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Gemsitabin (dFdC) 6zellikle pankreatik adenokarsinoma gibi kemoterapi ve
radyoterapiye direngli olmalariyla tamnan solid tiimorlere kargin 6nemli etkinlik
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iizerinde etkinligi arastirilmig ve P-glikoprotein (-) K562 hiicre dizisi tizerinde daha etkin

oldugu bulunmustur.
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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 pancreatic adenocarcinoma 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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ONSOzZ

Giiniimiizde kanser hastalifimn tedavisinde yaygin tedavi metotlan cerrahi,
kemoterapi ve radyoterapidir. Coklu ilag direnci (CID) malignansilerin kemoterapi ve
radyoterapi metotlanyla tedavisinde kargilagilan en dnemli engellerden birisidir. Kanser
tedavisinde kullanilan bir gok ilacin CID’ e yol agtifa bilinmektedir. Bu nedenle son 20
yildir CID mekanizmalanmn ve agilmasim salayabilecek ilaglanin aragtinlmasi igin

¢aligmalar 6nem kazanmustir.

Bu ¢alismada da 6zellikle kemoterapi ve radyoterapiye direng gosteren pankreatik
adenokarsinoma gibi solid tiimorlerdeki etkinligi ile tamnan ancak hematolojik
malignansiler igin yeni bir onkolitik ilag olan gemsitabinin, CID’e sahip eritrolosemi

hiicrelerinde etkinligi aragtirilarak bu konu aydinlatiimaya ¢aligimugtir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

o Alfa

B Beta

Y Gama

ug Mikrogram

kD Kilodalton

U Unit

ml Mililitre

mg Miligram

ng Nanogram

nm Nanometre

mAmp Miliamper

°C Derece Santigrat

uM Mikro Molar

cm’® Santimetre kare
Kisaltmalar

IFN Interferon

IgG2a Immiinoglobiilin G 2a
dCTP Deoksisitidin trifosfat

ATP Adenozin trifosfat

FCS Fotal Calf Serum

Asp Asparajin

NK Natural Killer

CML Chronic Myeloid Leukemia
NSCLC Non Small Cell Lung Cancer
ATCC American Tissue Culture Catalog

DNA Deoksiriboniikleikasit
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mRNA Mesajci riboniikleik asit

uUv Ultraviyole

EDTA Etilen diamin tetra asetikasit
PBS Phosphate Buffered Saline
NaCl Sodyum Klériir

Na;HPO4 Disodyum Hidrojen Fosfat
KH;PO4 Dihidrojen potasyum fosfat
KCl1 Potasyum kloriir

CO, Karbon dioksit

SDS Sodyum deodoecyl Sulfat
OD Optik Densite

SF Sulandirma Faktorii

P-gp P-glikoprotein

CiD Cogul Ilag Direnci

dFdC Gemcitabin

dFdCDP Gemcitabin di fosfat

dFdCTP Gemcitabin tri fosfat
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1. GIRIiS
1. 1. Gemsitabin’ in (2’ 2’ diflorodeoksisitidin ) Ozellikleri

Gemsitabin (2 2’ diflorodeoksisitidin) 6zellikle pankreatik adenokarsinoma gibi
kemoterapi ve radyoterapiye direngli olmalanyla tarunan solid tiimérlere karsin énemli
etkinlik gosterebilen yeni bir baz analogu (sitozin) primidin antimetabolittir. Ozellikle
béliinen hiicrelerde sitotoksik aktivite gosterir ve hiicre siklusuna spesifiktir. Hiicre
siklusu sirasinda S-fazi ve ge¢ G1 fazi araliindaki hiicrelerin programlanini bloke eder

(Hertel 1990).
1. 1. 1. Kimyasal yapisi

Kimyasal yapis1 deoksiriboz sekerinin 2. pozisyonundaki iki hidrojen atomu yerine

({3

iki flor atomunun katilmasindan olusmustur. Gemsitabin ” adi kismen 2’

pozisyonundaki (“ geminal pozisyon ) 2 flor atomundan tiiretilmistir. Basit formiili ise
CoH,F2N,0,4 olup molekiil agirligi 299, 66’ dir (Hertel 1990).

NH:2

\N

N
HO. N
|
H\H F
OH F

Sekil 1. 1. Gemsitabinin Yapisal Formiilii (Plunkett 1996).



