik
niteliginin (kromozom kiriklarina neden olan klastojenik bir
ajan myi, yoksa tam kromozom kaybina neden olan anojenik
bir ajan m1 oldugu) netlik kazanacagi distiniilmektedir.
[lacin tek hiicre jel elektroforez ile yapilacak bundan sonraki
caliymalarinda da yine yontemin FISH kombinasyonunun
kullanilmasinin faydali olacag: diisiiniilmektedir. Ciinki
bu teknikle ilacin 6zellikle kanser ile ilgili gen bolgelerinde
(KARS, TP53, APC) ya da telomer bolgelerinde hasara neden
olup olmadig: tespit edilebilecektir.
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Evaluation of genotoxic potential of pemetrexed by using in
vitro alkaline comet assay

ABSTRACT

Pemetrexed is a chemotherapeutic drug, approved for the
treatment of mesothelioma and non-small cell lung cancer
and variety of neoplasm. Chemotherapeutic drugs don't target
only cancer cells in treatment. During treatment these drugs
encounter with normal cells as well. Therefore, in this in vitro
study, it was aimed to investigate the whether genotoxic effect
or not of Pemetrexed on normal leukocytes. In vitro alkaline
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