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ONSOZ

TUBITAK Saghk Bilimleri Grubu tarafindan, Turk-Macar ikili Isbirligi Projesi
kapsaminda Desteklenen bu projede (SBAG-MACAR-2 / 10358042); kanser hiicrelerinde geligen
¢oklu ilag direngliligini diizenleyen molekiillerin, gincel bir yontem olan peptit kiitiiphanelen

kullanilarak arastinlmast amaglanmigtir.
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0oz

Kimyasal tedavi edici ajanlara ( kemoterapotikler ) karsi, bakteri, mantar, protozoa ve
kanser hiicrelerinde geligen direngliligin olusumundan bircok mekanizma sorumludur. Coklu ilag
direnci (multidrug resistance), memeli hicrelerinde, 6zellikle timér hiicrelerinde, anti-tumor
ilaglara karst gelisen ve ilacin hiicre igerisine olan emilimini engelleyen hiicresel yamiti
tanimlayan bir kavramdir. Coklu ilag rezistansi geligen bir hiicrede; sitotoksik ilaglann azalan
emilimi, p-glikoprotein, glutatyon-S-transferaz =, protein kinaz gibi bazi hiicresel proteinlerin
aktiviteleri ile iglevlerinde ve plazma membrani, sitozolik pH gibi odaklant etkileyen hiicre
biyofizigindeki ti¢ temel degisikligin gozlenmesi s6z konusudur. Kanser hiicrelerindeki ¢oklu ilag
rezistansindan sorumlu protein olarak P-glikoproteinin hedeflenmesi en iyi bilinen modellerden
bir tanesidir. Bu projede; p-glikoprotein eksprese eden model hiicrelerde (L2178/MDR1a), goklu
ilag ditencini diizenleyen peptit molekillerinin, faj gosterim (phage display) S«"mtemi ile elde
edilmesi amaglanmistir. Elde edilen verilere gore; MDR ekprese eden hiicrelen 6zgin olarak
tantyan ve TFP (triffluoperazin), verapamil gibi reversal molekiillerin etkilerini degigtiren peptit
molekili gelistirilmistir. Projede elde edilen bir diger sonug ise; peptit kiitiiphanesinde segilen
bazi klonlarnn mdr reversal molekiil olarak davranabildigi saptanmigtir. Sonug olarak; ¢oklu ilag
direngliligi modelinde, yapay faj peptit kiitiiphanelerinin, membran biyofizigine yonelik olarak
yapilacak ¢ahigmalarda yararh bir yontem oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: P-glikoprotein, mdr, peptit kiitiiphanesi, hiicre hedefleme, mdr reversal




ABSTRACT

There are many mechanisms which are responsible for the development of multidrug
resistance in bacteria, yeast, protozoa and cancer cells. Multidrug resistance is known as the
resistance observed in the cells (especially in cancer cells) developed against drugs. In multidrug
resistant cells; the decreased cytotoxic drug absorption, changes in some protein activities (like
p-glycoprotein, glutathion-S-transferase 7, protein kinase) and pH changes are observed as main
biophysical behaviour. One of the best known model is p-glycoprotein resposible for multidrug
resistancy in cancer cells. In our study; we aimed to develop recombinant peptides against human
p-glycoprotein expressing model cells (L2178/MDR1a) from artificial peptide libraries. One
peptide developed as targeting molecule for the recognition of MDR resistant cells. This
recombmant peptide changes the mdr reversal effects of TFP (trifluoperazine) and verapamil.
There are also other phage clones which might behave as mdr reversal molecules. Our results
show that artificial peptide library approach will be powerful research tool in the field of
membrane biophysics of the multidrug resistance.

Keywords: P-glycoprotein, mdr, peptide library, cell targeting, mdr reversal




GIRIS

Kanser problemi, tiim ileri tedavi uygulamalarina karsin Avrupa llkelerinde &liime
neden olan hastaliklar arasinda ikinci siray1 almaktadir. Hasta gruplan icerisinde, kimyasal
tedaviye (kemoterapi) kars1 gelisen direng ve yamtsizlik ortaya koyan olgular her gegen giin
artmaktadir, Coklu ilag direngliligi (multidrug resistance) olarak da tanimlanan bu hiicresel
davrams, kanserin etkili kimyasal tedavisinde bir engel olarak ortaya ¢ikmaktadir. Coklu ilag
direngliligine neden olan mekanizmalar igerisinde en iyi bilinen p-glikoprotein aracilig ile
gerceklesen hiicre davramgidir, P-glikoprotein; kanser hiicrelerinde normalden fazla eksprese
olarak; ilacin hiicre icerisine alinmasim engellemekte ve kimyasal tedavinin basarisim
olumsuz yonde etkilemektedir. Kanser tami ve tedavisinde; hassas ve segici algilama, direng
mekanizmalarinin anlagilarak bozulmasi ve hiicre hedefleme olmak iizere ti¢ temel konuda
araghrma ve gelistirme c¢alismalarina gereksinim duyulmaktadir. ~ Birgok arastiner p-
glikoprotein islevini bozan molekiiller elde etmek amacina yonelik ¢alisma yapmaktadir.
Coklu ilag direncliligini tersine ¢eviren (multidrug resistance reversal) ¢ok sayida molekiil
elde edilmistir. Bu noktada ortaya ¢ikan bir bagka sorun ise, direnci tersine gevirebilme
yetenegi olan molekiilin 6zgiin bigimde hedef hiicreye yonlendirilmesidir. Hiicre
hedeflemesinin (cell targeting) gergeklestirilebilmesi icin, ilgili kanser hiicresini Ozgiin
bicimde algilayan molekiilsel yapilarin elde edilebilmesi onemlidir. Hiicre membran
biyofizigi alaminda yapilmakta olan ve yapilacak ¢aligmalar bu kavramlarin aydinlatiimasina
degerli katkilarda bulunabilecektir.

Gelisen gen teknolojisi ve bu teknolojinin birgok alandaki yansimalari, dogal olarak
tam ve tedaviye doniikk kavramlan da etkilemektedir. Rekombinant DNA yontemleri bu
yansimalar: tetikleyerek, 6zellikle molekiilsel diizeydeki algilama yontemlerinde gelismelere
neden olmustur. Yapay peptit kiitiiphanelerinin kullanimi, bu tiir gelismis ve glincel

teknolojilere bir 6rnek olarak verilebilecektir. Hiicre membram {izerindeki farkliliklar

geligtirilebilecek peptit molekiilleri ile algilanabilecek ve p-glikoprotein gibi islevsel hiicre

membran proteinleri ile etkileserek bu iglevierde degisikliklere yol agabilecektir.




