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radyoterapiye direngli olmalariyla taminan solid tiimérlere karsin 6nemli etkinlik

gosterebilen, yeni bir niikleotid analogu antimetabolittir Bu ¢alismada gemsitabinin

P-glikoprotein (-) K562 ve P-glikoprotein (+) CID K562/DOX eritrolésemi hiicreleri

uzerinde etkinligi aragtirilmis ve P-glikoprotein (-} K562 hiicre dizisi tizerinde daha etkin
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ABSTRACT

ANTITUMORAL AND APOPTOTIC EFFECTS OF GEMCITABINE (dFdC)
AND INTERFERON-a in ERYTHROLEUKEMIA CELL LINE K562 AND
P-GLYCOPROTEIN (+) MULTIDRUG RESISTANT VARIANT K562/DOX

Mehtap KILIC
M. S. in Biotechnology
Adviser: Prof. Dr. Kayahan FISKIN

Gemcitabine (dFdC) is a new nucleoside analog which exhibits substantial activity
against solid tumors such as pancieatic adenacarcinoma that are well known for their
poor response to chemotherapy and radiotherapy In this study, antitumor apoptotic
effects of gemcitabine in both erythroleukemia cell lines parental drug sensitive P-
glycoprotein (-) K562 and its muwltidrug resistant variant K562/Dox were evaluated It

was found that gemcitabine is more effective in K562 than in K562/Dox

KEY WORDS: Leukemia, Gemcitabine, P-glycoprotein, Multidrug resistant (MDR),

cytotoxic effect
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ONSOZ

Guniimiizde kanser hastaliginn tedavisinde yaygin tedavi metotlan cerrahi,
kemoterapi ve radyoterapidir. Coklu ilag direnci (CID) malignansilerin kemoterapi ve
radyoterapi metotlartyla tedavisinde kargilagilan en dnemli engellerden birisidir. Kanser
tedavisinde kullamlan bir ¢ok ilacin CID’ e yol agtin bilinmektedir Bu nedenle son 20
yildir CID mekanizmalariin ve agilmasint saglayabilecek ilaglarin aragtinlmas: igin

¢aligmalar Gnem kazanmugtir

Bu galigmada da 6zellikle kemoterapi ve radyoterapiye direng gdsteren pankreatik
adenokarsinoma gibi solid tiimorlerdeki etkinlidi ile tarunan ancak hematolojik
malignansiler igin yeni bir onkolitik ilag olan gemsitabinin, CID’e sahip eritrolosemi

hiicrelerinde etkinligi aragtinfarak bu konu aydinlahimaya ¢aligilmustir

Bu ¢aligmanin  gergeklesmesindeki katkiarndan dolayi tez danismarmm
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yardumunt gordifim Yrd Dog. Dr Burhan SAVAS’ a (Akdeniz Universitesi Tip
Fakaultesi, Dahiliye/ Onkoloji Servisi ), bilim diinyasinda yolumu ¢izmemi saglayan, bu
konudaki bilgi ve tecritbelerinden her zaman faydalandigim hocam Do¢ Dr O. Nidai
OZES’ e (Indiana University, Walther Oncology Center, Indiana/USA), yine bu tezin
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1. GIRIS
L. 1. Gemsitabin’ in (2’ 2’ diflorodeoksisitidin ) Ozellikleri

Gemsitabin (2° 2’ diflorodeoksisitidin) 6zellikle pankreatik adenokarsinoma gibi
kemoterapi ve radyoterapiye direncli olmalartyla tannan solid timérlere karsin dnemli
etkinlik gosterebilen yeni bir baz analogu (sitozin) primidin antimetabolittir Ozellikle
bolunen hucrelerde sitotoksik aktivite gosterir ve hiicre siklusuna spesifiktir, Hicre
siklusu strasinda S-fazi ve gec GI fazi araligindaki hiicrelerin programlarimi bloke eder

(Hertel 1950)
L. 1. 1. Kimyasal yapisi

Kimyasal yaptsi deoksiriboz sekerinin 2 pozisyonundaki iki hidrojen atomu yerine
iki flor atomunun katlmasindan olusmustur. “ Gemsitabin » ad, kismen 2’
pozisyonundaki (* geminal pozisyon ™} 2 flor atomundan tiretilmistir Basit formuli ise

CoHuiF2N;04 olup molekii agulig 299, 66’ dir (Hertel 1990)

NH:2
)\\\
N ~0

Sekil L. 1. Gemsitabinin Yapisal Formiiltt (Plunkett 1996).
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1, 1. 2, Hiicredeki metabolizmas:

Gemsitabin 6nciil bir ilagtir ve aktif hale gelebilmek igin hiicre i¢i metabolik
doniisiime gereksinim duyar (Hertel 1990). Membran gegirgenligi oldukga yiiksek olan
gemsitabin hitcreye transport edildikten sonra dogal niikleotidlerdekine benzer bir gekilde
deoksisitinkinaz enzimi tarafindan fosforilasyon yoluyla monofosfat (dFdCMP), difosfat
(dFdCDP) ve trifosfat (dFdCTIP) formlarna donistiiriilerek  aktive olur. Olugan
di (dFACDP) ve tri (dEdCTP) fosfatlar dogal nikleotid yapisiu &zellikle sitidin yapisim
taklid ederler (Sekil 1 2 Peters 1996, Xu ve Plunkett 1992, Mosconi 1997).

" DNA RNA

/A \_ / X
[' DNApolimeraz -] \

/N %

dcie gemsitabin
' tifosfat * P CUP Senteta
Ribontklcotid uip
Redoktaz : :
cop A P ocop " DHNA Sentezi
Q! gemsitabm 4
B A difosfat {_/
A : aT8Ip
| oV A fimigina
gewsitabin _dCMP Deaminaz QO ‘ Sintaz
L monofosfat . = cfdur o B
: guIp
o 4
Deoksisitidin l
Ki
< oute ___,_‘j naz Y I
@ gemsitabin ——————®— ¢Fdl ———p— Bogulum

Sekil 1. 2. Gemsitabinin hiicre i¢i metabolik ddnisimi ve etki mekanizmalan

(Peters 1996)
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1. 1. 3. Etki mekanizmalan

Gemsitabinle yaptlan klinik dncesi galigmalar, bu bilesigin, hiicre metabolizmasim
degistirerek hiicre sliimiine yol agan bir ¢ok etki mekanizmasina sahip oldugunu ortaya
cikarmugtir Baslca etki mekanizmast ise gemsitabin niikleotidin replikasyon sirasinda
DNA’ ya katilmas: (inkorporasyon), bilyiimekte olan DNA zincirine dogal olmayan bir
nitkleotid ilavesi ile DNA sentezinin durmast (inhibisyonu) dir (maskelenmis zincir
terminasyonu) Bu ana mekanizmaya ek olarak gemsitabin, DNA sentez substratlanni
katalizleyen enzim inhibisyonu gibi replikasyonun durdurulmas: 6zelligini giiglendiren ve
kendi kendini giiclendirme adi verilen daha baska birgok etkiye de sahiptir Gemsitabin
sadece DNA sentezinde degil, RNA sentezinde de etkilidir RNA iizerindeki spesifik etki
mekanizmalan heniiz agik degildir Ancak RNA ya inkorpore olabildigi bilinmekte ve
RNA tizerinde etkili olan diger antimetabolitlere benzer sekilde etkili oldugu
disiinilmektedir (Ruiz van Haperen 1993, Peters 1996)

Aktif hale donustiruldikten sonra, ilk olarak gemsitabin difosfat (dFdCDP)
DNA sentezi igin gerekli deoksiniikleotid trifosfatlarin  olusumunu katalizleyen
riboniikleotidrediktaz enzimini inhibe eder Bu enzimin inhibisyonu hiicre igi
deoksiniikleotidierin  dzellikle deoksisitidintrifosfatin  (dCTP) konsantrasyonunda bir

azalmaya yol agar (Sekil 1 2 ), (Gandhi ve Plunkett 1990, Peters 1996).

fkinci olarak ise, gemsitabin trifosfatlar (dFACTP) replikasyon sirasinda

DNA polimeraz tarafindan uzayan zincire katimak igin dCTP ile yansir Hucre

igerisindeki yiiksek gemsitabin konsantrasyonu ise dCTP’ nin olusumunu katalizleyen
CTP sentetaz 1 dogrudan inhibe ederek CTP olusumunu durdurur (Heinemann ve
Plunkett 1992, Xu ve Plunkett 1992, Peters 1996), (Sekit 12.) Hiicresel
deoksiniikleotidlerin dzellikle de dCTIP’ nin miktanindaki digiis burada replikasyona
yansir ve uzayan zincire gemsitabin katthminda artis olarak sonuglarnir Hicresel dCTP
miktarindaki azalma her seferinde zincirde gemsitabin miktariun artist ile sonuglamur
dCTP miktarindaki azalma gemsitabinin aktif nikleotidlere dénigimini katalizleyen ve

ancak yitksek dCTP konsantrasyonunda inhibe olabilen deoksisitidinkinaz enziminin
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inhibisyonunu da énlemektedir dCTP miktanndaki azalma aynl zamanda gemsitabinin
eleminasyonunda baglca enzim olan dCAMPdeaminaz enziminin de inaktivasyonuna yol
agar Bu enzim gemsitabin trifosfat tarafindan da dogrudan inhibe edilmektedir Bu olay
hucre igerisindeki gemsitabin konsantrasyonunu da artirmaktadyr Tim bu reaksiyonlar
sonug olarak gemsitabin miktart veya etki stiresini uzatarak gemsitabin etkinligini

artirmaktadir

Molekuler calismalar, replikasyon sirasinda uzayan zincire gemsitabin niikleotidin
kattimindan sonra dogal tek bir niikleotid daha katilabildigini, bundan sonra
DNA  polimerazin  ilerleyemedigini  ve replikasyonun  durdugunu gostermistir
(DNA sentezinin inhibisyonu) (Ruiz van Haperen 1993). Gemsitabinin DNA yapisma
girmesinden sonra bu yapiya bir niikleotid daha eklenir Gemsitabin bu niikleotid
tarafindan maskelenir. Bu olay maskelenmis zincir terminasyonu olarak adlandirlir.
Maskelenmis zincir terminasyonu gemsitabinin, DNA onanm mekanizmalan ve bu arada
ekzonikleazlar taiafindan DNA yapisindan ¢ikanlmasina karst korunmasim saglar

(Sekil 1. 3.), (Rothenberg 1989, Heinemann 1992, Xu ve Plunkett 1992).

b g
t;"-"‘ : ‘ 1N
< iﬁ::?y
CE@_A f
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Gemsitabin
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~

Sekil 1.3, DNA sentezinin inhibisyonu:Maskelenmis zincir terminasyonu (Plunkett 1996)
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Gemsitabinin hiicre metabolizmas: iizerindeki diger etkileri, bu onkolitigin DNA
sentezi kargisindaki  aktivitesini  kendi

kendine giiclendirmesini saglar Bu
mekanizmalar gemsitabinin riboniikleotidrediiktaz, deoksisitidinkinaz, dCMP deaminaz,
CTP sentetaz enzimleri tzerindeki

Plunkett 1992)

inhibisyon etkilerinden kaynaklanmaktadir (Xu ve

Hiicrelerin gemsitabini DNA dan uzaklastiramamastyla onanmn inhibisyonu ve

replikasyonun durmast ile bir siire sonra morfolojik ve biyokimyasal olarak apoptozis

karakteristigi gozlenir (Huang ve Plunkett 1996).

Tim bu prosesler gemsitabini hem in vivo, hem de in vitro olarak giicla bir

antimetabolit haline getirmigtir Gemsitabinin ortaya koydugu titm bu etkilerle béliinen b

hiicrelerde sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu géstermektedir

1. 2. Gemsitabinin Cesitli in vivo ve In vitro Tiimér Modellerindeki Etkileri

Gemsitabinin antitimgr aktivitesi, cesitli hiicre sistemlerinde test edilmigtir

Gemsitabin CEM insan Iésemi hiicre kultiiriinde hiicre gogalmasin gugli bir sekilde

inhibe etmigtir (Hertel 1990). HL-60 miyeloid, RPMI-8392 B-lenfoid ve Molt-3
T-

lenfoid hiicre sistemi olan €26-10 (sican kolon karsinomu) ve A2780 (insan over

karsinomu) sisternlerinde de DNA sentezini neredeyse tamamen inhibe etmigtir

Gemsitabinin antitiumér aktivitesi in vivo modellerde de gorilmiistir Sicanlardaki
iki I6semi modeliyle alti tamér modelinde antitiméral aktiviteye sahip oldugu
gozlenmigtir (Hertel 1990) Aynica bas ve boyun kanseri (Braakhuis 1991), insan

yumusak doku sarkomu ve over kanseri (Boven 1993) ve diger cesitli insan timérleri

(Merimann 1994) ksenograftlan (hayvanlara transplante edilen insan tiimor sistemlen)

karsisinda anlamh aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir.
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1. 3. Coklu flag Direnci (Multidrug Resistance)

Timér hiicreleri, yapisal ve fonksiyonel olarak birbirinden farkli, ¢ok sayida
sitotoksik etkiye sahip antikanser ilaca karsm siklikla ¢apraz direng meydana getirirler
Coklu ilag direnci (CID; Multidrug Resistance; MDR) olarak adlandinlan bu fenomen
insan kanserlerinin kemoterapotik tedavisinde baslica engellerden birisidir (Goldstein

1996, Bouffard 1996).