1. 1. 2. Hiicredeki metabolizmasi

Gemsitabin onciil bir ilagtir ve aktif hale gelebilmek igin hiicre ici metabolik
donisiime gereksinim duyar (Hertel 1990). Membran gegirgenligi oldukea yiiksek olan
gemsitabin hiicreye transport edildikten sonra dogal niikleotidlerdekine benzer bir sekilde
deoksisitinkinaz enzimi tarafindan fosforilasyon yoluyla monofosfat (dFdCMP), difosfat
(dFdCDP) ve trifosfat (dFdCTP) formlarina doniistirilerek  aktive olur. Olusan
di (dFdCDP) ve tri (dFdCTP) fosfatlar dogal niikleotid yapisiu 6zellikle sitidin yapisint
taklid ederler (Sekil 1. 2. Peters 1996, Xu ve Plunkett 1992, Mosconi 1997).

h DNA

[ DNA'i)dﬁr'ucru l / \

7\

dcTe, gcmsntabm
.' [nfosfa[ ............................ »— C-[P Smtcm
Ribontikleotid uTP
Reduktaz * ' )
cop 'A‘* dcoP : DNA Sentezi
o} gemsitabin 4
.................... ::...... difosfal ':. (_/
A dTMP
oV ‘Timidilat
gemsitabin _dCMP Deaminaz O] | Sintaz
._-. , monofosfat ’———-——-,—- AFQUAMP ceeereernen. >
: dunip
o A
Deoksisitidin l
T Kinaz \B
cre utep
@ gemsitabin ———————»— cfdU ———p—: Bogaltim

Sekil 1. 2. Gemsitabinin hiicre igi metabolik doniisimii ve etki mekanizmalan

(Peters 1996).



1. 1. 3. Etki mekanizmalan

Gemsitabinle yapilan klinik dncesi ¢aligmalar, bu bilesigin, hiicre metabolizmasini
degistirerek hiicre oliimiine yol agan bir ¢ok etki mekanizmasina sahip oldugunu ortaya
¢tkarmugtir. Baglica etki mekanizmas: ise gemsitabin niikleotidin replikasyon sirasinda
DNA’ ya katilmas: (inkorporasyon), bliyimekte olan DNA zincirine doZal olmayan bir
niikleotid ilavesi ile DNA sentezinin durmas: (inhibisyonu) dir (maskelenmis zincir
terminasyonu). Bu ana mekanizmaya ek olarak gemsitabin, DNA sentez substratlarint
katalizleyen enzim inhibisyonu gibi replikasyonun durdurulmas: 6zelligini giiglendiren ve
kendi kendini giiclendirme ad: verilen daha bagka birgok etkiye de sahiptir. Gemsitabin
sadece DNA sentezinde degil, RNA sentezinde de etkilidir. RNA tizerindeki spesifik etki
mekanizmalan heniiz agik degildir. Ancak RNA ya inkorpore olabildigi bilinmekte ve
RNA iizerinde etkili olan diger antimetabolitlere benzer sekilde etkili oldugu
diigtiniilmektedir (Ruiz van Haperen 1993, Peters 1996).

Aktif hale donigtirildikten sonra, ilk olarak gemsitabin difosfat (dFdCDP)
DNA sentezi igin gerekli deoksiniikleotid trifosfatlanin olugumunu katalizleyen
riboniikleotidrediiktaz enzimini inhibe eder. Bu enzimin inhibisyonu hiicre igi
deoksiniikleotidlerin ozellikle deoksisitidintrifosfatin (dCTP) konsantrasyonunda bir
azalmaya yol agar (Sekil 1.2.), (Gandhi ve Plunkett 1990, Peters 1996).

Ikinci olarak ise, gemsitabin trifosfatlar (dFdCTP) replikasyon sirasinda
DNA polimeraz tarafindan uzayan zincire katilmak igin dCTP ile yansir. Hiicre
icerisindeki yiltksek gemsitabin konsantrasyonu ise dCTP’ nin olusumunu katalizleyen
CTP sentetar’ 1 doZrudan inhibe ederek CTP olusumunu durdurur (Heinemann ve
Plunkett 1992, Xu ve Plunkett 1992, Peters 1996), (Sekil 1.2)). Hiicresel
deoksiniikleotidlerin ozellikle de dCTP’ nin miktanndaki diigiis burada replikasyona
yansir ve uzayan zincire gemsitabin katimunda artig olarak sonuglanur. Hiicresel dCTP
miktarindaki azalma her seferinde zincirde gemsitabin miktanmn artisi ile sonuglanur.
dCTP miktanndaki azalma gemsitabinin aktif niikleotidlere doniigiimiinii katalizleyen ve

ancak yiiksek dCTP konsantrasyonunda inhibe olabilen deoksisitidinkinaz enziminin