Tiirk-Macar ikili Isbirligi projesi; her iki tarafta da bulunan yetenek, bilgi ve
deneyimin paylasimuni 6ngormektedir. Bu 6ngodrii dogrultusunda yapilan proje ¢alismalar,
secilen model olan kanser hiicrelerindeki goklu ilag direngliligini diizenleyici molekiillerin
giincel yontemler ile gelistirilmesi konusunda bir dizi ortak g¢aligmamn ilk adimim
olugturmaktadir. Macar aragtirma grubu, kanser hiicrelerindeki ¢oklu ilag direngliligini tersine
gevirebilen kimyasal yapilar konusunda uluslararast diizeyde 6nemli deneyime sahiptir. Tiirk
tarafindaki ¢aligma grubu ise rekombinant algilayici molekiillerin gelistirilmesinde bilgi
birikimi tagimaktadir. Proje galigmalarinzda; insan p-glikoproteinini yiiksek diizeyde
eksprese eden fare lenfoma hiicreleri modellenmigtir. Caligmanin temel amaci, segilen model

hiicrelerde algilama ve p-glikoprotein islevi iizerinde etkin peptitlerin elde edilmesi ve bu

yaklagtmin her iki grup igerisinde gelistirilerek siirdilriilmesine olanak saglayacak kogullarin
olusturulmasidir.




GENEL BIiLGILER

P-Glikoprotein ve Coklu fla¢ Direngliligi

P-glikoprotein, ATP ile insan ABCB1 geni tarafindan kodlanan ATP (adenozin
trifosfat) baglayan aileye ait bir membran proteinidir. ABCB1, ATP baglayan aileden B alt
grubuna ait olup aym zamanda da, coklu ilag direngliligi (multidrug resistance, MDR) geni
olarak da bilinmektedir. Insanda MDR genleri iki tane olup MDR1 ve MDR3 olarak
tammlanmaktadir. MDR1 geni tarafindan kodlanan p-glikoprotein (P-gp) ilag diga atihm
transporter (drug efflux transporter) molekiilii olarak iglev gbrmektedir. Kanser hiicrelerinde
agin diizeyde eksprese olan bu molekiil, ilacin hticre igerisine ahmim engellemektedir. Bu
davrams, asin oranda sentezlenen P-gp’nin, uygulanan kimyasal tedavinin bagansim,
etkilemesine yol agmaktadir. P-gp bu islevi, ilgili kimyasal maddeyi hticre membrani lipid
tabakas: icerisinde tutuklayip digan atarak gergeklestirmektedir (Sekil 1) (1, 2).

Sekil 1)7 P-glikoproteinin hiicre membrant tizerindeki yerlesimi ve iglevi (2)

P-glikoprotein; 1280 amino asit igerigine sahip, hiicre membran izerinde hiicre dis1
ve i¢ine uzanacak bigimde yerlesmis bir membran gecisli (transmembrane, TM) proteindir.
Molekiilsel agirhigi 170 kDa olan bu protein, hilcre membram tizerindeki yapilanmasinda alt1
membran gegisli pargadan (segment) olugmaktadir. Genel olarak bakildiginda, her biri ATP
baglayan kiime ile sonlanan ve bir ara baglayic1 (linker) ile iliskilenen iki homolog parcadan
olugan bu yap: icerisinde toplam 12 adet alt kilme (TM1/TM12) yer almaktadir (Sekil 2) (3—
4).




Sekil 3) P-Glikoprotein iglevinde yer alan membran gegisli alt kiimeler (3)
TM: membran gegisli kiimeler, NBD-niikleotit baglayan kiimeler

Loo ve Clarke’a gore, P-glikoprotein membran gegisli kimelerden (TM) ikili bigimde
TMS/TMS ile TM2/TM11 ciftinin, hiicre membram lipid tabakaya girigte, islev gordigi
dngoriilmektedir (Sekil 3) (4). Bu iliskiler, protein yapisindaki konformasyonel degigimler ile
tetiklenmekte ve algilanmaktadir. P-gp antrasiklinler, antrasenler, vinka alkaioidleri gibi ¢ok
sayida substrati kullanmaktadir. Diger taraftan, kalsiyum kanal blokorleri, kalmodulin
antagonistleri, hidrofobik peptitler, antihistaminik ilaglar gibi birgok molekiil aym zamanda
da P-gp antagonisti olarak islev gérmektedir. Baz1 P-gp substratlan ve antagonistleri Tablo 1
ve Tablo 2’de verilmektedir. P-glikoprotein ve coklu ilag direngliligi ile ilgili model hiicre




sistemlerinde listede bazilan gosterilen substrat ve antagonist molekiiller kontrol olarak
kullanilmaktadir. P-gp eksprese eden hiicre sistemlerinde, p-glikoprotein etkinliginin
izlenmesinde FACS (fluorescence-activated cell sorter) analizi onemli bir yer tutmaktadir.
Coklu ilag direngliligi gosteren hicre modelleri iizerinde yapilan ¢aligmalarda geligtirilen
molekiiller FACS analizi ile irdelenebilmektedir. Proje galismalarinda yapilan FACS
analizlerinde verapamil kontrol olarak kullanilmig ve izleme rodamin alimi (rhodamine
uptake) ile yapilmigtir.

P-glikoprotein titm zellikleri 6zellikle hiicre membran biyofizigi agisindan yararh bir
model sistemdir. Gerek ¢oklu ilag¢ direngliligi ve gerekse de hiicre hedefleme ¢aligmalarinda
bu protein ile etkilesen molekiillerin etkilesim dogalarinin aydinlatilmasi, 6nemli bir deneysel

yaklagimdir.




1 ) Baz1 P-glikoprotein substratlar1 ®

'OPROTEIN SUBSTRATLARI

KIMYASAL MADDE

 atrasiklinler

Daunorubisin

Doksorubisin

Epirubisin

Bisantren

Mitoksantron

Vinblastin

Vinkristin

Vinorelbin

Vindesin

1 ubulin polimerlestirici ilaglar

Kolgisin

Paklitaksel

Dosetaksel

| HIV-1 proteaz inhibitorleri

Ritonavir

Sakinavir

Indinavir

| Fluorofor

Kalsein-AM

Rodamin 123

Tablo 2 ) Baz1 P-glikoprotein antagonistleri @

P-GLIKOPROTEIN ANTAGONISTLERI

KIMYASAL MADDE

Kalsiyum kanal blokérleri

Verapamil

Diltiazem

.