CID fenotipinden sorumlu olan biyokimyasal ve genetik degisiklikler 25 yildan
uzun siredir yogun arastirmalara konu olmustur Bu aragtirmalarda, in vivo ilag direnci
¢aligmanin tabii zorlugundan dolay1 (insan kanserlerinin heterojen egimli olmalari veya
kemoterapik tedavi sirasinda ayni tiimérden birden fazla klinik 6rnek elde etme zorlugu
ve etik nedenler gibi) 6ncelikle farkli tiiflerden ve farkli doku orjinlerinden ¢ok sayida
in vitro model (CID fenotipine sahip gesitli dokulardan hiicre dizileri) geligtirilmistir
(Beck 1991, Sugimoto ve Tsuruo 1991, Germann 1996) Yapilan arastirmalar sonucu
gunimiizde CID fenotipinden bir dizi genin sorumlu oldugu ve bu genlerin ila¢ direnci
fenotipini saglayabilmek icin tek baslarina ya da kombinasyon halinde hareket
edebildikleri bulunmugtur Bu genlerin, CID fenotipini geri gevirmede siklikla kargilagilan
zorluklart agiklamaya yardimer olabilecekleri de diisiiniilmektedir (Bouffard 1996).

1. 3. 1. lla¢ direnci mekanizmalar

Deneysel olarak birgok tiimér modelinde CID fenotipi ile eslesen gesitli molekiiler
mekanizmalar bilinmektedir. Bunlar, P-glikoprotein ve insan CiD-iliskili proteini-1
(Multidrug resistance-associated protein, MRP) benzeri mekanizmalar ile ilaglann hiicre
digina pompalanmast, DNA topoizomeraz I gibi ilag hedeflerindeki degisiklikler ile
kemoterapotik etkinliginin azaltilmasi ve baz bilesiklerin Glutatyon S transferaz gibi
enzimler tarafindan artinlmus sistemni detoksifikasyonu gibi farkli mekanizmalardir

(Cizelge 1 1 Lehnert 1996).




Cizelge 1. 1. Ilag Direnci Mekanizmalari ( Lehnert 1996).

Mekanizma

Karakteristik

P-gp MDR

MRP1-MDR

Topoll-MDR

GSH-MDR

Apop. MDR

Klinik MDR

MDRI P-gp geni {iriinit

MRP] geni iiriinu

Topo H-o aktivitesinin

azalmasi

GSH-transferaz

aktivitelerinin azalmasi

Apoptozisi bloke eder

Apoptozis genlerinde

fonksiyon bozukluguna yol agar

Multifaktoriyel olabilir
Ekstraseliller mekanizmalar

mimkiin,

Yapisal ve fonksiyonel olarak farkli
ilaglara kargin direng olugturur. Hiicre
iginde ilag birikimini azaltmaya yénelik

pompa &devi goriir |

P-gp MDR’ a benzer fenotip, taksanlara
daha az direngli Amfipatik katyonlara
gereksinim duyar Tipik P-gp

inhibitdrlenine diigitk aktivite gdsterir

Topo 11 ilaglanna kargm direng
gelistirir (Yapisal olarak farkly,
fonksiyonel olarak ayni ilaglara).

Melfalan, siklofosfamid, klorambusil,
BCNU, tiotepa, sisplatin, doksorubisin
gibi ilaglara direng geligtirir.
Radyoterapiye direngte rol oynadigi da
diginiilmektedir (Savas 1998)

Sitotoksik ajanlarnin neredeyse hepsine

direng geligtirir

Muhtemelen yapisal fonksiyonel olarak
farkli olan sitotoksik ilaglara karsm .

Klinik direng gelistirir.
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Klinik g¢ahsmalar bu mekanizmalardan herhangi birinin insan tiimérlerinde
bulunabildifini ve onemli birgok kanserin tedavisinde siurlayici etken olabildigini

gostermistir ( Lehnert 1996)
1. 4. P-glikoprotein (P-gp)

P-glikoprotein, kanser hiicreleri tarafindan antikanser ilaglarin sitotoksik etkisini
savusturmada kuflantlan mekanizmalardan, en iyi karakterize edilenlerden bir tanesidir
(Germann 1996). Memeli hiicrelerinde ATP bagimh ilag atict bir pompa gibi hareket
edesek, hiicreigi ¢evredeki yapisal olarak farklr ilaglann birikimini azaltarak coklu ilag
direncine yol a¢tig1 bilinmektedir. P-gp CID fenotipi ile karakterize edilen hiicre
dizilerimin direng gosterdi: ilag gruplan arasinda, Vinca alkoloidleri, Anvasiklinler, 1

Taksanlar, Epipodofiliotoksinler vb. yer almaktadir (Cizelge 1 2 ) g5

Cizelge 1. 2. P-glikoprotein Substrati Olan Ilaglar (Germann 1996),

R

Vinca alkoloidier Antrasiklinler Diger
Vinblastin Doksorubicin Mitoksanton
Vinkristin Daunorubisin Aktinomisin-D
Vinorelbin Epirubisin Amsakrin

Trimetreksat

Taksanlar Epipodofiliotoksinler Topotecan
Docetaksel Etoposid Mitramisin*
Paclitaksel Tenoposid Mitomisin C

* Bu ajanlara karsi daha disiik direng var

CID fenotipi gosteren malignant hiicre dizilerinin énemli bir bolimii 4 5 kb lik
mRNA kodlayan bir gene (MDR1) sahiptirler. MDR1 geni ABC (ATP Binding Cassette)

transporter stiper ailesi diye bilinen bir gen ailesinin alt tiyesidir

8
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Bakterilerde ve diger okaryotik transport proteinterinde de goriilen korunmug aminoasit
sekanslanna sahiptir. MDRI geni 7 kromozomun uzun kolunda lokalize olmustur,
P-glikoprotein bu genin iriini olarak ilk defa 1976 yilinda Juliano ve Ling tarafindan
CID fenotipine sahip CHO (Chinese Hamster Ovary, kobay) hiicrelerinin plazma
membranindan 170 kD luk yiiksek molekiil agrhkh integral bir plazma membran
glikoproteini olarak izole edilmis ve ilaca kargin hiicresel gegirgenligi degistirdigi sanilan
bir sekerlenmig protein olmast nedeniyle P- glikoprotein ismi verilmistir (Juliano ve Ling

1976)

P-gp geninin klonlanmasi ve MDR ¢DNA” st ile elde edilen bilgiler bu proteinin
insanlarda 2, rodentlerde 3 tyesi bulunan bir gen ailesi tarafindan kodlandigiu ortaya
koymustur Tim P-gp’ ler arasinda % 70 den fazla aminoasit homolojisi bulunmasi,
bunlann ilag transportu yapanlar (Sinf I) ve yapmayanlar (Suuf IT) olarak 2 farkl: alt
siufa aynlmasina olanak saglamistir (Cizelge 1 3) Farkh okaryotik promotorlerin
kontrolii altinda gergeklesen MDR ¢DNA s kullantan gen transfer deneylerinde de
smf T P-glikoproteinlerin ifadesinin ilaca duyarl: hiicrelere goklu ilag direnci
kazandirdig: agikga gosterilmistir (Germann 1996). Sinif I P-glikoproteinler ile yapilan
deneyler ise bunlarin, ilaca direnglilik iizerinde higbir etkiye sahip olmadiklarin, karaciger
ve safra kanalnda dominant olarak ifade edildiklerini gostermigtir. Fosfotidil kolin
tastyabildikleri ve lipid transportunda islevi olabilecekleri bu ¢aligmalar sonucu

onerilmistir (Germann 1996)
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Cizelge 1. 3. P-glikoprotein siuflan (Germann 1996)

Smf I

Insan MDRI (Chen 1986, Germann 1996).

Fare mdr3 (mdrla), (Hsu 1989, Devault 1990)

mdr] (mdrl1b) (Beck ve Danks 1991, Sugimoto ve Tsuruo 1991)

Kobay p-gpl, p-gp2 (Gros 1986, Endicort 1987)

Sigan P-gpl, P-gp2, (mdrlb) (Silvermann 1991, Deuthars 1992)

Siif IT X
B

Insan MDR 2, 3 (Van der Blick 1987, Schinkel 1991)

Fare mdr2 (Gros 1988, Buschmann 1992)

Kobay p-gp3 (Endicott 1991)

Sigan mdr2, mdr3 (Brown 1993, Fruya 1994)

L. 5. P-glikoproteinin Yapisi ve Fonksiyonu

P-glikoprotein ¢oklu ilag direnci gésteren ¢ok sayida memeli hiicresinde fazla
miktarlarda ifade edilmektedir Yapisal olarak memeli P-gp leri MDRI1 geni tarafindan
kodlanan 1280 aminoasit dizgesinden olusan basit zincir proteinleridir. (Endicott ve Ling
1993, Juliano ve Ling 1976, Roninson 1992) Her kisimda 6 tane olmak iizere toplam 12

tane transmembran domainine sahip iki homolog yanmdan meydana gelmistir Her

homolog

bolge ve bir de por benzeri yapt olusturan ve niikleotid baglayan 300 a a lik hidrofilik bir
bolge yer alir (Gottesmann 1993, Germann 1996) P-gp ATP baglayan toplam iki tane
sitoplazmik bélgeye sahiptir ve bdylece ilag baglayici ozellige de sahip olmaktadir
(Bouffard 1996), (Sekil14,1.5,1 6.)

kisimda transmembran domainlerini igeren 250 aa dan olusan hidrofobik bir
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Proteinin  -N- ve —C- terminalleri de niikleotid baglayan kivnimlar gibi hicre
iginde yerlesmiglerdir ve hiicre digt kistmlar  glikozillenmistir P-gp aslinda
glikozillenmemis bir dnctl olarak yaklagik 120 ya da 140 kD agirhiginda sentezlenir
Olgun haline insan hiicrelerinde 1-2 saatlik, farede 20-30 dakikahk yarilanma omrii ile
getirilir (Richert 1988, Greenberger 1988, Germann 1996). Asp 91., Asp 94. ve Asp 99.,
insan P-gp” si uzerindeki glikozilasyon yerleri olarak belirlenmigtir (Schinkel 1993,
Germann 1996). Birgok ¢aligmada glikozilasyonun P-gp’ nin temel fonksiyonu olan ilag
atibmi igin gerekli olmadif: bildirilmistir Ancak insan kolon karsinomu hiicreleriyle
yapilan galigmalarda glikolizasyonun P-gp’ nin hiicre zanina yeter kadar transloke olmasi

igin gerekli oldugu ortaya ¢tkanlmustir

CID mekanizmasima sahip insan ve rodent hiicre dizilerinde yapilan ¢alismalar
P-gp’ nin fosforlandigint da gostermistir Insan P-gp’ sinde 661., 671., 607., 675, ve 683.
serin dizgeleri fosforilasyon yerleri olarak bulunmustur (Germann 1995, Chambers
1995, Germann 1996) P-gp’ nin fosforilasyonunun rolii de birgok arastirict tarafindan
¢aliglmustir ve fosforilasyonun P-gp” nin ilag transportunu ve ¢oklu ilag direnci
modiilasyonunu regiile edebilecegi éne siirilmistir Ancak bu konuda yapilan bazi
¢aligmalar ise fosforilasyonun bunlar dzerinde etkili olmadigim 6ne siirmektedir Bu konu
heniiz yeterince aydinlatilamamigtir ve cesitli hipotezler ileri sirilmektedir (Germann