PC. YIKSEKOSRETIM KURUL:.
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inhibisyonunu da onlemektedir. dCTP miktanndaki azalma aym zamanda gemsitabinin
eleminasyonunda baslica enzim olan dCMPdeaminaz enziminin de inaktivasyonuna yol
agar. Bu enzim gemsitabin trifosfat tarafindan da dogrudan inhibe edilmektedir. Bu olay
hiicre igerisindeki gemsitabin konsantrasyonunu da artirmaktadir.Tiim bu reaksiyonlar
sonug olarak gemsitabin miktan veya etki siiresini uzatarak gemsitabin etkinligini

artirmaktadir.

Molekiiler ¢aligmalar, replikasyon sirasinda uzayan zincire gemsitabin niikleotidin
katthmindan sonra doga! tek bir niikleotid daha katilabildigini, bundan sonra
DNA polimerazin ilerleyemedigini  ve feplikasyonun durdugunu  gostermistir
(DNA sentezinin inhibisyonu) (Ruiz van Haperen 1993). Gemsitabinin DNA yapisina
girmesinden sonra bu yapiya bir niikleotid daha eklenir. Gemsitabin bu niikleotid
tarafindan maskelenir. Bu olay maskelenmis zincir terminasyonu olarak adlandinlir.
Maskelenmis zincir terminasyonu gemsitabinin, DNA onarim mekanizmalan ve bu arada
ekzoniikleazlar tarafindan DNA yapisindan ¢ikanlmasina kargi korunmasimi saglar

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

Y

¥

R ceva
’ _%::j:ff:;mj//Gelx\sxtabxn
.
cs:::r@d 7
s - o we ¢ ol

-

Sekil 1.3. DNA sentezinin inhibisyonu:Maskelenmis zincir terminasyonu (Plunkett 1996).



Gemsitabinin hiicre metabolizmasi tizerindeki diger etkileri, bu onkolitifin DNA
sentezi karyisindaki  aktivitesini kendi kendine giiclendirmesini saglar. Bu
mekanizmalar gemsitabinin riboniikleotidrediiktaz, deoksisitidinkinaz, dCMP deaminaz,
CTP sentetaz enzimleri lizerindeki inhibisyon etkilerinden kaynaklanmaktadir (Xu ve
Plunkett 1992).

Hiicrelerin gemsitabini DNA dan uzaklastiramamasiyla onarimin inhibisyonu ve
replikasyonun durmast ile bir siire sonra morfolojik ve biyokimyasal olarak apoptozis

karakteristigi g6zlenir (Huang ve Plunkett 1996).

Tim bu prosesler gemsitabini hem in vivo, hem de in vitro olarak gii¢lii bir
antimetabolit haline getirmistir. Gemsitabinin ortaya koydugu tiim bu etkilerle bolinen

hiicrelerde sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

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

Gemsitabinin antitimor aktivitesi, ¢esitli hiicre sistemlerinde test edilmistir.
Gemsitabin CEM insan losemi hiicre kiltiriinde hiicre gogalmasiu giiglii bir sekilde
inhibe etmigtir (Hertel 1990). HL-60 miyeloid, RPMI-8392 B-lenfoid ve Molt-3
T-lenfoid hiicre sistemi olan C26-10 (sigan kolon karsinomu) ve A2780 (insan over

karsinomu) sistemlerinde de DNA sentezini neredeyse tamamen inhibe etmistir.

Gemsitabinin antitiimor aktivitesi in vivo modellerde de goriilmiigtiir. Siganlardaki
iki losemi modeliyle alti timodr modelinde antitimoral aktiviteye sahip oldugu
gozlenmigtir (Hertel 1990). Aynca bay ve boyun kanseri (Braakhuis 1991), insan
yumusak doku sarkomu ve over kanseri (Boven 1993) ve diger ¢esitli insan tiimérleri
(Merimann 1994) ksenograftlan (hayvanlara transplante edilen insan tiimor sistemleri)

kargisinda anlamh aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir.



1. 3. Coklu Ilag Direnci (Multidrug Resistance)

Tumor hiicreleri, yapisal ve fonksiyonel olarak birbirinden farkli, ¢ok sayida
sitotoksik etkiye sahip antikanser ilaca karsin siklikla gapraz direng meydana getirirler.
Coklu ilag direnci (CID; Multidrug Resistance; MDR) olarak adlandirilan bu fenomen
insan kanserlerinin kemoterapotik tedavisinde baslhica engellerden birisidir (Goldstein
1996, Bouffard 1996).