Kalmodulin antagonistleri

Trifluoperazin

Klorpromazin

Triflopromazin

Flufenazin

Antiaritmikler

Kinidin

Amiodaron

Propafenon

Antihipertansifler

Rezerpin

Propranolol

Antihistaminikler

Prometazin

Terfenadin

Hormonlar

Progesteron

Spironolakton

Tamoksifen

(a) Litman et al, CMLS 58: 931-959, 2001




Peptit Kiitiiphaneleri

Faj gOsterim (phage display) teknidi temel olarak, filamentdz fajlar iizerinde protein
ve peptit kiittiphanelerinin sunulabilmesi ve sunulan bu kiitiiphanelerin 6zgiin hedefler igin
taranmasini olanakli kilan bir yontemdir (6). Yapay peptit kiittiphaneleri faj gosterim teknigi
icerisinde yer almaktadir. Bu kiitiiphaneler, filamentdz faj tizerinde yer alan kilif proteinleri
ile birlikte dis ortama sunulacak sekilde ilgili faj genomuna klonlanirlar. Bu amagla
kullanilabilecek kilif proteinleri protein VII ve protein 111 olarak bilinmektedir. Protein VIII
¢ok daha fazla kopya sayisina sahip olmakla birlikte, bu teknolojinin uygulanmasinda daha
¢ok bes kopya olarak faj iizerinde yer alan protein Il kullamlmaktadir (Sekil 4). Yapay peptit
kiitiphaneleri, genis bi¢imde, saflagtinlmug model proteinler, hiicreler veya organlar hedef
kullanilarak bu hedefleri algilayabilen peptitlerin elde edilmesinde kullamlmaktadir. Ayrica
cift iplikli DNA (dsDNA) dizilerini 0zgiin olarak algilayabilen peptitler de
gelistirilebilmektedir (6-9).

Ivinde yabanci gen {inserf) olmayan faj

*  Protein 111 ile sunulan kiltbphane

Protein VI ile sunulan kiitiphane

Sekil 4 ) Filamentoz faz genomuna klonlanarak sunulan peptitler

Yapay peptit kiittiphaneleri olusturulurken, kiittiphanenin boyutuna gére yapay olarak
sentezlenen (6rnegin oligoniikleotit sentezleyicide) peptiti kodlayan DNA parcast ilgili fajn
icerisine protein IIl ile birlikte tretilecek bicimde, restriksiyon enzimleri kullamlarak
klonlanir. Sekil 5°de bu sekilde hazirlanmus 16-mer’lik peptit kiitliphanesi Ornegi
verilmektedir. Bu ve benzeri yontemler ile hazirlanmis bir kiitiiphanede 10'-10° farkli peptit
dizisi faj tizerinde sunulabilmektedir. Hedefi algilayan peptitleri sunan fajlar alinarak
igeriklerindeki peptit dizisi saptanabilmektedir. Hedef ile karsilagtirilan peptit kiitiiphanesi




sunan fajlardan hedefe baglananlar alinmakta ve bir sonraki kargilastirma islemi icin tekrar
¢ogaltilmaktadir (Sekil 6). Hedefi algilayan peptitlerin zenginlestirilerek elde edilmesi
tekrarlayan karsilagirmalan gerektirmektedir. Genellikle 3-4 kez bu karsilagtima islemi
tekrarlanmaktadir. Bazi 6zel durumlarda, bu tekrarlama islemi daba ¢ok sayida da

olabilmektedir.
Sekil 5 ) Faj igerisine klonlanmak tizere hazirlanan 16-mer’lik peptit kiitiiphanesi
N:ACGT
S:G.C

Sfi I ve Not I: Klonlama igleminde kullamilacak restnks:yon enzimleri

&
(‘ H i Faj sunan kiitiiphane ile
hedefin karsilastirimas:

Hedefi alzlayan klonlarm
coBaltlarak hedef le
tekrar karsilastinimas

Hedefi alpilayan Konlarin segimi

Segilen kKlonlarm karakterizasyonu

Sekil 6 ) Peptit kiitiiphanesinden secim islemi (panning)




Peptit kiittiphanelerinden elde edilen klonlar, fajin igerisindeki DNA dizileri okunarak
tammlanmaktadir. Ayrica peptitin hedefi ile olan iliskileri Faj-ELIZA, SPR (surface plasmon
resonance) gibi yontemlerle belirlenmekte ve etkilesimin dofasina iliskin bilgiler elde
edilmektedir. Bu sekilde tammlanan peptitler; tiimorlerin hedeflenmesi (tumour targeting) ve
bu hedeflere doksorubisin gibi kimyasallarin tasinmasinda kullanilabilme potansiyeline sahip
aday yeni nesil molekiillerdir (8-12).

SPR (Surface Plasmon Resonance) Analizi:

Biyolojik mekanizmalardaki davramslanin tiimii, molekillerin birbirleri ile olan
etkilesim yeteneklerine baghidir. Bir molekiiliin bir difer molekille etkileserek sistem
icerisindeki veri ve islevsel davramsi, aralarindaki konformasyonel uyumluluk ile
belirlenmektedir. Antijen-antikor, hormon-reseptor iligkileri, hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal
iletisi gibi birgok biyolojik davranig, protein-protein ve niikleik asit (DNA, RNA)-protein
etkilesimleri ile gerceklesmektedir. Bu etkilesimlerin dogasimn belirlenmesinde molekiillerin
birbirlerine olan ilginligi (affinity), kinetik 6zellikleri, mekaniksel ve termodinamik 6zellikleri
Onemli yer tutmaktadir. SPR, isaretleme gereksinimi olmaksizin (Jabel free) bu 6zelliklerin
izlenmesi ve kayitlanmasini saglayan giincel biyofiziksel bir yaklasimdir. SPR yaklastmi aym
zamanda giincel bir biyosensor olarak da tanimlanmaktadir. SPR biyosensorleri; tibbi tan,
biyoteilnoieji, gida ve cevre biyogiivenligi, ilag arastirmalan gibi birgok alanda yogun
bigimde kullaniimaktadir (13-16).

SPR biyosensorii, optik ve ylizey plasmon rezonans: (surface plasmon resonance) gibi
iki fiziksel kavramdan yararlanmaktadir. Sistemin optik yonii, Snell Kanunu ile tanimlanan
is1gin kinlmas: ilkesine dayanmaktadir. Isik farkh kinlma indislerine sahip iki ortamdan
kinlarak gecmekte, buna karsin gelis acist kritik agiya (Bcriica = arcsin[np/n;]) esit ise gelis
ylizeyinde kalmaktadir. Kritik agidan daha bilyilk aci ile gelen 151k ise geldigi ortama geri
yansimaktadir (Sekil 7). SPR sistemi lazer kaynag: kullanmakta, gelis agis: ile yansima agis
birbirlerine esit ve kritik agidan buyitk bigimde, 10°’lik agisal alanda hareket etmektedir
(Sekil 8). Sistemin diger fiziksel 6zelligi ise; 151810 carpti1 yiizeyin, plasmon rezonansi olarak
da tanimlanan 6zel bir elektromanyetik alan olusturabilme yetenegi tasiyan, ince metal tabaka
ile kaplanmis olmasidir. Kimyasal kararhilifindan &tiirii, SPR biyosensérlerinde bu metal
kaplama i¢in, altin kullamlmaktadir. Isik altn kaph ince tabakaya carptifi anda, metal
kaplama elektromanyetik alan karakterine sahip yiizey, yiizey plasmon dalgas1 da denilen,