1996)
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Sekil 1.4. P-gp’ nina a yapist (1280 a a ), (Germann 1996)
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Sekil 1. 5. P-gp” nin membrandaki lokalizasyonu (De Vita 1997).
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koprotein (170 kD), (Kartner ve Ling 1989)
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ATP bagiumlt bir pompa gibi galigan P-gp hiicre igerisinde yapisal olarak
birbirinden farkl sitotoksik ajanlarn birikimini azaltmaya yonelik olarak hizmet eder
(Bouffard 1996) P-gp modellerinin gogu, P-gp’nin ilaglan hiicre membranindan aktif
transport proteinlerine analog olarak tasidigimi bildirmektedir Bu model substratlarn
(sitotoksik ilaglarin) proteinin spesifik domainlerine baglandifi ve bu arada bu
domainlerin enerji bagimli olarak konformasyonel degisiklige ugradifini, boylece
substratin membranin ekstraseliler bolgesinde serbest birakildigiu éne  siirmektedir

(Ford 1996), (Sekil 1 7)

Kemosensilizer

Membran {

Sekil 1. 7. P-glikoprotein’ in transport proteinlerine analog mekanizmasi (Ford 1996)

P-gp” nin plazma membraninda substratlarla direk interaksiyona girdigi
(hidrofobik vakum temizleyici modeli) (Gottesman ve Pastan 1993, Ford 1996 ) ya da
ifaglart diflize edildikleri yerden membranmn i¢ tabakalarindan en dis kismena transport
ettigini (fillapse modeli) Sneren ¢esitli modeller de gelistirilmistir (Higgins 1994, Ford

1996)




Ilag analoglan ile yapilan fotoafinite caligmalar ve site-directed mutagenez
yontemleri ile P-gp’ nin haritalanmast; P-gp” nin ¢ok sayida cakigtk olmayan, ya da
kismen gakisik olan ve farkli simiflardan gesitli ilaglara karsin farkli affiniteler gosteren ilag
baglanma bolgelerine sahip oldugunu gdstermistir

P-gp” nin ilag tamnmasi ve baglanmasindan sorumlu domainlerinin tammlanmasi
ve karakterizasyonu P-gp’ nin ilag molekiilleri ile direk interaksiyona girdiZini
gostermektedir (Cornwell 1994, Gros ve Shustik 1991, Morris 1994, Ford 1996).

Sonug olarak P-gp enerji bagiml bir goklu ilag transporteri olarak akitif tastyict
proteinlere benzer sekilde fonksiyon gosterir ve ifadesi bu tip CID i¢in genetik temeli

olusturmaktadir

1. 6. Normal ve Malignant Dokularda P-glikoprotein Ifadesi

Bugiine kadar yapilan lokalizasyon ¢aligmalan insan MDR1 gen iiriinii P-gp’ nin
normal olarak karaciger, safra kanalciklan, bobrek proksimal tibilii, pankreatik kanallar,
kalin ve ince bagirsak liimeni ve adrenal bezde ifade edildigini gostermistir. Ayrica P-gp
merkezi sinir sisteminde, testislerde ve plasentada endote! hiicrelerinde bulunmustur
P-gp’ nin kan-beyin bariyeri, kan-testis bariyeri ve plasentayr kapsayan vaskiiler
endotelyumun i¢ litmen yiizeyl boyunca ifade edilmesi merkezi sinir sistemini, fetiis ve
ureme hiicrelerini korumada énemli rol oynayabilecegini gostermektedir (Thiebaut 1987,
Cordon-Cordo 1989, Goldstein 1996) Ayrica, kalin ve ince bagirsagn, safra kanalinn ve
proksimal tubiillerin limeninde uzanan hiicrelerin apikal yiizeyinde bulunmas: P-gp’ nin
potansiyel toksik ksenobiotiklerin bosaltimunda rolt oldugunu géstermektedir ( Fischer

1996), (Cizelge 1 4)

Diger dokulardaki fonksiyonlar hentiz agik olmamakla birlikte, ekzojen toksinlere
kargin koruma, bazi metabolitlerin atilimi, steroid hormonlarin tasinmasi, polipeptidlerin
(sitokin) atilm: gibi potansiyel fonksiyonlara sahip oldugu ileri suriilmektedir (Borst ve
Schinkel 1996), (Cizelge 14)




Cizelge 1. 4. Normal dokularda P-gp ifadesi ve fizyolojik fonksiyonlan (Fischer 1996),

1. Kolon ve ince barsak liimeninde P-gp ifadesi
Besinlerin sindirimi ile salinan ekzojen toksinlere kargt koruma

2. Karaciger (kanalikiiler limende), bobrek (proksimal tiibiil liimeninde)
Metabolit ya da toksinlerin bogaltimu

3. Adrenal korteks

Steroid hormonlanin taginmasi (kortisol, kortikosteron, aldosteron)

4. Kalsik sinyaller ile hiicrelerde atilamayan polipeptidlerin (sitokin) atihimi
r :“'37
5. Merkezi sinir sistemi (kan- beyin bariyeri), testis {kan-testikiler bariyeri) :

6. Plasenta

Kapiller endotelde ifade edilir ve koruma gorevi gorur.
7. Pankreatik kanal
8. Hematopoietik hiicreler

Makrofajlar, aktive olmus I hiicreleri, kok hiicre CD34+ (pluripotent)

9. Iyon transportu ve hiicre voliimii regiilasyonu
Endojen CI kanali aktivasyonu yolu ile

10.  Lenfosit sitotoksisitesi
NK hiicreleri aracih@r ile gergeklesen  sitotoksisitede gerekli olabilecegi
disuniliyor

11.  Pirenilsistein metil esterlerinin transportu

12,  Kolesteroliin intraseliiler vezikiiler transportu

MDR1 geni klonlandiktan ve P-gp’ nin spesifik normal dokularda da ifade
edifdigi bulunduktan sonra, bir ¢ok arastinct malignant tiimér dokularnin MDR1 geni igin
arastirdilar Fojo ve arkadaslant adenosarkomlarin normal olarak MDR1 geni ifade eden

dokulardan daha fazla MDR1 RNA” st ifade ettiklerini buldular (Fojo 1987)
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Immiinohistokimyasal ve in situ hibridizasyon ¢aligmalan ile kolon kanseri, renal
hiicre kanseri, hepatoma, adenokortikal karsinoma, pankreas adacik hiicre karsinomu gibi
tedavi edilemeyen malignansilerin siklikla yiiksek diizeylerde MDR1 geni ifade ettikleri
gosterilmigtir (Cizelge I 5.), (Fojo 1987, Kanamaru 1989, Goldstein 1996)

Akut miyeloidlosemi (AML), kronik myeloidlosemi (KML), Non Hodgkin
Lenfoma, kronik myeloidlosemi (blast krizi), noroblastoma, gibi malignansilerde de
yiksek ya da orta diizeyde MDR1 RNA’ st ifade edilir (Goldstein 1989, Rothenberg
1989, Bourhis 1989, Goldstein 1996). Tedavi edilemeyen birgok tiimorde disitk ya da
belirlenemeyecek duzeyde MDR1 RNA” s1 bulunmustur Bu grupta merme kanseri, kiigiik
bucreli olmayan akciger kanseri (n-KHAK), kigiik hiicreli akciger kanseri
(KHAK), KML, 6zofagal, bag-boyun, melanoma, mezotelioma, over, prostat, sarkoma,

troid kanserleri, Wilni’s tiimérii ve mide karsinomu yer almaktadir (Goldstein 1996),

Kemoterapiye baslangigta duyarh olan tiimérler, tedaviden bir siire sonra ya da
tedavi sirasinda da direng gelistirebilirler Tek ilag tedavisinden sonra bile yiksek
diizeyde MDR1 RNA’sima sahip olan malignansiler vardir Ornegin Non Hodgkin
Lenfoma, ergin ve ¢ocuk akut lenfoblastik losemileri, ergin akut miyelositik 16semi,
ndroblastoma, feokromositoma, meme, over kanseri, rabdomiyosarkom, pediatrik
sarkom ve multiple myeloma gibi (Cizelge 1.5), (Bourhis 1989, Chan 1991, Goldstein
1996)

Bu bilgiler MDR! ifadesinin belli bash malignansilerde ilag direnci gelisimindeki

potansiyel roliinii ortaya koymaktadir
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Cizelge 1. 5. MDRI geni ifade eden insan timérleri (Goldstein 1996).

Kolon
Renal

Hepatoma

- Muttiple myeloma

Yiiksek diizeyde MDRI1 ifade eden tiimorler

Feokromositoma KM -blast kriz
Pankreatik karsinoma Karsinoid
non-KHAK

Adrenokortikol karsinoma

B. Nadiren yiiksek diizeyde MDRI ifade eden tiimorler

ALL (ergin)
AML (ergin}
KLL

Neuroblastoma
Astrosttoma

Non-Hodgkin’s lenfoma

C.  Cok diisiik diizeyde MDRL ifade eden ya da hig etmeyen titmérler

Meme
non-KHAK
Kan
KML-kronik faz
Ozofagus

Mide

Meme
Neuroblastom
KML -Blast kriz
ALL (ergin)

Mezotelioma Bas ve Boyun
Over Melanoma
Prostat Tiroid
Sarkoma Wilm’s
KHAK

Timoma

Kemoterapiden sonra yiiksek diizeyde MDRI geni ifade eden tiimérler

Ovarian ANLL (ergin)
ALL (gocuk) KLL
Feokromositoma Multiple myeloma

Non-Hodgkin’s Lenfoma
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L. 7. P-gp Aracihkl: CID Fenotipinin Geri Déndiiriilmesi

Coklu ilag direncini onlemek veya yenmek i¢in klinik agidan bir ¢ok strateji
gelistirilmistir Bunlann gogunlugu temel olarak p-glikoproteinin ifadesinin azaltilmasi
yada fonksiyone! aktivitesinin inhibe edilmesine odaklanmugtir (Sonneveld 1996, Fery
1996, Ford 1996)

P-gp’ nin araclik ettigi goklu ilag direncinin farmokolojik olarak tersine
cevrilmesi ilk olarak Tsuruo ve grubu tarafindan gergeklestirilmistir. Tsuruo ve
arkadaslart, verapamil veya trifloroperazin kullanarak ¢oklu ilag direnci gésteren bir fare
losemi hiicre dizisinde vineristinin hiicre i¢i birikimini saglayabilmislerdir Boylece bu
ilacin antiproliferatif etkisini gliglendirmislerdir Bu orjinal gdzlemnden sonra birgok
kemosensitizerin goklu ilag direncini geti cevirdigi gozlenmistir (Tsuruo 1981, Ferry
1996, Ford 1996), (Cizelge 1.6)

Cizelge 1. 6. P-gp (MDR) inhibitdrler (Ferry 1996)

Verapamil Nifedipine
Diltiazem Quinidine
Quininine Reserpine
Cefoperazone Cloroquine
Trifloroperazine Tamoxifen
Progesterone Cyclosporine
Dipridamole

CID’ i geri gevirebilen bu ajanlarnin biiyik ¢ogunlugu P-gp’ nin ilag pompalama
fonksiyonunu, P-gp ile direk interaksiyona girerek inhibe ederler Bazilan (verapamil,
siklosporin A) ise diger bir ¢ok kemoterapotik ajamn P-gp® ye baglanmasin, bu ajanlarla

yariga girerek bloke ederler
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Ancak bu ajanlarin toksisite profilini ¢ou zaman agmast bu ilaglann GID* 1 yenmek igin
rutin kullanimint engellemektedir. Bu yiizden de daha etkin ve daha az toksik olan yeni

ajanlara ihtiyag vardir.

1. 8. Gemsitabin ve Ila¢ Direnci

llag direnci, onkolitik ilag tedavisi altindaki hastalarda bu tedavinin bagarisiz
kalmasina yol agan nedenlerin 6nde gelenlerinden biridir. Bu giine kadar yapilan klinik
¢aligmalarla in vitro ¢alismalarda gemsitabinin p-glikoprotein direng mekanizmasint
harekete gegirip gecirmedigi heniiz tam olarak aydinlatilamamstir Eger gemsitabin bu
mekanizmayr harekete gegirmiyorsa, diger onkolitik ilaglara kargin da capraz direng
~ gelismesine yol agmayacagindan, kombinasyon tedavilerinde kullanilmaya uygun bir

sitostatik demektir.