GID fenotipinden sorumlu olan biyokimyasal ve genetik degisiklikler 25 yildan
uzun siiredir yogun aragtirmalara konu olmugtur. Bu arasturmalarda, in vivo ilag direnci
¢aligmanin tabii zorlugundan dolayr (insan kanserlerinin heterojen egimli olmalan veya
kemoterapik tedavi sirasinda aym timorden birden fazla klinik ek elde etme zorlugu
ve etik nedenler gibi) oncelikle farkli trlerden ve farkli doku orijinlerinden ¢ok sayida
in vitro model (CID fenotipine sahip gesitli dokulardan hiicre dizileri) gelistirilmigtir
(Beck 1991, Sugimoto ve Tsuruo 1991, Germann 1996). Yapilan arastirmalar sonucu
giniimiizde CID fenotipinden bir dizi genin sorumlu oldugu ve bu genlerin ilag direnci
fenotipini saglayabilmek igin tek baglanna ya da kombinasyon halinde hareket
edebildikleri bulunmugtur. Bu genlerin, CID fenotipini geri ¢evirmede siklikla karsilagilan
zorluklan agiklamaya yardimct olabilecekleri de disiiniiimektedir (Bouffard 1996).

1. 3. 1. ila¢ direnci mekanizmalan

Deneysel olarak birgok tiimér modelinde CID fenotipi ile eslesen gesitli molekiiler
mekanizfnalar bilinmektedir. Bunlar, P-glikoprotein ve insan CID-iligkili proteini-1
(Multidrug resistance-associated protein, MRP) benzeri mekanizmalar ile ilaglann hiicre
disina pompalanmasi, DNA topoizomeraz II gibi ilag hedeflerindeki degisiklikler ile
kemoterapotik etkinliinin azaltimast ve baz:i bilesiklerin Glutatyon S transferaz gibi
enzimler tarafindan artinlmug sistemi detoksifikasyonu gibi farkli mekanizmalardir

(Cizelge 1. 1 Lehnert 1996).



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

Mekanizma Karakteristik

P-gp MDR MDRI P-gp geni iriinii Yapisal ve fonksiyonel olarak farkli
ilaglara kargin direng olugturur. Hiicre
iginde ilag birikimini azaltmaya yonelik
pompa devi goriir .

MRP1-MDR MRP1 geni iiriinii P-gp MDR’ a benzer fenotip, taksanlara
daha az direngli. Amfipatik katyonlara
gereksinim duyar. Tipik P-gp
inhibitorlerine diigiik aktivite gosterir.

Topoll-MDR Topo II-a aktivitesinin Topo I ilaglarina karsmn direng

azalmasi gelistirir. (Yapisal olarak farkh,
fonksiyonel olarak ayni ilaglara).

GSH-MDR GSH-transferaz Melfalan, siklofosfamid, klorambusil,

aktivitelerinin azalmast BCNU, tiotepa, sisplatin, doksorubisin
gibi ilaglara direng gelistirir.
Radyoterapiye direngte rol oynadig: da
diigiiniilmektedir (Savas 1998).
Apop. MDR Apoptozisi bloke eder. Sitotoksik ajanlarin neredeyse hepsine
Apoptozis genlerinde direng geligtirir.
fonksiyon bozukluguna yol agar.
Klinik MDR  Multifaktoriyel olabilir. Muhtemelen yapisal fonksiyonel olarak

Ekstraseliiler mekanizmalar

mmiirmkiin.

farkli olan sitotoksik ilaglara kargin
klinik direng gelistirir.




Klinik g¢aligmalar bu mekanizmalardan herhangi birinin insan tiimorlerinde
bulunabildigini ve onemli birgok kanserin tedavisinde sirlayici etken olabildigini

gostermigtir ( Lehnert 1996).