yiizey plasmon polaritonu (SPP) (surface plasmon polariton) olugturmaktadir (15) (Sekil 9).
Metal kaplama tizerinde biyolojik etkilesim yiizeyi bulunmaktadir. Biyolojik etkilesim yiizeyi
fizerine etkilesim yapan ¢iftlerden bir tanesi, 6regin antikor sabitlenmektedir. Bu sabitlenmis
molekiil ile etkilesebilen antikor bu yiizey ile temas ettifinde aralarinda gelisen etkilesim
ortamin refraktif indeksini degistirmekte ve bu defisim yansiyan 1sik ile, sistem tarafindan
kaydedilmektedir. Sistem tarafindan elde edilen kayitlar baglanma egrisi olarak verilmektedir.

(6= 62) > Boea

2B,
B e moininin

Sekil 7 ) Snell kanununa gore farkh 1g181n farkh ortamlar arasindaki davramsi

i Angie or the detecix §) (arcsec)
Ligtalte
resorant arge P
Loser rovenent (107} lditatal e
other angles

Sekil 8 ) IASys SPR sisteminin galigma semasi




Diisiik refraktif indeks
F : T Yiiksek refraktif indeks
P 8 8 Ty ,

Sekil 9) Isik ile metal kaplama (altin) yiizeyde olusan yiizey plasmon polaritonu (SPP)

Elde edilen veriler, etkilesimden kaynaklanan baglanma (association), ayrilma
(dissociation), ylizey Uzerindeki kimyasal tepkime gibi degisiklikleri yamt (response,
arcseconds) olarak belirtilmektedir. Baglanma eprisi, iki molekiil arasmdaki etkilesimden
kaynaklanan refraktif indekse bagh degisikliklerin zamana kargt bi¢imde ¢izimidir ($ekil 10).

5 6
Yamt 300 4
(arcsaniye)
600
430 1
200 - 12 3 4
O 4
-200 4 . ) .
0 5 10 15 20
Zaman
(dakika)

Sekil 10 ) SPR sisteminde elde edilen verilerin cihaz tarafindan sunulmasi




SPR biyosensérii; molekiilsel etkilesimler arasindaki iligkilerin, gercek zamanli ve
isaretleme gereksinimi duyulmaksizin (label free) niteleyici ve niceleyici bigimde
izlenebildigi giincel biyofiziksel yontemdir. Sistemde isik etkilesimin gerceklestigi kiivet
icerisinden geg¢medigi igin bulamklik gibi ortam o6zelliklerinden etkilenmemektedir. Bu

nedenle canli hiicrelerdeki etkilesimlerin kolaylikla izlenebilmesi olanakli hale gelmektedir.
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GERECLER VE YONTEMLER

Hiicreler:

Proje ¢alismasinda; L2178 fare lenfoma hiicreleri (PAR, parental) ve insan p-likoproteini
eksprese eden L1278 fare lenfoma hiicreleri (MDR, L2178-MDR1/A) olmak iizere iki hilcre
tirit kullanildi. Bu hiicreler proje caligmalar siiresince kullamlmak {lizere Macar ortak
tarafindan verildi. Hiicreler Mc Coy 5A ortamu igerisinde, 37°C’ta ve % 5,0 karbondioksit
ortaminda kiiltiire alindi. MDR hiicreleri i¢in kiiltiir ortamina kolsisin eklendi.

Peptit Kiitiiphanesi:

Proje ¢alismalarinda hiicrelere kars1 6zgiin bicimde gelistirilecek peptitlerin se¢imi igin, PhD-
12™ Faj peptit kiitiiphanesi kiti (PhD—12™ Phage Display Peptide Library Kit, Katalog No.
E8110S, New England Biolabs, Cambridge MA02139) kullamldi.

Kit iceriginde yer alan malzemeler:

e Faj peptit kiitliphanesi: Bu kiitiphane 12-mer’lik rasgele bi¢imde yapay olarak

klonlanan peptitleri icermektedir (Sekil 11). Kiitiiphane, % 50 gliserol igeren TBS
icerisinde saklanmaktadir. 1,5 x 10" pfu (plaque forming unif) / ml derigimde faj
igermektedir. Peptit kiitliphanesi 2,7 x 10° farkh peptit bulundurmaktadir. Her tarama
islemi i¢in 10 pl kiittiphane kullamidi.
e Dizi analizi icin primer dizileri: Bu diziler el ile yapilan radyoaktif dizi analizi ve
radyoaktif olmayan fluoresan dizi analiz sistemleri i¢in olmak iki farklh dizidir.
-28 glll primeri: 5’-GTATGGGATTTTGCTAAACAAC-3’
-96 glll primeri: 5°-CCCTCATAGTTAGCGTAACG-3’
Laboratuarimizda BECKMAN CEQ8000 Genetik Analiz Sistemi bulundugu i¢in -96
gl primeri kullanild: (Sekil 11).
e E.Coli ER2738 konakg1 bakteri: faj peptit kiitiiphanesinin gogaltilmasi i¢in kullanild.
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Peptit Kiitiiphanesinin ¢ogaltilmasi ve taranmasi siirecinde kullanilan ¢ozeltiler:

LB Ortami: 10 g Bacto-Tryptone, 5 g maya ekstresi (yeast extract), 5 g NaCl tartilarak bir

litrede ¢oziildii. Otoklav yapildiktan sonra oda sicakliinda saklandi.

LB/IPTG/Xgal Petri Kaplari: LB ortamina 15 g/L derisimde agar eklendi ve otoklavland:.

Otoklav sonrasinda 60-65°C smakhgé kadar sogutularak 1 ml IPTG/Xgal ¢ozeltisi eklendi.

Karistirilarak plastik tek kullamimlik steril petri kaplarina dokiildii. Bu sekilde hazirlanan petri

kaplari 4°C’ta saklandi.

IPTG/Xgal Cozeltisi: Dimetilformamid igerisinde 1,25 g IPTG (izopropil B-D-tiyogalaktozid)

ve 1,00 g Xgal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktozid) ¢oziildii ve 25 ml’ye tamamlandi.