In vivo fare modeli ¢aliymalanindan elde edilen bilgiler (Waud 1996) gemsitabinin

P-glikoprotein (CID) direng mekanizmasint harekete gegirmedigi izlenimini vermektedir,

Ancak bu bulgulann insanlarda da dogrulanmasina ihtiyag vardir

1. 9. interferonlar ve Ozellikleri

Interferonlar (IFN) itk kez 1957 yilinda Isaac ve Lindenmann tarafindan antiviral
bir molekil olarak tammlandilar Yaptiklan deneyde Isaac ve Lindenmann tavuk
yumurtasinin korioallontoik membramn 15t kullanarak inaktif hale getirilmis influenza
viristi ile infekte ettiler Daha sonra bu korioallontoik membran: canli influenza viriisii ile

infekte etmeye ¢ahstilar, ancak bunda basarili olamadilar ve ilk olarak canli influenza

virissii ile infekte edilen korioallontoik membrammn viriis iremesini engelleyen bir madde
yapmus olacagmu digtinerek bu maddeyi inferferon olarak tammladilar (Isaac ve
Lindenmann 1957). Bu tarihsel bulusun ardindan intecferonlar tiim omurgali hayvan
dokularinda gosterilmigtic Her ne kadar interferonlar baslangigta antiviral bir molekiil .
olarak tammlandilarsa da interferonlann hiicre metabolizmasimin ve bityiimesinin kontjr_i?l_;'

ve immiin sistemin aktive edilmesinde de etkili olduklan saptanmugtir (Baron 1_992)-" o
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Interferonlar Tip I ve Tip II olmak zere iki temel grupta toplarurlar Tip I
interferonlar IFN-a (alfa) ve IFN-B (beta), Tip II interferon ise IFN-y (gama) dir
IFN-ot 20 dolayinda bir gen ailesinden meydana gelir. Bunlann 14 tanesi aym fizyolojik
ozellige sahip ancak birka¢ aminoasit degisikligi gosteren IFN-¢ proteinlerini kodlarlar,
dier IFN-a genleri “pseudogen” durumundadir Biitiin IFN-a genleri 9 kromozomun
kisa kolu tizerinde lokalize olmuslardir ve intron igermezler. IFN-B sadece bir gen
tarafindan kodlanir. Bu gen de 9. kromozomun kisa kolu uzerinde lokalize olmustur ve
intron igermez. [FN-¢t ve IFN- 189 2.2 uzunlugunda bir pelipeptid olarak sentezlenirler
ancak bunlann hicre digma sahmmu swasinda 23 a a lik sinyal peptidi koparlir ve
fonksiyonel olan 166 aa hk protein dolagim sistemine verilir IFN-y bir gen tarafindan
kodlanur ve bu gen 12. kromozomun uzun kolu lizerinde lokalize olmustur ve tig intron

igerir (Weissmann ve Weber 1986)

Interferonlar saglikli bir insan viicudunda pikomolar konsantrasyonda devaml
olarak bulunurlar Ancak viicuda giren bakteri, virils, antijen ya da wviicutta gelisen
timorlere karst bir cevap olarak miktarlar arttirilir Boyle bir durumda lokositler
IFN-o” i, fibroblastlar IFN-B° yi, monosit ve I-lenfositlerde IFN-y” w1 sentezleyerek

kan dolastruna verirler

Interferonlar etkinliklerini hiicre yuzeyinde bulunan 6zgiil reseptérlere baglanarak
gosterirler. Bu 6zellikleri bakimindan bir hormon olarak kabul edilirler IFN-a ve IFN-8
aymi reseptére baglanarak aym tip sinyalin yaratiimastna sebep olurlar IFN-v ise tamamen
farklt bir reseptdre baglarur ve farkl bir sinyalin yaratilmasina sebep olur (Branca ve

Baglioni 1981, Weissman ve Weber 1986)
Interferonlarin dzgin hiicre ylizeyi reseptérlerine baglanmasi, hiicrelerde viral

replikasyonun inhibisyonu, hiicre farkllasmasmin  ve hiicre proliferasyonunun

inditksiyonu gibi gesitli fizyolojik cevaplar olustururlar
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1. 10. Apoptozis Nedir, Nasil Gozlenir?

Apoptozis embriyogenezis, immiin cevap, doku bagimh hormon sentezi ve normal
doku hemostazisi sirasinda hiicre sayisint kontro! eden hiicre dlimiiniin normal fizyolojik
prosesidir ( Wyllie 1986 Walker 1988) Apoptotik hiicre 6liimii nekrotik hiicre
oliimiinden farklidir Nekrotik hitcre himti hiicrenin hizla sismesi ve lizisi ile sonuglanan
hiicre 8liimiiniin patolojik bir formudur Buna kargtlik, apoptotik hiicre $liimii hiicrenin

‘oto sindirim kontrolii ile karakterize edilir. Hiicreler, hiicre i¢i proteazlann aktivasyonu
ile kendi apoptotik 6limlerini baglatilar Bu durum hiicre iskeleti bozukluklar, hiicre
kayiplani ve membranda kabarciklarla sonuglamr. Apoptozis ¢ekirdekteki karakteristik
degisiklikleri de igine alir, Cekirdek yoBunlagmaya baslar ve endoniikleazlar aktive olarak
DNA’ y1 pargalamaya baslarlar Cogu hiicre tiplerinde DNA oligoniikleozomlar halinde
DNA fragmentlerine aynlr (Wyllie 1980) Bu fragmentler en az 180 niikleotid
buyiikligiindedir Gelisen deliller imminsistem mekanizmalan va da doku spesifik
homeostatik  kontroller boyunca apoptozisin indiksiyonunun  gelismemis timér
hicrelerinin elimine edilmesi i¢in dnemli bir yol oldugunu desteklemektedir Bu hipotez,
apoptozisten koruyabilen onkogenlerin ifade edilmesi (5rmegin bel-2) ve mutant tiimér

baskilayic: genlerden pS3” iin bulunmastyla desteklenmistir (Wright 1994),

Olmekte olan bir hiicre kendi plazma membranmin biitiinltigiini korur Bununla

birlikte apoptotik hiicrelerin plazma membramndaki degisiklikler yakinindaki fagositik

" hucrelere onlan igine almalari igin bir sinyal olustururlar ve béylece hiicresel yikim baslar.

Hucreler hemen fagosite olmazlar énce “Apoptotic bodies” denilen kugiik membran
bagimli fragmentlerine ayrilirlar Apoptozisin 6nemli bir 6zelligi de herhangi bir tegvik
edici cevap olmaksizin 6lmekte olan hiicrenin eleminasyona ugramasidu  Cogu dokularda
hiicre canlilbig, hiicre digt matriks ve komsu hicreler tarafindan verilen canlihik
sinyallerinin siirekli olarak saglanmasina bagh olarak gorunmektedir Birgok organdan
alinan hiicreler ekzojen yasam faktorlerinin yoklugunda kiiltire edildiginde apoptozise
maruz kalacaktir Bu durumlarda 6liim, gogu hiicrelerde apoptozis aracilif ile ifade

edildigi gosterilen yeni proteinlerin sentezinin varhiginda bile ortaya ¢ikar




Bu sonuglann bir yorumu da cevreden siirekli olarak ya da uygun araliklarla yasamsal
sinyaller almmadifinda ¢o3u hiicrelerin toplu
(Thiebaut 1995)

intihara programlanmis  olmasidir

Loy apopiotic bodies J

Sekil 1. 8 Apoptozise ugrayan bir hiicrede meydana gelen degisiklikler
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. MATERYAL

2. 1. 1. Hiicreler ve Kiiltiirasyonlar:

Caligmada insan eritrolésemi hiicre dizisi K562 ( ATCC CLL 243) ve P-gp (+)
varyantt K562/DOX kullamilmugtir. K562 hiicre dizisi ik defa Lozzio ve Lozzio
tarafindan kronik myeloid bir hastadan elde edilmistir Bu hicre dizisi Philadelphia
kromozomu bakimindan pozitif olup, eritroid dzellikteki bir hiicrenin klonal gelisimi ile

ortaya ¢gtkmaktadir (Lozzio ve Lozzio 1975)

K562/DOX , K562 hiicrelerinin bir varyantt olup ilk defa Tsuruo tarafindan K562
hiicrelerine  konsantrasyonu her defasinda bir basamak artimlarak  doxorubicin
uygulanmasi sonucu geligtirilmistir (Tsuruo 1986). Her iki hiicre dizisi de Dr J P Marie

Hotel-Dieu Hospital, Paris, Fransa’ dan saglanmstir

Butun hicreler % 10 fetal calf serumu (Sigma N-4762) ve % 1 antibiyotik-
antimitotik karigimu (Sigma A-9909, 10000 U/ ml penisilin G, 10 ng/m! streptomisin,
0.0025 mg/ml amfoterisin B) igeren RPMI-1640 besi ortaminda (Sigma R-6504), 37 ° C
de, %5 CO;’ li ortamda 25 cm® ve 75 em’lik flasklarda kiiltiire almmuslardir

Sekil 2, 1. Calisma da kullanilan K562 hiicrelerinin inverted mikroskopta gériinimi
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Sekil 2. 2. Caligmada kullanilan K562/DOX hiicrelerinin inverted mikroskopta
goruniimi

2. 1. 2. Cahsmada Kullamilan Gemsitabin ve Interferon-alfa

Gemsitabin (2, 2, diffuorodeoksisitidin): Cahgma boyunca kullamlan gemsitabin (Lilly
firmas: tarafindan, Gemzar (Gemsitabin-HCL) ticari adi ile iretilen 20 mg/40 mg hk
siselerden toz halde almp steril sartlarda hazirfanmustir ) Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Dahiliye/Onkoloji Klinigi'nden Dr Burhan Savas tarafindan

saglanmistir

Interferon-alfa : Caligma boyunca kullanilan interferon-alfa-2a Akdeniz Universitesi
Tip Fakiltesi Hastanesi Dahiliye/Onkoloji Kliniginden Dr Burhan Savag tarafindan

saglanmustir
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2. 2. METOD
2. 2. 1. Biiyiime inhibisyonunun Sl¢iilmesi

Biitiin hiicreler 75 cm’ lik flasklardan logaritmik biiyiime fazlannda 1x10°
hiicre/ml yogunlugunda 24 kuyucuklu plaklara taginmistir  RPMI-1640 besi ortamunda
bir gece 6n inkitbasyonda tutulduktan sonra logaritmik iireme fazinda hiicrelere artan
konsantrasyonlannda gemsitabin veya gemsitabin kombine interferon alfa ile 72 saat
boyunca, 37 ° C de, %5 CO; li ortamda muamele edilmiglerdir Kontrol hiicreleri higbir

ilag ve sitokin ile muamele edilmemigtir Tim bu iglemler doku kiiltiirii odasinda steril

sartlar altinda uygulanmigtit

Cizelge 2. 1. K562 ve P-gp (+) K562- DOX igin kullanilan gemsitabin dozlan

Gemsitabin (M)

1 200

5 300

8 400

10 500
100 -

Cizelge 2. 2. K562 ve P-gp (+) K562- DOX igin kullanilan interferon-alfa dozlan

Interferon alfa (ng/ml)

10 250
25 500
50 1000
100 -

Aynica Cizelge 2 1. de goriilen gemsitabin dozlar: 200 ng/ml sabit IFN a-2a

dozu ile kombine olarak da uygulanmstir
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72 saatlik inkitbasyon siiresi sonunda tiim orneklerden 100 er pl alinarak Tripan
mavisi testi uygulanmugtir Canli hiicrelerin boyay: almayip, 6hi hiicrelerin ise boyayi
almasi esasma dayanarak canh ve &l hiicreler hemasitometre lam kullamlarak
sayllmustir. Elde edilen canl hiicre sayist ve hiicrelerin baglangic zamaninda 1 ml’ deki
sayst agagidaki formiil kullanidfarak ¢ogalma inhibisyonunun yiizdesi hesaplanmugtic

K.-L,
% Oliim =

x 100
Kn"KO

L, = Gemsitabin ve interferon uygulanmug hiicrelerin n giindeki sayisi
Lo= Gemsitabin ve interferon uygulannug hiicrelerin 0 giindeki sayist
K.= Kontrol hiicrelerin n giindeki sayist

Ko= Kontrol hiicrelerin 0 giindeki sayis:

Sekil 2. 3. Tripan mavis ile boyanmug K562 hiicrelerinin inverted mikroskopta
gortinimii
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Sekil 2. 4, Tripan mavisi ile boyanmts K562/DOX hiicrelerinin inverted mikroskopta
goriintimi}

2. 2. 2. K562/DOX hiicrelerinin P-gp ifadelerinin P-gp 4E3 FITC monoklonal
antikoru ile (SIGNET) gosterimi

K562/DOX hiicre dizisinin P-gp ifadesinin yiizdesi ve siddeti 4E3 monoklonal
antikoru kullanilarak flow sitometri ile tayin edilmistir Bu deneyde 1 milyon hiicre, 2.5
Hg  4E3-FITC monoklonal fare anti-insan (mouse antihuman) antikoru, 2 5 pg IgG2a
kontrol antikoru (negatif), PBS tamponu ( Phosphate Buffered Saline Ph 7, 1000 ml igin;