1. 4. P-glikoprotein (P-gp)

P-glikoprotein, kanser hicreleri tarafindan antikanser ilaglann sitotoksik etkisini
savusturmada kullamlan mekanizmalardan, en iyi karakterize edilenlerden bir tanesidir
(Germann 1996). Memeli hiicrelerinde ATP bagiml ilag atict bir pompa gibi hareket
ederek, hiicreigi gevredeki yapisal olarak farkli ilaglann birikimini azaltarak goklu ilag
direncine yol actigi bilinmektedir. P-gp CID fenotipi ile karakterize edilen hiicre
dizilerinin direng gosterdigi ilag gruplan arasinda, Vinca alkoloidleri, Antrasiklinler,

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

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

Vinca alkoloidler 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 kargt daha diigiik direng var

CID fenotipi gosteren malignant hiicre dizilerinin énemli bir bélimi 4.5 kb lik
mRNA kodlayan bir gene (MDR1) sahiptirler. MDR1 geni ABC (ATP Binding Cassette)

transporter siiper ailesi diye bilinen bir gen ailesinin alt tyesidir.



Bakterilerde ve diger okaryotik transport proteinlerinde de goériilen korunmug aminoasit
sekanslanna sahipti. MDR1 geni 7. kromozomun uzun kolunda lokalize olmustur.
P-glikoprotein bu genin riinii olarak ilk defa 1976 yiinda Juliano ve Ling tarafindan
CID fenotipine sahip CHO (Chinese Hamster Ovary, kobay) hiicrelerinin plazma
membranindan 170 kD luk yiiksek molekill afirlikh integral bir plazma membran
glikoproteini olarak izole edilmiy ve ilaca kargin hiicresel gegirgenligi degistirdigi santlan
bir sekerlenmis protein olmas: nedeniyle P- glikoprotein ismi verilmigtir (Juliano ve Ling
1976).

P-gp geninin klonlanmas: ve MDR cDNA’ s1 ile elde edilen bilgiler bu proteinin
insanlarda 2, rodentlerde 3 iiyesi bulunan bir gen -ailesi tarafindan kodlandigini ortaya
koymustur. Tim P-gp’ ler arasinda % 70 den fazla aminoasit homolojisi bulunmasi,
bunlann ilag transportu yapanlar (Siuf I) ve yapmayanlar (Suuf IT) olarak 2 farkli alt
siufa ayrilmasina olanak saglamustir (Cizelge 1. 3.). Farkli 6karyotik promotérlerin
kontrolii altinda gergeklesen MDR c¢DNA si kullanilan gen transfer deneylerinde de
simif I P-glikoproteinlerin ifadesinin ilaca duyarli hicrelere ¢oklu ilag direnci
kazandirdig1 agikga gosterilmigtic (Germann 1996). Simf I P-glikoproteinler ile yapilan
deneyler ise bunlarn, ilaca direnglilik Gzerinde higbir etkiye sahip olmadiklanni, karaciger
ve safra kanalinda dominant olarak ifade edildiklerini gostermigtir. Fosfotidil kolin
tagiyabildikleri ve lipid transportunda islevi olabilecekleri bu ¢aligmalar sonucu

onerilmistir (Germann 1996).



Cizelge 1. 3. P-glikoprotein simflart (Germann 1996)

Simif I
Insan MDR1 (Chen 1986, Germann 1996).
Fare mdr3 (mdrla), (Hsu 1989, Devault 1990).

mdrl (mdrlb) (Beck ve Danks 1991, Sugimoto ve Tsuruo 1991).
Kobay p-gpl, p-gp2 (Gros 1986, Endicort 1987).
Stgan P-gp1, P-gp2, (mdrlb) (Silvermann 1991, Deuthars 1992).
Simf I
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)

1. 5. P-glikoproteinin Yapis: ve Fonksiyonu

P-glikoprotein ¢oklu ilag direnci gosteren ¢ok sayida memeli hiicresinde fazla

miktarlarda ifade edilmektedir. Yaptsal 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 {izere toplam 12

tane transmembran domainine sahip iki homolog yanmdan meydana gelmigtir. Her

homolog kisimda transmembran domainlerini igeren 250 a.a. dan olusan hidrofobik bir

bolge ve bir de por benzeri yapi olugturan 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 6zellige de sahip olmaktadir
(Bouffard 1996), (Sekit 1.4.,1.5.,1.6.).
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Proteinin -N- ve —C- terminalleri de niikleotid baglayan kivrimlar gibi hiicre
icinde yerlesmislerdir ve hiicre dip kisimlar glikozllenmigtir. P-gp aslinda
glikozillenmemig bir 6nciil olarak yaklagik 120 ya da 140 kD agirhiginda sentezlenir.
Olgun haline insan hiicrelerinde 1-2 saatlik, farede 20-30 dakikalik yarilanma 6mrii ile
getirilir (Richert 1988, Greenberger 1988, Germann 1996). Asp 91., Asp 94. ve Asp 99.,
insan P-gp’ si lizerindeki glikozilasyon yerleri olarak belirlenmigtir (Schinkel 1993,
Germann 1996). Birgok galigmada glikozilasyonun P-gp’ nin temel fonksiyonu olan ilag
atiimu igin gerekli olmadig: bildirilmigtir. Ancak insan kolon karsinomu hiicreleriyle
yapilan ¢aligmalarda glikolizasyonun P-gp’ nin hiicre zanna yeteri kadar transloke olmasi

i¢in gerekli oldugu ortaya ¢ikanimustir.