Bu ¢o6zelti -20°C’ta karanhkta saklandi.

lacte

“ M13KE

© M3 o

gene it -

Y Acess |

 “Eagl

pill lsader sequence Kprti
oo T A TT0 GOa ATT CCT TTA GIRGIACLT TTC TAT TOT AL 10T
L LU AAT AAG IGT TAA GLA &AT Cal CAT GRA AAL &TA ALA LTL ALA
L obew Phe Ala 1le Pro bew Vel Vsl Pro Phe Tyr Ser His Ser

Start of mature 12-mer peptide-git! fusion
EJNK NHE NHE NHE RNE NHK NNK NKK NHE NNE BHK NNE GRT 6Ga 66

HNM NMH NHH ONHM RNBMONNH NNH NNH NHHOENB HNH NN COA CCT (e
Yoox Xxx Yxx Xxx ¥ax Xxx Xxx Xxx Xxx ¥ax Xax Xxx Gly Gly Giy

Fagl
TLGGOE Gaa 0T GTT Gaa aGT 16T TTa GLA Ads 100 CaT ACA Gas
AGE UGG CTT TGa Cap CTT TLA ACA AAT C0T TIT AGG GIA IGT CT1
Ser Ala Glu Thr Vol Glu Ser Cys lew Ada Lys Ser Bis Thr Glu
« -8 sequencing primer

AT TCR TTT ACT RAC GTU IGG Aka GAU GAC AAa 0T 174 GaAT
TTa aGT aka TGA TTG Can A&CT TTT €76 076G V1T 16a AaT CT4
Asa Ser Phe The Asp Val Trp lys 4sp Asp Lys Thr leu Asp

ChT TAL GET aal TAT GAL GGO.. .

GLa A1G CRA TIG Al CIE LLh... 67

Arg Tve Ala Asn Tyr Gla Gly.. .
-86 sequencing primer

K=GorT, M=Aorl

Sekil 11 ) Peptit kiitiiphanesinin vektor yapist (M13KE) kiitiiphanenin vektordeki yerlesimi
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Ust agaroz: IPTG/Xgal petriler iizerine dokiilerek fajlarin biiyiitildiigii ve izlendigi iist
tabakay1 olusturmak amaci ile kullamldi. 10 g Bacto-Tryptone, 5 g maya ekstresi (yeast
extract), 5 g NaCl, 1 g MgCl,.6H,O ve 7 g agaroz tartilarak bir litrede ¢oziildii. Otoklav
yapildiktan sonra 50 mL’lik béliimlere ayrilarak oda sicakliinda saklandi. Gerektiginde
mikrodalga firinda eritilerek kullanildi.

LB-Tet Petri Kaplari: LB ortamu igerisinde 15 g/L. derisimde Agar hazirlandi. Otoklav
edildikten sonra 60-65°C sicakliga kadar sogutularak tizerine 1 mL tetrasiklin eklendi.
Kangtirilarak plastik tek kullamimlik steril petri kaplarina dokiildii. Bu sekilde hazirlanan petri
kaplar1 4°C’ta saklandi.

TBS Cozeltisi: Igeriginde 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) ve 150 mM NaCl olacak sekilde
hazirland1. Otoklav edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

PEG/NaCl Cozeltisi: Fajlarin toplanarak ¢oktiiriilmesi islemi i¢in kullanild. Igeriginde % 20
(w/v) polietilenglikol 8000 ve 2,5 M NaCl olacak sekilde hazirlandi. Otoklav edildikten sonra
oda sicakliginda saklandi.

L]

Peptit Kiitiiphanesinin Taranmasx:

Peptit kiitliphanesinin taranmasi (panning) islemi; hedef hiicreler ile kargilagtirma, elde edilen
fajlarin toplanmasi, ¢ogaltilmasi, faj titrasyonunun belirlenmesi ve faj plaklarinin toplanmasi
yontemleri PhD—12™ Faj peptit kiitiiphanesi kiti igerisinde yer alan yéntem ve Onerilere gore
uygulanda.

Tarama isleminde kullamlan hedefler PAR ve MDR hiicreleri olarak kullanildi. MDR
hiicrelerine 6zgii klonlarn elde edilebilmesi amaci ile karsilagtirmali tarama yaklagim
kullamlds (Sekil 12). Her asamada elde edilen fajlar ¢ogaltilarak 10'' pfu/mL derisimde

kullanildi. Tiim tarama iglemi sonucunda elde edilen fajlar Sekil 13’te belirtilen olas1 faj

davranigina gore, PB ve PC tiirii klonlar olarak tanimlandi. Faj titrasyonu sonrasinda rasgele
bigimde 50-100 arasindaki sayida faj plaklari toplandi.




S

it X triiphanesi MDR hicreled
‘EK__J"[__-;J K SEGim

l] Baglanan fajlann alinmass (1PB 3 l

IPB f4 kittiphanes. },_,I PAR hiicreleri iKtct sEcin

I I Baglanmayan fajlann dhamas (ZFF)

2PF faj kdmphane s L_,[ MDR hcreleri fgaNCD SEgiu

I B aglanan fgtann abamas (3PB)

v
3PB fij kiifiphanesi l‘_,{ MDR tiicrelesi DORDENCD SECI

[ Baglanan fajlann ainaus (PB) ]

v
lwafa;mmpm «s] MDR ticreier ] BEghict secin

}

| Bifianan fajlarin shuras | — [o,z M Glycine e altnat fajlar (SPB phages)

|

l Hocre pangalsma fle alman fajlar (SPC-phages) J

(*} MDR hilcrelen: L2178 MDRla
**1 PAR hidcreleri: L2178

Sekil 12 ) Tarama isleminde izlenen yaklagim

HOCRE ZARI

Sekil 13 ) Fajlarin hiicre membrani ile olas: etkilegim tiirleri
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Faj Klonlarin FACS Analizi:

Faj klonlarin FACS analizi Macar grubun laboratuarlarinda, Beckton Dickinson FACScan
cihazi ile yapildi. Verapamil, Rodamin 123 uptake analizinde pozitif kontrol olarak kullanild.
FAR (fluorescent activity ratio) degerinin hesaplanmasinda asagidaki esitlik kullanilds.

mR-uygulanm /mdrgontrol
FAR =
PARuygulanan / PARkontrol
DNA Dizi Analizi:

Hedefleri ile etkilesim kuran islevsel klonlarin peptit dizisini bulabilmek amaci ile yapilan faj
DNA dizi analizi BECKMAN CEQ8000 Genetik Analiz Sisteminde yapildi. Radyoaktif
olmayan ySntemle yapilan uygulamalar, kullamci kitabi ve dizi analiz kiti igerisinde 6nerilen

bigimde gergeklestirildi.

Peptit sentezi:
Peptit sentezi Macar ortak tarafindan yapildi.

.

Immunhistokimyasal inceleme:

Hiicreler; lam tiizerinde PBS (phosphate buffered saline) igerisinde hazirlanan % 2’lik
formaldehid ile sabitlendi. PBS igerisinde hazirlanan % 1°lik BSA (bovine serum albumin) ile
bloklandi. PBS igerisinde % 1 BSA igeren ¢ozeltide hazirlanan ve 1 x 10" pfu/mL faj igeren
ortamda, oda sicaklifinda 60 dakika bekletildi. Lam, HRP-antifaj antikoru ile % 1 BSA
iceren PBS icerisinde 60 dakika bekletilerek HRP (horseradish peroxidase) substrat1 ile
boyandi.