NaCl 8 g KCi02 g, Na;HPO, 1 15 g KH,PO, 02 ¢ ) ve ECS ( Foetal Calf Serum,
Sigma N-4562) kullamlmstr

4E3, IgG2a tipinde bir antikordur ve P-glikoproteinin hiicre digt bir epitopunu
tammaktadir. Orjinal olarak R. J Arceqi tarafindan gelistirilmistir (Arceci 1993) Ticari

olarak Signet laboratuarlarindan ( Dedham/Massachusetts) saglanabilmektedir
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Her test tiipit 50 pl hacimde 500 bin hiicre olacak sekilde hazirlanmustir. 10 mi
PBS + % 2 FCS igerisinde ¢oziilerek elde edilen hiicreler 5 dakika 400 x g (1000 rpm)

de santrifiyj edilmistir. Bu iglem iki kez tekrarlanmugtir.

fzotipik kontrol (Negatif) igin ve P-gp 4E3-FITC igin iki tiip alinmgtir P-gp
tiiptine 20 pi (2 5 pg) Signet 4E3-FITC antikorundan konulmugtur. Izotipik (negatif)
kontrol igin ikinci bir tiipe 10 ul IgG2a-FITC (DAKO) eklenmigtir. Her iki tiip ayn ayn
yavagea kanstirlmstir  Signet 4E3-FITC antikorunun oldugu tip karanhkta oda 1sisinda
30 dakika, IgG2a-FITC (DAKO) antikorunun oldugu tiip +4 °C de 30 dakika inkiibe
edilmistir Inkiibasyondan sonra hicreler 2 mi PBS + % 2 FCS icerisinde tekrar
cozilerek 5dakika 400g (1000 rpm) de santrifiij edilmistir. Bu iglemde iki kez tekrar

analiz yapilincaya kadar +4 °C de karanlikta bekletilmistir. Flowsitometrik analiz igin

Coulter Epics Elite Fluoroescein Activated Cell Sorter kullanilmugtu:
2. 2.3 Daunorubicin emilim (accumulation= uptake) testi (Marie, 1993)

1) Ussel olarak biiyiiyen hiicreler 400 g (1000 rpm) 5 dakika santrifu) edilir, sayilir ve
PBS (HBSS) (PH 7,4) icinde 5. 10°-2 10° hiicre/ml konsantrasyonda ayarlanir,
2) 8 ug/ml konsantrasyonda Daunorubicin PBS (HBSS) iginde hazirlanir.
3) Esit hacimde 2+ PBS (HBSS) kangtinilarak 4ug /ml konsantrasyonda
Daunorubicin PBS (HBSS) iginde elde edilir.
4) 80 uM Verapamil PBS iginde hazirlanut.
5) 20 uM Verapamil hazirlanir
6) 24 uM Cyclosporin A hazirlanir
7) 2 uM Cyclosporin A hazirlanir
8) Egsit hacimde 2+4
{4 ug /ml Daunorubicin + 40 UM Verapamil)
9) Esit hacimde 2+5
(4 g /ml! Daunorubicin + 10uM Verapamil)
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10) Esit hacimde 2+6
(4 pg /ml Daunorubicin + 12pM CsA)
11) Esit hacimde 2+7
(4 1g /ml Daunorubicin + 1 pMCsA)
Bu maddeler hazirlandiktan sonra islemlere asagidaki gibi devam edilir.
1) Hiicreler 37 C ° 15 dakika inkiibe edilir

- 2) Esit hacimde hiicre soliisyonu ve daunorubicin + CsA/verapamil igeren tlipler

hazirlanir. Sonugta hazirlanan tiiplerde
a) Hicre + 2 pug /ml Daunorubicin i
(Titp 1+ Tup 3)

b) Hiiere + 2 pg /ml Daunorubicin + + 20 uM Verapamil

(Tap 1+ Tip 8) i
¢) Hicre + 2 pug /ml Daunorubicin + 5 pM Verapamil
(Tiip 1+ Tiip 9) i
d) Hicre +2 pug /ml Daunorubicin + 6 pM CsA. E;

(Tiip 1+ Tiip 10)
€) Hiicre + 2 ug /ml Daunorubicin + 0 5 UM CsA
(Tip 1+ Tup 11)
3) 37°C 1,5 saat inkiibe edilir Her 20 dakikada bir ¢alkalama islemi yapilir
4) Flow sitometride 488nm'de laser excitation; 575 nm'de bandpass filter kaydedildi
Forward scattering ve light scattering lineer okunur Floresans logaritmik okunur ve
5000 hticre sayihir
Kalan hiicrelerle Daunorubicine retention (alikoymay) testine asagidaki gibi devam
edilir
5) 37 °C 16 saat inkube edilir ve yeniden FACS ile okunur (Van Acker 1993)




2. 2. 4. DNA izolasyonu ve agaroz jel elektroforezi

K562 ve K562/DOX hicreleri 1x10° hicre/ml yogunlugunda toplam 5 ml
RPMI-1640 besiyerinde bir gece 6n inkiibasyonda tutulduktan sonra gemsitabinin artan
konsantrasyonlarinda 72 saat boyunca, 37 °C’ de, %5 karbondioksitli ortamda
inkiibasyona birakilmuglardir. Gemsitabin konsantrasyonlan biiylime inhibisyonunda

kullanifan konsantrasyonlarla aymdir.

72 saat sonunda hiicreler santrifigasyonla ¢oktiirildikten sonra 3 kez PBS
tamponu ile yikanip santrifijj edilmistir Son santrifiigasyondan sonra hiicreler 2 ml
ekstraksiyon tamponu ( 10mM Tris-HCl pH: 8 ; 0.1 M EDTA ; % 5 SDS ; 20 pg/m!
Rnase A ') iginde ¢bziinmiig ve 37 °C’ de su banyosunda bir gece 6n inkilbasyona
birakilmustir. Bu inkiibasyon siiresi sonunda Grnekler Gzerine 20 pg/ml Proteaz K
* eklenerek yine 37 °C’ de su banyosunda 4 saat inkiibe edilmiglerdir Bu inkiibasyonun
ardindan &rneklere 3-4 kez Fenol: Kloroform : Izoamilatkol (25:24:1) ile ekstraksiyona

uygulanmis ve bu sayede proteinler uzaklagtirilmustir Ekstraksiyon sonunda 6rnekler

tizerine i¢inde 0 3 M konsantrasyonda olacak sekilde amonyum asetat ilave edilmis ve
bunun iizerine toplam hacmin iki kat: saf soguk etanol konmugtur Tuz ve alkol ilave
edildikten sonra 10.000 rpm hizla +4 °C’ de 30 dakika santrifiij edilmiy ve DNA
fragmentleri ¢oktiiriilmiigtitr. Coktiirtilen bu peletler TE tamponu ( 10 mM Tris-HCI,
1 mM EDTA, pH: 8) iginde ¢ozilmis ve bunlarin spektrofotometrede 260 nm’ deki

absorbansian okunup asagidaki formiile konarak DNA miktarlan tayin edilmistir

DNA Miktar1 (ug/ml) : ODage x 50 x SE
OD3g0 = 260 nm’ deki absorbans degeri

SF = Sulandirma Faktorii

DNA miktar hesaplandiktan sonza her bir érnekten 10 pug ahnarak 1 pg/ml EtBr
ieren %1,7lik agaroz jel elektroforezinde ormekler kuyucuklardan gikincaya kadar
75V: 25 mAmp’ da daha sonra 150 V: 30 mAmp’ da 1x TAE tamponu (0.04 M Tris
Asetat ve 0 002 M EDTA pH:8), varlifinda yurtitilmiistir
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Sonuglar UV transilliminatdriinde (Vilber Lourtmat) gozlenmis ve jellerin fotograflan

(DS-34 Polaroid Kamera) gekilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. K562/DOX Hiicrelerinin P-gp ifadesinin Olciilmesi

Yapilan Coulter Epics Elite Flourescein Flow Sitometri Analiz sonucunda
K562/DOX hiicrelerinin P-gp pozitifligi % 99,7 olarak bulunmustur (Sekil 3 la, 31b)
IgG2a antikoru ile yapilan negatif kontro! sonucu da % 1,6 olarak gerceklesmistir (Sekit
31¢)

o ™

o
Sekil 3. 1; a) KS62/DOX hiicrelerinin flow sitometride hucre dizisi olarak goriintisii

ES : Forward scatter

SS: Side scatter
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Sekil 3. 1. b) K562/DOX hiicrelerinin flow sitometride 4E3 monoklonal antikoru ile

yapilan P-gp pozitiflik analizi sonucu.
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Sekil 3. 1. ¢) K562/DOX hucrelerinin flow sitometride IgG2a monoklonal antikoru ile
yapilan negatif kontrol analiz sonucu,

LFLI: Floresan 1 degerlerinin logaritmik géstermi
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3.2. K562/Dox Hiicrelerindeki P-gp Pompasinin Fonksiyonun Ol¢iilmesi

P-gp pompasi tarafindan disan atilan ve flow stometride 478 nm laser
excitasyonu ve 570 nm bantpass filtresi ile okunabilen (FL2) daunobicin ilact kullamlarak
daunorubicin ile 1.5 ve 20 saat inkiibe edilen K562 ve K562/Dox hiicre dizilerinde elde
edilen veriler gekil 3.2.a,32b, 32e ve 32file cizelge 312, 3.1b, 31 e ve 3 1.f de
gosterilmistir Bu pompanin P-gp fonksiyon inhibitarleri inhibisyonu ile olan sonuglarda
sekil 3.2.¢,32d,32¢,32h,3.21 32kile gizelge31¢,314d, 3.1 831h 31131k

da verilmistir
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Sekil 3. 2. a) K562 + Daunorubicin (1 5 saatlik inktibasyon sonucu)

Cizelge 3. 1. a) K562 + Daunorubicin (15 saatlik tnkubasyon verileri)

Stats: Mormalized Listgating: Disablad
Hist Region_ID %* Ceunt Mn X Mn Y, PkPasX PkPosY PkCnt FPCV X FPCVY
1 A AUTO 27.2 3077 425.8 984 1 4489 10160 109 1363 7.89
Hist  Ragion 1D % Count Mo X Mid X PkPasX PkCrt HPCY Min Max
2 &8 93.3 3077 148 4480 10180 109
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Sekil 3. 2. b) K562/Dox + Daunorubicin (1 5 saatlik inkiibasyon sonucu)

Cizelge 3. 1. b) K562/Dox + Daunorubicin (1.5 saatlik inkiibasyon verileri).

Stats: Nermalized

. 1Hist Ragiun 10

Listgating: Disabled

%

Count

Ma X

Mn Y PkPosX PkPasY PrCat FPCVX FPCVY
T A AauTO 105 2587 4322 267 7 520 0 10160 Y 2213 874
Hist _ Regign 10 % Count Mn X Md X, PkPosX PkCnt HPCY Min Max
2 8 B ‘ag 7 2553 378 3.28 2.78 23 202 1.04 1024 0
3 cc 295 24433 277 z87 144 110 3830 0.196 1024.0
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Sekil 3. 2. ¢) K562+ Daunorubicin +CsA (1 5 saatlik inkiibasyon sonucu}
Cizelge 3. 1. ¢) K562+ Daunorubicin +CsA (1 5 saatlik inkiibasyon sonucu)
Stats: MNarmalized,  Listgating: Disabied
Hist Ragion I3 : % Count Mn X Mn Y PkPosX PxPosY¥ Frlnt FPCYX FPCVY
1 A AUTO 247 1939 4291 980 4 5200 1016 0 148 19.66 8.27
Hist Region 1D % Count, Mn X Md X PkPosX PxGnt HPCY Min Max
2 B B 937 1839 168 18.5 187 84 1969 1.04 toza0
3 c ¢ a7 8 15445 422 404 241 108 1901 ©.195 10240
o D 482 7299 212 21.8 24.1 108 1901 7.41 1024 0
E E 47.1 7445 LR 0.899 102 64 10.20 0 207 307
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Sekil 3. 2. d) K562/Dox + Daunorubi

Cizelge 3. 1. d) K562/D

Stats: Mormalized,

Listgating: Diyabled

ALy
FL2 LOG

T
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cin +CsA (1.5 saatlik inkiibasyon sonucu).

ox + Daunorubicin +CsA (1.5 saatlik inkiibasyon verileri)

Hist Ragion_ 1D % Mn X Mo Y PxCnt FPCYX FPOVY.
-1 A AUTO 162 4293 9607 &1 2237 9 20
$ist Region 1D % Mn X Md X HEGY Min Max
z o8 997 - 1.5 122 48% 1.04 1024 0
3 c c 49 4 4,02 3.22 30 35 0.195 1024.0
o D 403 17.1 17.3 3095 7.41 1024 0
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Sekil 3, 2. ) K562 + Daunorubicin (20 saatlik inkitbasyon sonucu)
Cizelge 3. 1. e) K562/Dox + Daunorubicin +CsA (1.5 saatlik inkiibasyon verileri)
Stars: Normalized Listgating: Disabled
Hist Regian 10 % Count Mn X Ma Y PkPosX PkPosY PxCnt FPCVX FPCVY
1 Bl F 451 10743 267 9 3585 283.0 37.4 90 2249 23 65
F2 F 5 4 8427 8949 51.4 0180 1133 73 3815 40,97
F3 F Tt 2639 1781 8.82 1920 210 16 57 88 8573
F4 F B85 2024 862 1 13.2 180 18 2 54 33.19 42 87
. A A &5 9 15955 3315 3943 288.0 37.4 80 32,445 25 37
2 B1 B8 [+ 3] 9 0.930 2.39 0.576 1.37 1 26.7% 330
B2 B 999 15943 24.7 421 28.1 A43.2 500 33 g9 3774
83 B 02 3 0.107 0.280 0.102 0.348 ] 3.39 7678
e B 00 o . v .
Hist Region IR % Count Mn X Md X PkPosX PGt HPCY Wit Max
3 c C 100 15955 40.6 40.7 40.5 228 2503 5.28 1024 ¢
4 DO 100 15952 433 45.2 45 2 223 231 %0 cazt 10240
5 E E 100 15852 256 26.8 2384 220 2612 O 448 10240
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Sekil 3. 2. f) K562/Dox + Daunorubicin (20 saatlik inkiibasyon sonucu).