SPR (Surface Plasmon Resonance) Analizi:
Peptitin kiivete kaplanmasi, PAR / MDR hiicreleri ve TFP ile olan etkilesimi IASys Plus SPR
sisteminde 6nerildigi bicimde yapild1.
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BULGULAR

Model sistem; fare T-hiicre lenfoma (PAR, L2178) ve insan p-glikoproteini
sentezleyen MDR (L2178-MDRI1/A) hiicreleridir. Bu hiicreler kargilagtirmali bigimde peptit
kiitiphanesinden taranmis ve FACS analizleri sonrasinda 6nemli bulunan faj klonlar
degerlendirmeye alinmgtir. Yapilan FACS analizlerine iliskin veriler gelisme raporlarinda
ayrintih bigimde sunulmus oldugundan, bu béliimde islevleri acisindan 6nemli bulunan

klonlara iligkin veriler derlenmistir.

Peptit Kiitiiphanesinden taranarak elde edilen klonlarin FACS analizi:

PC4 faj klonunun TFP etkisini bozdu@u ve yapilan immunohistokimyasal ¢alismada
MDR hiicrelerini PAR hiicrelerinden ayirt edebildigi gozlenmigtir (Tablo 3, Sekil 14). Bu
gozlem sonucunda bu klonun igeriginde bulunan peptit dizisinin sentezletilerek denenmesi
sonucuna varilmgtir. PC4 klonu igerigindeki dizi analizi (Sekil 19) sonucundan yola gikilarak
elde edilen peptit dizisi ASGAO1 olarak yeniden adlandinimigtir. Peptit sentezi Macar ortak
tarafindan yapilmistir.

Tablo 3 ) PC4 Faj Klonuna iliskin FACS Verileri

Ornek Tanim Kullanilan Miktar FAR(*)
Verapamil 10 pg/mL + 1x 10° MDR cell 2.85
TFP 0.5 pg/mL + 1x 10° MDR cell 3.10
TFP 2.0 pg/mL + 1x 10° MDR cell 12.91
TFP 5.0 ug/mL + 1x 10° MDR cell 36.42
TFP 10.0 pg/mL + 1x 10° MDR cell 48.76
TFP + PC4 0.5 pg/mL + 1x 10° MDR cell 2.55
TFP + PC4 2.0 pg/mL + 1x 10° MDR cell 13.98
TFP + PC4 5.0 pg/mL + 1x 10° MDR cell 27.31
TFP + PC4 10.0 pg/mL + 1x 10° MDR cell 34.62

(*)Fluorescence Activity Ratio
(TEP) :Trifluoperazin: 10-[3-(4-Metil-1-piperazinil)propil ]-2-trifluorometilfenotiazin

Proje galigmalan siiresince taranan klonlardan 6B6, 6C5, 6C8, 6C9 ve 6C10 no’lu
klonlarin mdr reversal etki gosterdigi belirlenmistir (Tablo 4). Bu fajlarin igeriklerindeki

peptit dizilerinin sentezletilerek denenmesi gerektigi sonucuna varilmstir.
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Tablo 4) Faj MDR Hiicre etkilesimleri ve Reversal Etkisi

Ornek Tanimi Kullamlan Miktar FAR(*)
Verapamil 10 pg/mL + 1x 10° MDR cell 3.90
6B6 10'" phage/mL + 1x 10° MDR cell 4.34
6C5 10"" phage/mL + 1x 10° MDR cell 6.82
6C8 10"’ phage/mL + 1x 10° MDR cell 7.17
6C9 10"" phage/mL + 1x 10° MDR cell 4.27
6C10 10"" phage/mL + 1x 10° MDR cell 5.07

(*)Fluorescence Activity Ratio

ASGAO1 Peptidi ile yapilan ¢calismalar:

FACS Analizleri

ASGAOI olarak tanimlanan peptidin verapamil ve TFP’nin direnci tersine ¢evirme etkilerini
degistirdigi gozlenmistir. ASGAO1 peptidi, TFP ve verapamil ile denenmistir. Tablo 5 ve
Tablo 6°da bu sonuglar aktarilmaktadir.

Tablo 5 ) Peptit-TFP Etkilesimi

L]

Ornek Tanimi Kullanilan Miktar FAR(*)
Verapamil 10 pg/mL + 1x 10° MDR cell 3.75
TFP 0.05 pg/mL + 1x 10° MDR cell 0.83
TFP 0.5 pg/mL + 1x 10° MDR cell 7.46
TFP 2.0 pg/mL + 1x 10° MDR cell 30.04
TFP + ASGAO1 (20 pg/mL) |0.05 pg/mL + 1x 10° MDR cell 0.85
TFP + ASGAO1 (20 pg/mL) |0.5 pg/mL + 1x 10° MDR cell 4.08
TFP + ASGAO1 (20 pg/mL) [2.0 pg/mL + 1x 10° MDR cell 27.31

(*)Fluorescence Activity Ratio
(TFP) :Trifluoperazin: 10-[3-(4-Metil-1-piperazinil)propil ]-2-trifluorometilfenotiazin




_Tablo 6) Peptit-Verapamil Etkilesimi

Ornek Tanimi Kullanmilan Miktar FAR(*)
Verapamil 10 ug/mL 4.08
Verapamil + ASGAO1 10 pg/mL + 10 pg/mL 2.46
Verapamil + ASGAO1 10 pg/mL + 20 pg/mL 2.57
Verapamil + ASGAO1 10 pg/mL + 50 ng/mL 2.48
Verapamil + ASGAO1 10 pg/mL + 100 pg/mL 1.78

(*)Fluorescence Activity Ratio
-Tiim ¢alismada Ix 10° MDR(L2178-MDR1/A) hiicresi kullamimstir.

Immiinohistokimyasal Calisma:

ASGAO1 olarak tanimlanan peptidin, PAR ve MDR hiicreleri ile olan etkilegimi

immiinohistokimyasal yontemle izlenmistir (Sekil 14).

Sekil 14 ) ASGAO1 peptidi ile yapilan immiinohistokimyasal ¢alisma

SPR (Surface Plasmon Resonance) Analizi:

ASGAOI1 peptidi SPR analizi igin CMD (carboxymethyl dextrane) kiivetlere baglanmmstir
(Sekil 15). Bu sekilde hazirlanan peptidin PAR (Sekil 16), MDR hiicreleri (Sekil 17) ve TFP

ile (Sekil 18) olan etkilesimleri izlenmistir.
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ASGADL (PC4)

5'- ACC TCC ACC ATG CCC ATA ATG COA ATC CAT CAG AAT AMG ATT ATG -3*
3".TGG AGG TGG TAC GGG TAT TAC GCT TAG GTA GTC TTATTC TAA TAC -3 (C- st

(H-end) G101y 01y-HIS- OLY- TYR-HIS-SER-ASP-MET-LEU- ILE-LEU-ASN- HIS (C-eud)
e (N-end) G-~ 55 HooGorem Voo Homo S D ML e Loe e N H (C- a0
Kanal 1: ASGA Peptidi (mavi)
o Kanal 2: Kontrol (kirmnzi)
E‘ 2000
E 1m0
g‘ . jk ::Ej::
e 0 ' 2 ' » ©

Time (rrivustes)

Sekil 15) ASGAO1 peptidinin CMD kiivete baglanmas:

A ]
1000
£ 1000
H
g 2600
o
-3000

Time (minutae)

Sekil 16 ) ASGAO1 peptidinin PAR hiicreleri ile etkilesimi
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DNA Dizi Analizleri:
Yapilan DNA dizi analizlerinde birgok klonun benzer dizilere sahip oldupu
Farkli icerikte olan diziler saptanmig ve Sekil 20°de bu dizilere iligkin bilgiler verilmistir.

90 100 110 120 130 140 150 160
Rct A\CAGTTTCGGCCGARCCT CCACC INHNNNRGAGT GAGAATAGARAGGE
Sequence \CAG’T‘!TCGGCCGAACCTCCACCATGCCCATMTGCGMTCCATCAGMTMGATTATGAGAGTGAGMTAGAMGG‘

Consensus \CAGTTTCGGCCGAACCTCCACC**'********************"***********'AGAGTGAGAATAGAAAGG'

Enor

a P 06 115 6 1if b a0 s
CYTT CAACABTT Y CO GO CHAACCY.C CAC CATG € COATAKT L GRAT CCAT £AY SAT TATBAGAG TBABAATAS TAE Gr ETAKABSARTT

Sekil 19 ) PC4 faj klonunun DNA dizi analizi

g “wwwwwwwmsw-zwxwsaxm«zwww»xwwwwwm«wW«Mxmmﬁmwwm«mﬂem»»wsuwuwmmw

ASG AB2 (CI4)

5% AC TCC ACC ATG ATG ATG AAT ATG ATC CTG CCO ACT AAG ACACTT -3
3*. TGG ACG TOG TAC TAC TAC TTA TAC TAG GAC GOC TOA TTIC TCT GAA ~5° (C-end)

H-en) Giy»G!yGiy}HS-HIS»H]SJLEHIS—ASP-OLN~ARG-SEELEU8£R-LYS(C-mdj
(Noendy 35 ot Ho e Hoe e Denee Qe e Reeee- S s oS K. (C-00el)
ASGAD3 (BY)

5% ACC TCC ACC COG COC AAA ADT ACG COG AGG ATT CTT CAT CAk AOT -3
3 TG AGG TOG OCC GCATTT TCA TGC GCC TOC ThhGAAGTAGTT TCA-3' (C-ond)

(N-end) Gl 31y i1y PRO-THR, PHE- THR. ARG-PRO-PRO- ASN. LYS.MET-LEU-THR C-m
N-end) &G G- b T P Tor ReremeePerre P N oe e Mo LT (G009
ASG AD4 (C43)

57, ACC TCC ACC AAA ACG AGACTG CGT ATT CTT CAT ATT ATAATO CTO -¥
3. TGG AGG TGG TTT TOC TCT GAC GCA TAA GAA OTA TAA TAT TACGAC =57 (C-ad

(N-em)Gl}pGinlwaHE-ARG—SER—GLN«THRASN—LYS—MET»ASN-TYR-HISGLN (C-eny
oty 5 G Fore R S Qo TN KoM Mo Yoo e Q C-and)
ASG ADS (C45)

5°. ACC TCC ACC ATA ACC CTA ATG COA ATC CTC AGAATA ACC ATT ATG -3’
3.TOG AGG TGG TAT TGO GAT TAC GCT TAG GAG TCT TAT TOO TAATAC -5 (C-ondf)

S A R R e SR R R B N R S s

(M -end) Gly-G1y Oty TYRGLY-GLN-HIS-SER. ASP-OLU-SER-TYR-GLY-ASK-HIS (C-e08)
e L aan S Yo G N H (-0

Sekil 20 ) Farkli dizilere sahip olan se¢ilmis klonlar




Bitki Oziitleri:

Pamukkale Universitesi Fen fakiiltesi Biyoloji Boliimii gretim iiyesi Yard.Dog.Dr. Nazime
MERCAN tarafindan, yoremize 6zgii tiirlerden hazirlanan bitki 6ziitlerinin Szeged’teki
(Macaristan) laboratuarlarda FACS analizleri yapilmistir. Bu bitki tiirlerinin bir béliimiine
Ege bolgesinde rastlanmaktadir ve “Baytop Cigdemi” olarak bilinmekte olup bu ismi Tiirk
eczact Prof.Dr. Turhan BAYTOP’tan almaktadir. Sideritis montana ise “Dag Cay1” olarak
bilinmektedir.Yapilan analizlerde; MDR L2178-MDR1/A hiicreleri (1x10° mL™") tizerinde

mdr-reversal etkisi gézlenmemistir. Bitki 6ziitlerine iligkin bilgiler agsagida verilmistir.

e Crocus baytopiorum, metanol ekstresi (CBMex-001)
e Crocus baytopiorum, etil asetat ekstresi (CBEAex-002)
e Crocus baytopiorum, heksan ekstresi (CBHex-003)

¢ Sideritis montana, metanol ekstresi (SMMex-004)
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TARTISMA VE SONUC

Kanser problemi, tiim ileri tedavi uygulamalarina karsin Avrupa iilkelerinde 6liime
neden olan hastaliklar arasinda ikinci siray1 almaktadir. Hasta gruplar igerisinde, kimyasal
tedaviye karsi gelisen direng ve yamitsizlik ortaya koyan olgular her gecen giin artmaktadir.
Coklu ilag direngliligi olarak da tammlanan bu hiicresel davrams, kanserin etkili kimyasal
tedavisinde bir engel olarak ortaya ¢ikmaktadir. Hiicrelerin bu direnglilik yamiti, bir¢ok
hiicresel mekanizmadan kaynaklaniyor olsa da, en ¢ok ¢aligilan odak p-glikoproteindir.
Birgok arastirici p-glikoprotein islevini bozan dogal ve yapay kimyasallar konusunda caligma
yapmaktadir (17-19).