Cizelge 3. 1. f) K562/Dox + Daunorubicin +CsA (1 5 saatlik inkiibasyon verileri)

Stars: Narmalized Listgating. Cisasbled

Higt Ragion 19 % Count Ma X MnY PrPosX PkPosY PxCnt FPCYX FPCVY
1 F1 F 24.2 6565 285.% 297 296 Q 243 73 13 97 28 93
FZ F 508 13717 5318 435 1018.0 82% 75 3273 45 01
F3 F 225 &091 2288 153 2560 210 17 3155 44 41
F¢ F 2% Tiz 428 23 178 353.0 21.0 32 1873 49 33
A A £8.6 15881 4087 32.8 2950 24.3 73 3031 26 39
2 Bt B 22 347 104 284 118 280 24 15 91 19 37
Bz B 978 15531 3.08 6.19 2.43 4.39 8% 50 41 54.33
g 8 0.0 3 0.402 0.442 0.243 0702 1 35.33 108.58

B4 B 0.0 o sear ey e cres o as we
Hist Region 10 % Count Mn X Md X PxPosX PxCat HPCY tin Max
3 c < 100 15881 339 e 25.1 214 2852 5.28 1024 0
4 o D 100 15879 6.27 S 68 5 26 152 2909 o871 10240
5 E E 100 15879 Tag’ 277 273 147 2976 0.4148 10240
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Sekil 3. 2. g) K562/Dox + Daunorubicin +Verapamil (20 saatlik inkitbasyon sonucu)

Cizelge 3. 1. g) K562/Dox + Daunorubicin +CsA (1.5 saatlik inkitbasyon verileri)

ats: MNormalized, Listgating: Disatlad

_Hist Pegion ID % Couynt Mn X, MnY PKkPgsX PkPosY PeCnt FPCVX FPCYY
L F1 F FEN 298 2943 28.3 azeo 228 18 17.61 25 20
F2 F 238 5424 g64 8 azs 10180 280 55 31.59 38 zo
F3 F g8 3080 252 6 10t 2960 15.8 35 30.31 55 88
F& F 320 7315 5213 14 4 3760 16.9 34 27.80 3150
A A 17.7° 4031 ast.9 29.4 464.0 22.8 24 27.65 23.88
2 87 B 0.0 o o s wave RN (X X] Yl -s .
82 8 100 4030 14.3 25.4 15.8 28.0 226 5392 48 63
83 B o0 1 0198 0.439 0135 0.439 1 0.00 ©.00
B4 B oo o e . .
Hist_ Region 1D % Count Mna X, M X PXPasX PESnL HPCY Min Max
3 ¢ ¢ 100 40M 303 288 245 90 12 68 5.28 1024 C
4 o oD 100 4030 - EN 291 299 84 13.78 0 871 1024.0
5 E E 100 4030 13.8 188 16.8 63 1218 0.443 1024.0
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Sekil 3. 2. h) K562 + Daunorubicin +Verapamil (20 saatlik inkiibasyon sonucu)

Cizelge 3. 1. h) K562/Dox + Daunorubicin +CsA (1.5 saatlik inkiibasyon verilen)

Stats: Mormalizad

Listgating: Disabied

. fegion IO % Coynt Mn X MpY PxPosX PkPosY PkCnt FPCYX EPCYY
i Ft F 43 4 10031 26435 3213 224 0Q 280 ] L 21.42 2178
F2 F 2314 638 590.8 45 4 3880 43 2 59 32.48 39.91
F3 F 131 2722 1880 1.0 184.0 210 a7 43 83 63 3%
F4 F 20 1363 851.1 132 10180 189 43 33134 38 01
A A 850 13466 317.2 as.t 2240 23.0 1] 3192 2324
2 Bl B [ Xs] 5 0.800 3.10 ¢.82% 280 1 B.39 7.34
B2 B 100 13481 215 378 13.8 34.3 835 33.860 31.62

g3 B 00 o saee saee vevs anea . . .

B4 B oo o v T sene vanr e v '
a1 Region_ D % Coynt Mn X Md X PxPosX PECnt HPCY Min _Max
3 [oR o} 100 13466 332 35.7 azn 210 23.99 §5.28 1024 0
4 o D 100 13468 A%0 . 394 361 203 24.50 0271 10240
s E E 100 13466 22,2 225 218 198 24.33 X B:] 10240
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Sekil 3. 2. 1) K562 + Daunorubicin +CsA (20 saatlik inkiibasyon sonucu).
Cizelge 3. 1. i) K562/Dox + Daunorubicin +CsA (1.5 saatlik inkuibasyon verileri)
Stats: Normalized Listgating: Disablsd
_Hiat _ Region D . % Count Mn X Mo Y PkPosX PxforY PkCnt FPCVX EPCVY.
1 rf1f 480 5818 284 8 333 2320 30.t 57 2153 2280
F2 F 301 3547 5828 453 39z0 46 4 35 38 40 1853
F3 F 122 1482 t800 10.8 1320 210 14 5197 70 85
F4 F 9.7 1181 665 2 130 10180 169 31 3278 3871
A A £3.2 8274 318.9 358 2320 o 57 3255 2525
2 BB 0.0 3 0,887 2.00 0.715 1.27 H 21 22 33.58
: B2 B 100 g271 21.4 37.4 21.0 7.4 431 37.08 34 89
B3 & 00 - ° . P
84 B 0.0 0 . o
Hist  Ragion_tp % Coynt Mn X Md X PkPosX PkCrt Hecy Min Max
3 c ¢ 100 8274 388 85 354 123 2387 5.28 10240
4 D o 100 8274 338 a9 4 377 131 1971 0871 10240
5 E E 100 8274 2.1 228 224 122 2278 0.438 10240
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Sekil 3. 2. k) K562/Dox + Daunorubicin +CsA (20 saatlik inkiibasyon sonucu)

Cizelge 3. 1. k) K562/Dox + Daunorubicin +CsA (1 5 saatlik inkiibasyon sonucu).

Stata: Normalized

Listgating: THzabled
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- Mgy Regien 1D % Count Mr X Mn Y PxPoaX PL gsY PECAL. FPCVA, FPCVY
1. FV F 7.8 ‘4183 2987 272 3200 226 bal 15.86 19 80
F2 F 317 1ea88 8528 34.9 1018.0 538 148 33.02 36 82
F3 F 34 19353 2178 307 2980 210 79 45 32 71.29
F4 F 23.0 12278 5335 14.4 a78.0 118 82 28 32 2855
‘ A A 338 17994 4320 267, 296.0 %0 - 73 3151 2159
2 81 B 0.0 o8 1.02 2.75 0.885 2.26 1 2309 25.70
B2 B 100 17988 13.4 239 18.2 30.1 911 §9.90 £3.02
81 B 0.0 o . . .
B4 B a0 o ve . .
Hist Hegion 1D % Coynt Mn X, Md X PkPosX PECot HPEV n M
3 c c 100 17954 278 271 259 291 25.71 5.26 10250
4 0 D 100 17994 24.7 302 115 258 2111 0871 10240
k- E E 100 17994 140 7.7 171 243 20 90 0 443 10240
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flag emilimini 6igen 1.5 saatlik daunorubicin inkiibasyonu sonras: K562 hiicreled
igin hiicre icinde kalan ilag floresanst (Mean Channel Value =MCV) 14.8 iken
K562/DOX igin bu defer 277’e dek azalmugtw P-gp fonksiyonunu inhibe eden
CsA(cyclosporin A) ile K562 hiicrelerinin MCV deferi minimal 0lgiide artarken
(K562 MCV=16.6), K562/Dox hiicrelerinin MCV degeri yaklasik 4 kat 11 5’e kadar
yikselmistir yani CsA ile daunorubicinin MDR P-gp K562/Dox hiicrelerinin iginde
kalmasi ila¢ duyarl ana hitcrelerin aksine belirgin sekilde artmugtir

Itacin hiicre icinde muhafaza edilebilirligini 6lgen 20 saatlik inktibasyonda ise
daunorubicin MCV degeri K562 igin 43 3, K562/Dox igin 6.7 bulunmugtur. Verapamil
ile P-gp pompastun inhibisyonu ile Daunorubicin MCV degerleri K562 igin 39,
K562/Dox igin 26.3 olarak bulunmugtur Bir diger P-gp inhibitori olan CsA ile
Daunorubicin MCV degeri K562 hiicre dizisinde 38.6, K562/Dox hiicrelerinde ise 24 7

olarak bulunmugtur

3. 3. Cogalma Inhibisyonunun Olciilmesi

Calismada kullamlan her iki hiicre dizisinin gemsitabine kargi olan duyarliliklar
K562/Dox hiicre dizisi i¢in daha disiik olarak bulunmustur. K562 hiicreleri igin baglangi¢
dozlar olan 1 pM, 5 pM ve 8 uM gemsitabin dozlarimn etkisinde zamana bagli olarak
artis gozlenmistir 1 M ve 5 uM lik dozlar 24. saatte swast ile %10 (SH £1.7) ve %16
(SH #1.4) oramnda gogalma inhibisyonu gosterirken, 48 saatte %13 (SH £1.4) ve %23
(SH #1.3) oramnda, 72 saat sonunda ise %24 (SH # 2.8) ve %29 (SH #1.9) oraninda
¢ogalmayl inhibe etmiglerdir. 8 uM lik doz ise 24 ve 48 saatlerde %39 (SH £2.05) ve
%42 (SH #/ 1 ) oramnda gogalmayi inhibe ederken 72 saat sonunda optimum inhibitér
doz olarak kendini gostermis ve yaklastk %51 (SH £/ 7) oraminda ¢ogalmay1 durdurucu
etki gostermistir (Sekil 3.3 a)
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Sekil 3. 3. a) 1 uM, 5 pM ve 8 pM gemsitabin dozlarinin K562 hiicre dizisi tizerindeki
zamana bagh ¢oZalma inhibisyonu etkileri (Sonuglar ti¢ bagimsiz deneyin

ortalamasidir)

Aymi dozlar P-gp (+) K562/Dox hiicrelerine uygulandidinda asagidaki sonuglar
gézlenmistir 1 uM ve 5 uM lik dozlar 24 saatte %12 (SH #1.7) ve %18 (SH #1.5)
oraninda ¢oZalma inhibisyonu olustururken, 48 saatte %15 (SH #/4) ve % 23
(SH #2 3) oramnda, 72 saat sonunda ise %23 (SH #2.4) ve %26 (SH #/.8) oraninda
¢ogalmay: inhibe etmiglerdir 8 M lik doz ise 24 ve 48 saatlerde % 35 (SH #1.6) ve
%39 (SH #{.0) oramnda ¢oZalmayr inhibe ederken 72 saat sonunda yine optimum
inhibitér doz olarak kendini gostermis ve yaklasik %49 (SH #/.9) oraunda goZalmay:
durdurucu etki gostermistir (Sekil33 b ).
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Sekil 3. 3. b) 1 uM, 5 uM ve 8uM gemsitabin dozlarinin K562/DOX hiicre dizisi
tizerindeki zamana bagli gogalma inhibisyonu etkiler.