Kanser konusunun bir diger 6nemli noktasi, ilgili hiicrenin 6zgiin, dogru ve segici
bigimde tanimlanmasidir. Bu amag dogrultusunda gelistirilecek molekiiller molekiilsel tanida
onemli katki yapabilecektir. Gerek ve gerekse hiicre membramn dis béliimiinde yer alan
protein motiflerinin 6zgiin bigimde tanimlanmasi aym zamanda da bazi etkin molekiillerin
sortnlu hiicreye dogrudan goénderilebilmelerini saglayabilecektir. Hiicre hedefleme (cell
targeting) olarak da tanimlanabilecek bu yaklasim igin hiicre membranlan iizerinde yer alan
reseptdrlerin taranmasi ve 6zgiin olanlarin segilmesi gerekmektedir. Bu tiir ilag geligtirme
¢ahigmalan igerisinde peptitler, tammlanan amag igin goreceli olarak dogal molekiiller
olmalarindan 6tiirti, aday molekiillerdir (20-22).

Calismamizda, yapay peptit kiitiiphaneleri kullanarak, insan p-glikoproteini eksprese
eden hiicrelerde gerek algilayici ve gerekse de p-glikoprotein islevini bozucu peptit dizilerinin
bulunmasim aragtirmay: amagladik. Proje ¢alismamiz Tiirk — Macar Ikili Isbirligi Projesi
kapsaminda, ortak gruplarin laboratuarlarinda yiiriitiildii. Uygulanan yontemler; FACS
analizleri ve peptit sentezi diginda tiimii ile Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik
Anabilim Dali laboratuarlarinda gergeklestirildi. Her ne kadar Macar grup, c¢oklu ilag
direngligi konusunda deneyimli olsa da peptit kiitiiphaneleri ve faj gosterim teknolojileri

konusunda yetersiz birikime sahipti. Bu nedenle proje siiresince Macar arastiricilara faj
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gosterim teknigi konusunda da Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dal

biinyesinde kuramsal ve uygulamali egitim verildi.

Proje ¢aligmalarinda elde edilen birinci sonug, MDR hiicrelerini PAR hiicrelerinden
molekiilsel diizeyde ayirt edebilen peptit dizisinin elde edilmesidir. Bu peptit dizisi PC4
olarak tamimlanan faj klonunun dizi analizi sonrasinda elde edilen DNA dizisine dayal
bigimde iretilmigtir. Peptit olarak Macar grup tarafindan sentezletilen bu klon, ASGAO1
peptidi olarak tammlanmigtir. ASGAO1 peptidi; elde edilen immiinhistokimyasal ve SPR
verilerine gére, MDR hiicrelerini segici bigimde tanimaktadir. Bu konuda Niv ve ark (23),
scFv (single chain variable fragment) formunda faj gosterim (phage display) teknigi ile insan
p-glikoproteinine yonelen rekombinant molekiilii elde etmiglerdir. Diger taraftan Binyamin ve
ark ise benzer yontemi kullanarak insan goklu ilag direnglik proteininin (MRP1) ekstraselliiler
epitoplarina yonelen bir diger scFv molekiilii elde etmislerdir (24). Bu iki ¢calismada da, insan
p-glikoprotininin ekstraselliiler dizisi sentezlenmis ve fareler bu dizi ile bagisiklanarak scFv
molekiilleri iretilmistir. Bizim ¢alismamizda ise ASGAO1 peptidi, 12-mer’lik yapay peptit
kiitliphanesi taranarak elde edilmistir.

ASGADO1 peptidi, TFP (Trifluoperazin) ve verapamilin reversal etkilerini bozmaktadir.
SPR analizleri bu etkiyi TFP ve verapamil ile etkileserek yapmadigim gostermektedir. Hiicre

biyofizigi agisindan kullamilabilecek degerli bir model peptit dizi olarak degerlendirilmistir.

Proje ¢aligmalan siiresince taranan klonlardan 6B6, 6C5, 6C8, 6C9 ve 6C10 no’lu
klonlarin, kontrol olarak kullamilan verapamilden daha fazla mdr reversal etki gosterdigi
belirlenmistir. Haus-Cohen ve ark p-glikoprotein iglevini bozma yetenegi olan scFv
formundaki rekombinant molekiilii elde edebilmislerdir (25). Bu arastirma grubunun izledigi
yontem, diger ¢calismalardaki (23, 24) gibidir. Bu nedenle ¢alismamizda elde edilen klonlar ile
farklihk gostermektedir. Elde etmis oldugumuz peptitler, scFv molekiillerine oranla ¢ok
kiigiiktiir. Elde edilen peptitlerin kiigiik olmasi olasi in vivo kullammlarda kolayhk
saglayabilecektir. Bu fajlann igeriklerindeki peptit dizilerinin sentezletilerek denenmesi
gerektifi sonucuna vanlmistir. Bu faj klonlarmin DNA dizileri bilinmektedir. Proje

¢alismalan sirasinda sadece ASGAO1 Macar grup tarafindan sentezletilebilmistir. Peptit
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sentezinin maliyeti bu konuda kisitlayici etken olarak ortaya ¢ikmustir. Bu peptitlerin yeni bir

projelendirme ile gelistirilerek denenmesinin yararl olacagi 6ngdriilmektedir.

Pamukkale Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii 6gretim iiyesi Yard.Dog.Dr
Nazime MERCAN tarafindan yoremize endemik bitki tiirlerinden hazirlanan 6ziitleri, Macar
proje ortaginin laboratuarlarina FACS analizi i¢in gonderilmistir. Bu 6ziitlerin mdr reversal
etkisi gostermedigi saptanmugtir. Bu calismalarin siirdiiriilmesinin yararl olacagi kanisina

varimistir.

Tirk Macar Ikili Isbirligi projesi cergevesinde yiiriitilen calismalar Pamukkale
Universitesi alt yapisinda yeni bir a¢ilim yaratmistir. Buna bir drnek olarak Pamukkale
lniversitesi Arastirma Fonuna verilen proje degerlendirilerek kabul edilmistir. Proje

harcamalarinin Haziran 2006 tarihinde baslayabilecegi 6ngoriilmektedir.

Elde edilen peptit dizilerinin patentlenme olasiligi diisiiniildiigiinde karsilagilacak en
6nemli sorunun, kullamlan kiitiphanenin ticari olmasindan 6tiirii ortaya ¢ikacag:
ongortilmektedir. Proje ¢aligmalarinin sonucu olarak, bu tiir giincel ve yeni verilerin elde
edilebilirligi ortaya konulmugtur. Buna karsin bu tiir ¢alismalarin korunmasi adina, ticari
olmayan farkli kitiiphanelerin 6zgiin bi¢imde iiretilerek kullanilmasi igin gerekli

projelendirme ¢aligmalarinin ivedilikle dnerilmesi planlanmaktadir.
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