(Sonuglar ti¢ bagimsiz deneyin ortalamasidir )

Sekil 3 3.c de de yukaridaki dozlann her iki hiicre dizisi iginde hemen hemen ayn
oranda inhibisyon etkisi gosteriyor gibi goriinsede grafik degerlerinin istatistigi

yapildiginda K562/Dox igin daha diisiik oranda sitotoksisite bulunmustur (p< 0.0001,

t degeri=3,95)

et TR gy L




30,00
A k562 DOX

m K562

% Cogalma nhibisyonu

10,00

Sekil 3. 3. ¢) 1 uM, 5 uM ve 8uM gemsitabin dozlarnin K562 ve K562/DOX hucre
dizisi tizerindeki zamana bagh ¢ogalma inhibisyonu etkileri

(Sonuglar g bagimsiz deneyin ortalamastdur )

Baglangig dozlan zamana ve doz miktarina bagl olarak artis gdsterdigi igin
dozlara 10 uM den 500 pM a kadar artinfarak devam edildiginde 24 saatie K362
hiicreleri igin gemsitabinin 10 uM da %52 (SH £1.9), 50 uM da %56 (SH £1.6),
100 uM da % 58 (SH #1.9), 200 uM da % 53 (SH £2 3), 300 uM da % 54 (SH £1.0),
400 uM da % 55 (SH #0.63), 500 uM da %56 (SH 20 88) oraminda ¢oZalmay: inhibe
ettigi bulunmustur. 48. saatte 10 UM da %55 (SH #4), 50 uM da % 58 (SH £3.6),
100 oM da % 625 (SH #38), 200 uM da %655 (SH #2 6), 300 uM da %57
(SH #3 3), 400 uM da %69 (SH #£2), 500 uM da %69 (SH #1.4) oranlarninda goZalma
inhibisyonu gortiliirken 72. saattin sonunda gemsitabin 10 pM da %663 (SH £2 ),
50 uM da %64 (SH £3.3), 100 uM da %66 6 (SH £4 6) , 200 uM da %67 (SH #3 2),
300 uM da %69 (SH 2 3), 400 uM da %75 (SH #3.0), 500 uM da %72 (SH £1.4)

oraninda cogalmay inhibe etmigtir Grafikte de gorildagi tzere 50 uM lik dozdan sonra
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inhibisyon yiizdeleri ¢ok fazla artmamistir ve bundan sonra artan dozlann plato ¢izdigi

gorilmistir (Sekil 3 3. d).
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Sekil 3. 3. d) 10-500 uM gemsitabin dozlarimin K562 hticre dizisi uzerindeki etkileri
zamana baglt cogalma inhibisyonu etkileri

(Sonuglar ii¢ bagimstz deneyin ortalamasidir )

K562/DOX hiicreleri iginde aym dozlar uygulandiginda ¢ogalmay: durdurucu
etkileri 24 saat sonunda 10 pM da %45 (SH £/ 4), 50 uM da %45 (SH +1.6), 100 pM
da %50 (SH 20.8), 200 uM da %53 (SH £0.5), 300 pM da %55 (SH £1.9), 400 pM
da %52 (SH #£{.1), 500 uM da %50 (SH #/.7) oramnda ¢oZalmayi inhibe ettigi
bulunmustur 48. saatte 10 pM da %49 (SH #0.7), 50 uM da %58 (SH £0.5), 100 uM
da %62 5 (SH £1.0), 200 uM da %55 (SH £/ 3), 300 uM da %57 (SH #0.8), 400 M
da %50 (SH #0.6), 500 pM da %51 (SH #0.7) oranlannda ¢oZalma inhibisyonu
goériiliirken 72 saattin sonunda gemsitabin K562/DOX hiicrelerinin 10 pM da %665
(SH #£1.1) , 50 uM da %65 (SH #0.4), 100 uM da %69 (SH #/ 1), 200 uM da %61
(SH 40.9), 300 uM da %65 (SH #0.6), 400 uM da %62 (SH 1 0), 500 uM da %64
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50 uM dan sonra artan dozlann daha fazla etki gostermedigi ve plato ¢izdigi
gonilmigtir Bununla birlikte K562 hiicre dizisinden farkh olarak ilk 48 saatte etkiler
daha diisiik diizeylerde gergeklegirken 72 saatin sonunda bu hiicre dizisinin sonuglan ile

hemen hemen ayn oranlar bulunmustur (Sekil 3. 3. e)
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Sekil 3. 3. e) 10-500 pM gemsitabin dozlannin K562/DOX hiicre dizisi tizerindeki
zaman bagl ¢ogalma inhibisyonu etkileri

(Sonuglar iig bagimsiz deneyin ortalamasidir )

Sekil 3.3.f de de ayni dozlanin her iki hiicre dizisinde gosterdigi etkiler birarada

gorilmektedir.
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Sekil 3. 3. f) 10-500 uM gemsitabin dozlarinin K562 ve K562/DOX hiicre dizisi
{izerindeki zamana bagh ¢oZalma inhibisyonu etkileri (Sonuglar ti¢ bagimsiz

deneyin ortalamasidir).

Bundan sonra IFN-o ile gemsitabin etkilerinin sinerjik olup olmadiginin
arastirilmas) baglatilmastir 1k olarak her iki hiicre dizisine de sadece interferon alfa
dozlart uygulanmistir IFN a-22” ya kargin K562 ve K562/DOX dizileri farkl duyarhlik
gostermislerdir K562 hiicreleri icin ilk 24 saatin sonunda IFN o-2a’ nin 10 ng/mi lik
dozunda %1.6 (SH £1.1), 25 ng/ml de %2 (SH #1.4), 50 ng/ml de %5 6 (SH #0.7),
100 ng/ml de %104 (SH £0.7), 250 ng/ml de %18 (SH #0.8), 500 ng/ml de %36
(SH +0.9), 1000 ng/ml de %52 (SH #0.6) oranlarinda ¢ogalma inhibisyonu bulunmusgtur
48 saatte ise bu degerler 10 ng/mi de %4 (SH +1.0), 25 ng/ml de %25 (SH £2.6),
50 ng/mi de %5 (SH #1.8), 100 ng/ml de %12 (SH #1 0), 250 ng/ml de %28
(SH #2.2), 500 ng/ml de %48 (SH #1.6), 1000 ng/ml de %55 (SH #1 () olarak elde
edilmistir. 72 saatin sonunda IFN «-2a° mn 10 ng/ml lik dozu igin %125 (SH £1.4),
25 ng/mi igin %25 (SH #1.2), 50 ng/ml igin %25 (SH #/.4), 100 ng/ml i¢in %20
(SH #1.1), 250 ng/ml icin %41 (SH #I 3}, 500 ng/m! i¢in %42 (SH #/.2) oramnda
cogalma inhibisyonu gerceklesirken ancak 1000 ng/ml ik konsantrasyon K562 hiicreleri
icin %50 (SH #/.6) oramnda inhibisyon saglayabilmistir (Sekil 3 3.g)
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Sekil 3. 3. g) 10-1000 ng/ml interferon-alfa 2a dozlanmn K562 hucre dizisi tizerindeki
zamana bagli ¢ogalma inhibisyonu etkileri etkileri

(Sonuglar iig bagimsiz deneyin ortalamasidir).

Ay konsantrasyonlarda K562/DOX htcreleri igin cok daha farkli sonuglar
alinmigtir. Zamana baglt olarak aym dozlann inhibisyon etkisi daha fazla artmugtir
Zamana bagli olarak gerceklesen artis, doz artist ile de paralellik gdstermistir Ik 24 saat
icin inhibisyon degerleri 10 ng/ml de %2 (SH #2.5), 25 ng/ml de %3 (SH #19),
50 ng/ml de %5 (SH #1.3), 100 ng/ml de %5 (SH £1.0), 250 ng/m! de %10 (SH #£2 1),
500 ng/ml de %35 (SH #0.7), 1000 ng/ml de %50 (SH #1.0) olarak elde edilmistir
48 saatte ayni dozlarda 10 ng/ml de %5 (SH #£1.5), 25 ng/mi de %8 (SH 1063,
50 ng/ml de %11 (SH #2.5), 100 ng/ml de %13 (SH £1.2), 250 ng/ml de %25 (SH #1.3),
500 ng/ml de %36 (SH #0.7), 1000 ng/ml de %52 (SH #25) olarak inhibisyon
gerceklesirken 72 saatin sonunda TFN a-2a’ nin 10 ng/ml lik dozu igin %18 (SH £2.3),
25 ng/ml igin %27 (SH £0.9), 50 ng/ml igin %30 (SH #0.8), 100 ng/ml igin %32
(SH #{ 6}, 250 ng/m! icin %38 (SH £1.0), 500 ng/ml igin %43 (SH #1.1} oraninda
¢ogalma inhibisyonu gergeklegirken, 1000 ng/m! lik konsantrasyon K562/DOX
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hiicrelerinin ¢ogalmasimi %53 (SH £7.2) oraninda inhibe etmigtir ($ekil 3. 3. h). K562 ve
K562/Dox tizerinde IFN-c-2a etkisi ortalama degerleri /8.5#f ve 23.9417 3 olarak
bulunmustur. P =0986 olarak bulunmus ve aradaki fark anlamsiz olarak

degerlendirilmistir.
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Sekil 3. 3. h) 10-1000 ng/m! interferon-alfa-2a dozlanmin K562/DOX hiicre dizisi
zamana baglt ¢oZalma inhibisyonu etkileri iizerindeki etkileri

(Sonuglar ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasidir )

10-1009 ng/ml interferon-alfa-2a dozlartin her iki hucre dizisinde sahip oldugu
etkiler Sekil 3 3 g de gorilmektedir Bu sonuglardan sonra 200 ng/m! sabit interferon-
alfa 2a dozu 10-500 pM gemsitabin dozlan tek tek uygulanms ancak higbir sinerjik etki

bulunamamustir
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Sekil 3. 3. i) 10-1000 ng/ml interferon-alfa-2a dozlarimn K562 ve K562/Dox uzerindeki
etkileri

3. 4. DNA Fragmantasyon Sonuclar

Bugiine kadar yapilan DNA izolasyon ¢alismalarinda 16 uM, 50 uM, 100 pM,
200 uM ve 300 uM gemsitabin konsantrasyonlan vathigmda ve kontrol olarak
gemsitabinle muamele edilmeyen K562 hiicrelerinin DNA izolasyonlan tamamianmugtir
Elde edilen sonuclar gemsitabinin 10 pM lik konsantrasyondan itibaren DNA
fragmentasyonuna yol agtigim ve apoptozisi indiikledigini disindiirmektedir Yine aym

konsantrasyonlarda K562/DOX hiicrelerinden de DNA izolasyon ¢ahgmalari yapimustir

Bu caligmalar sonucunda da aym dozlarda DNA fragmantasyonu gozlenmistir

(Sekil 3. 4 a, Sekil 3.4 b},
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1.1 kb DNA marker

2. Kontro!

3. 10 uM Gemsitabin

4.50 M Gemsitabin

3. 100 uM Gemsitabin
6. 200 UM Gemsitabin
7.300 UM Gemsitabin

Sekil 3. 4, a) K562 hiicre dizisinde gemsitabinin apoptozis inditksiyonu

1.1 kb DNA marker

2. Kontrol

3. 10 pM Gemsitabin

4. 50 uM Gemsitabin

5. 100 uM Gemsitabin
6 200 pM Gemsitabin
7 300 uM Gemsitabin
8 400 pM Gemsitabin

Sekil 3. 4. b) K562/DOX Hiicre dizisinde gemsitabinin apoptozisi inditksiyonu
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4. TARTISMA

Gemsitabin aktivitesini son derece ozgiin etki mekanizmalan ile saSlayan bir
onkolitik ilagtir. Cesitli hiicre sistemlerinde (HL-60 miyeloid, RPMI-8392 B-lenfoid gibi)
denenmis ve giighi sitotoksik etki géstermigtir (Bouffard, 1991). Yapilan benzer olan
diger antikanser ilaglanindan gemsitabini daha etkin kilan da bu 6zgin spesifik etki

mekanizmalandir (Hertel 1990)

Bugiine kadar yapilan galigmalarda gemsitabinin goklu ila¢ direnci fenotipine
sahip malign hiicrelerdeki etkileri ise heniiz agtk degildir. Ilag direnci, onkolitik ilag
tedavisi altindaki hastalarda bu tedavinin bagansiz kalmasma yol agan nedenlerin ¢nde
gelenlerindendir (Arceci 1993). Huere klturii sistemlerinin kullanddig caligmalar tGmor
hiicrelerinde ilag direncinin gesitli mekanizmalarla geligtigini gostermigtir Insanda MDR
1 geni tiriinii olan P-glikoprotein bu mekanizmalar icerisinde iyi karakterize edilen dnemli
bir goklu ilag direnci nedenidir (Arceci 1993) MDR 1 geni agin ifadesine sahip (P-gp)
tiimétlerin tammlanmasi igin yapilan ¢alismalar kemoterapiye kargin olusabilecek cevabin
tahmin edilebilmesi ve P-gp’yi inhibe edebilen ajanlar aracihd: ile goklu ilag direncinin
geri dondiiriilmesi yoniindedir (Tsuruo 1981, Ford 1996). Bununla birlikte, bu ajanlann
sadece ¢ok az bir kismu uygun ve giivenli klinik, farmakolojik karakteristikleri
sunabilmektedir Bundan baska bir kisrunin da toksisite profilini ¢ogu zaman asmas, bu
ilaglarin CID’ i yenmek igin rutin kullanimin engellemektedir Bu yiizden de daha etkin

ve daha az toksik olan yeni ajanlara ihtiyag oldugu agtktir

Gemsitabinin CID fenotipi tizerindeki etkinligi sadece KHAK (kiiglik hiicreli
akciger kanseri) hiicre dizilerinde bildirilmigtir (Jensen 1997, Bergman 1998) KHAK
hiicre dizileri ile yapilan bir galigmada gemsitabinin P-gp ifade eden KHAK dizilerinde
ilag duyarl ana hiicre dizilerden daha etkin oldugu bildirilmistir (Bergman 1998) Solid
tiimorler icin bu calismalar her ne kadar fikir verse de hematolojik malignansiler igin bu
konu yine karanliktir ve bu hiicre dizilerinin ¢ahgildigi ortam ve zamandaki P-gp

pompastun varkg ve fonksiyonu belirtilmemistir.
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Bu amagla yapilan ¢aligmada artan gemsitabin dozlarinin insan eritrolésemi hiicre
dizisi K562 ve bunun P-gp (+) varyantt K562/DOX iizerinde kargilastimal: olarak

etkileri arastinlmaya gahisimustir

dozlar olan 1 uM, 5 pM ve 8 uM dan 8 pM lik gemsitabin dozu 72 saat sonunda K562
hiicreleri igin % 51 oraminda g¢oZalmayi inhibe ederek, optimum inhibitér doz olarak
kendini gostermistir (Bkz Sekil 33a) Aym dozlar K562/DOX hicreleri iginde
kullanildiginda yine 8 UM % 49 inhibisyon oram ile optimum inhibitér doz olarak
bulunmustur (Bkz. $ekil 3 3 b). Artan konsantrasyonlarla ¢aligmaya devam edildiginde;
érnegin 10 M da 72 saatin sonunda K562 igin % 66 3, K562/DOX i¢in % 65 oramnda
mhibisyon bulunmustur (Bkz Sekil 3 3.d ve 3 3.¢). Elde edilen bu bilgiler her iki hiicre
dizisinde de gemsitabini hemen hemen esit oranda biyiimeyi durduruyor gibi gostersede
sonuglann istatistigi yapildiginda K562 hiicrelerinde gemsitabinin daha etkin oldugu
bulunmustur (Bkz Sekil 3.3 f) Bu sonuglan hiicre sitoplazmasinda P-glikoproteinin
fonksiyonel olarak aktif oldugu sonucu ile (Bkz Sekil 32 a, . k) birlikte K562/DOX
dizisinin gesitli antikanser ilaglanindan, Doksorubisin’e K562 dizisinden 134 kez,
Daunorubisin® e 80 kez, Vincristin’ e 630 kez ve VP16’ vya da 108 kez daha fazla
direng gosterdigini (Nielsen 1992) goz 6niine alarak degerlendirdigimizde, gemsitabinin
¢oklu ilag direnci gosteren eritroldsemi dizilerindeki etkisinin parental hiicrelere oranla
daha dugitk olmasiun nedenini agikga gérmekteyiz Solid timéilerde yapilan ¢aligmalarla
bu durumu karglagtirdigimizda akst bir durum séz konusudur ancak bu galigmalarda
p-glikoproteinin fonksiyon testlerinin galisgimamasida olaya farkli bir boyut katmaktadir
Tim bu sonuglar gemsitabin tedavist géren pankreatik ve akcifer kanserli hastalarin
durumlan ile birlikte degerlendirildiginde gemsitabinin P-gp (+) CID timorlerinin
tedavisinde gok etkili bir ydntem olmadifim géstermektedir Aynca bu onkolitiZin diger
onkolitik ilaglarla gapraz dirence yol agabilecefi ihtimali diiiniiliirse, kombinasyon

tedaviler icin de gemsitabin uygun olmayan bir sitostatik gibi gériinmektedir

Cegitli 16semi hitcre dizileri K562, sagh hilcreli I¢semi, Burkitt lenfoma ile yapilan

¢ahgmalarla interferon-o’ nin l6semilerde etkili oldugu bilinmektedir (Qzes, 1992).
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Calismada olas1 imminomodilatdr yaklasimlar igin gemsitabinin interferon-alfa ile
sinerjik etkileri olup olmadig da aragtinlmigtir. Bu ¢alisma ile elde edilen K562 hucre
dizisi iizerinde interferon-ct” min etkileri daha 6nceleri yapilan ¢alismalarla paralel

bulunmugtur (Bkz sekil 3 3 g).

K562/DOX hiicrelen iginse interferon-c” mn etkilen K562 hiicielerinden ¢ok
biiyitk farklibk gostermemigtir (Bkz. Sekil 3.3.h) Béylece interferon-o” nin goklu ilag
direnci gosteren hiicreler tzerinde de etkinligt konusuna da gtk tutulmugtur Ancak
gemsitabinle kombine interefron-ot ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar her ikist arasinda

sinerjik bir etki olmadig izlenimint vermektedir

Aynica ¢aligmada gemsitabinin apoptotik etkileri de aragtinilonug ve her iki  hticre
dizisi ile yapitan DNA izolasyon ¢ahigmalari sonucu 10 pM lik dozdan itibaren DNA
fragmantasyonu gorilmiistir (Bkz Sekil 34a, 34b) Bu sonuglar gemsitabinin
sitotoksik etkisi ile baglantih olarak antitiimora! 6zellifin apoptozis yoluyla oldugu

1zlenimini vermektedir
Bundan sonra yapilacak olan calismalarda gemsitabinin P-glikoprotein disi

nedenlerle olusan CID fenomeninde etkinligi olup olmadiginin preklinik ve klinik olarak

aragtirilmasimn kanser tedavisinde dnemli yararlar saglayabilmesi muhtemeldir
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S. SONUC

Bu ¢aligma da bilim diinyasinca etkin bir yontem olarak kullanlan tripan mavisi
ile sayim yontemi kullanilarak 6li ve canh hiicrelerin miktann belirlenmek sureti ile
gemsitabin in P-glikoprotein goklu ilag direnct gdsteren 16semi hiicre dizilerinde etkinligi

arastinlnugtir.

Caligmanin sonunda gemsitabinin ¢oklu ilag direnci gosteren kanser hiicreleri
tzerinde, direng gelistirmeyen hucre dizileri ile farkli oranlarda biiyiime inhibisyonu
etkisine sahip oldugu bulunmustur Ayrica yapilan galismalarda bu ilacin apoptotizisi
indikledigi de bulunmug ve gosterdigi antitiimoral etkinin bu yolla olabilecegi ortaya

koyulmustur
Elde edilen bu sonuglar gemsitabinin kemoterapiye direng gosteren hastalar igin

¢ok uygun bir ilag olmadiZim gostermektedic ve tedaviye onemli katkilar

saglayabilecektir.
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6. OZET

Gemsitabin (dFdC) o©zellikle pankreatik adenokarsinoma gibi kemoterapi ve
radyoterapiye direngli olmalariyla tamnan solid timérlere karsin onemli etkinlik

gosterebilen, yent bir baz analogu antimetabolittir

Coklu Ilag Direnci (CID), birbirinden etki mekanizmast ve yapisal olarak farklilik
gdsteren birgok bilegige kargi cevapsizhigi tammlayan fenomendir. P-glikoprotein (P-gp)
hiiere zaninda bulunan ve enerji bagiml bir pompa gibi fonksiyon géstererek bir gok ilact
hicre digina atabilen 170 - kD lik bir glikoproteindir ve 6nemli bir CID nedenidir
Kemoterapiye direngli tiimérlerde timit vaad etmekte olmasina kargin gemsitabinin P-gp
CID mekanizmasindan  etkilenip  etkilenmedigi konusu heniiz tam olarak
aydinlatdamarustir Bu amagla bu galigmada dFdC’ nin insan eritroldsemi hiicre dizisi
K562, ve bunun P-gp (+) varyanti K562/DOX tzerinde etkileri arastinlmistir. Aynca
olas: immiinomoduilatér yaklagimlar i¢in dEdC” nin interferon-alfa ile sinerjik etkileri de

arastirlmistir

Timor biiyime inhibisyonu, hemasitometre lamunda tripan mavisi testi
uygulanarak 6l ve canlt hiicrelerin sayilmasi ile arastirilmugtir K562/DOX hiicrelerinin
P-gp igerikleri 4E3 monoklonal antikoru kullamilarak flow sitometri ile tayin edilmistir
Calismalarimiz sonucunda K562/DOX  hiicreleninin P-gp pozitiflizi % 99.7 olarak
bulunmustur. Hiicre sitoplazmasinda P-glikoprotein fonksiyonel olarak aktif oldugunda
daunorubicini hiicre disina atigt ve bu atthmun siklosporin A veya verapamil gibi
P-glikoprotein fonksiyon inhibitorleri ile blokajiyla inhibe edilmesiyle gosterilmigtir

Yapilan g¢aligmalarda gemsitabinin her iki hiicre dizisinde farkli inhibisyon
etkilerine sahip oldugu istatiksel olarak ta ortaya konulmustur Ayrica gemsitabinin
apoptozis uzerinde etkileri de DNA fragmentasyonu yolu ile arastinlmis vel0 uM lik
konsantrasyondan baslayarak apoptozisi de indukledigi bulunmustur Bu calisma da
interferon-alfa’min gemsitabinle ile sinerjik etkiye sahip olup olmadi@: konusu da

arastinlmis ancak hig bir sinenjik etki gézlenmemistir.
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Tim bu sonuglar gemsitabin tedavisi goren pankreatik ve akcier kanserli
hastalardan alinan sonuglarla birlikte deZerlendirildiginde dFdC’ nin P-gp (+) CID

titmorlerinin tedavisinde uygun ve etkili bir yontem olmadiZini gdstermektedir

I XY W




7. SUMMARY

Gemcitabine (2°, 2’ difluorodeoxycytidine,) is a new nucleoside analog which
exhibits substantial activity against solid tumors such as pancreatic adenocarcinoma that

are well known for their poor response to chemotherapy and radiotherapy.

P-glycoprotein (P-gp) is a 170-kD plasma membrane glycoprotein which is
shown to function as an energy dependent pump for the efflux of diverse anticancer
drugs and consequently conferring multidrug resistance (MDR). Although gemcitabine
seems to offer hope in chemotherapy resistant tumors, it is not known whether it has

been effected from MDR mechanisms such as P-gp.

In the present study the antitumor and apoptotic effects of dFdC on
erythroleukemia cell lines P-gp (-) K562, and its P-gp (+) MDR vanant K562/DOX were
evaluated Furthermore it was studied whether gemcitabine is synergistic with interferon-

alpha, for possible immunotherapic approaches in the future

P-gp expression and function of cells were demonstated with 4E3 monoclonal
antibody and daunorubicin uptake and retention test by flowcytometry respectively
Inhibition of tumor growth was studied by means of trypan blue exclusion test The P-gp
positivity of K562/DOX cells was 99.7 %. In adddition this P-gp is functionally active
At 72 h 10 pM gemcitabine killed 65 % and 663 % of K562 and K562/DOX
respectively And it was also found that gemcitabine has apoptotic effects on these cells.
Furthermore the results suggested that 1FN-alpha is not synergistic with gemcitabine in

our erythroleukemia tissue culture system

In this study gemcitabine was shown to be more effective in P-gp (-) than in
P-gp (+) erythroleukemia cell lines. These results together with chemotherapy resistant
patients results suggest that gemcitabine is not an effective drug in the treatment of P-gp

(+) MDR tumors.
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