CID mekanizmasina sahip insan ve rodent hiicre dizilerinde yapilan caligmalar
P-gp’ nin fosforlandigini 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 aragtirict tarafindan
calhigilmugtir ve fosforilasyonun P-gp’ nin ilag transportunu ve g¢oklu ilag direnci
modilasyonunu regiile edebilece§i 6ne siirilmistir. Ancak bu konuda yapilan bazi
¢aligmalar ise fosforilasyonun bunlar tizerinde etkili olmadiint dne siirmektedir. Bu konu
heniiz yeterince aydinlatilamamustir ve gesitli hipotezler ileri siiriilmektedir (Germann
1996).

i1
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Sekil 1.4. P-gp’ nin a..a yapis1 (1280 a.a ), (Germann 1996).
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Sekil 1. 5. P-gp’ nin membrandaki lokalizasyonu (De Vita 1997).
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Sekil 1. 6. P-glikoprotein (170 kD), (Kartner ve Ling 1989).
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ATP bagmh bir pompa gibi ¢alijan P-gp hiicre igerisinde yapisal olarak
birbirinden farkli sitotoksik ajanlarin birikimini azaltmaya yénelik olarak hizmet eder
(Bouffard 1996). P-gp modellerinin ¢ogu, P-gp’nin ilaglan hiicre membranindan aktif
transport proteinlerine analog olarak tasidigim bildirmektedir. Bu model substratlarin
(sitotoksik ilaglarin) proteinin spesifik domainlerine baglandidi ve bu arada bu
domainlerin enerji bagimli olarak konformasyonel degisiklige ugradigim, boylece
substratin membramn ekstraseliler bolgesinde serbest birakildifini 6ne stirmektedir
(Ford 1996), (Sekil 1.7.).

Kemosensitizer

Membran ]

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

P-gp’ nin plazma membraninda substratlarla direk interaksiyona girdigi
(hidrofobik vakum temizleyici modeli) (Gottesman ve Pastan 1993, Ford 1996 ) ya da
ilaglan difuze edildikleri yerden membranin i¢ tabakalarindan en dig kismuna transport
ettigini (fillapse modeli) oneren gesitli modeller de gelistirilmistir (Higgins 1994, Ford
1996).
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llag analoglan ile yapilan fotoafinite galigmalan ve site-directed mutagenez
yontemleri ile P-gp’ nin haritalanmasi; P-gp’ nin ¢ok sayida gakisik olmayan, ya da
kismen gakisik olan ve farkh siuflardan gesitli ilaglara kargin farkl: affiniteler gosteren ilag
baglanma bolgelerine sahip oldugunu gdstermistir.

P-gp’ nin ilag taninmast ve baglanmasindan sorumlu domainlerinin tanimlanmasi
ve karakterizasyonu P-gp’ nin ilag molekillleri ile direk interaksiyona girdigini
gostermektedir (Cornwell 1994, Gros ve Shustik 1991, Morris 1994, Ford 1996).

Sonug olarak P-gp enerji bagimh bir ¢oklu ilag transporteri olarak aktif tasiyici
proteinlere benzer gekilde fonksiyon gosterir ve ifadesi bu tip CID igin genetik temeli

olusturmaktadir.
1. 6. Normal ve Malignant Dokularda P-glikoprotein ifadesi

Bugiine kadar yapilan lokalizasyon ¢aligmalari insan MDRI1 gen triini P-gp’ nin
normal olarak karaciger, safra kanalciklan, bobrek proksimal tiibilii, pankreatik kanallar,
kalin ve ince bagirsak limeni ve adrenal bezde ifade edildigini gostermistir. Ayrica P-gp
merkezi sinir sisteminde, testislerde ve plasentada endotel hiicrelerinde bulunmustur.
P-gp’ nin kan-beyin bariyeri, kan-testis bariyeri ve plasentayr kapsayan vaskiiler
- endotelyumun i¢ liimen yiizeyi boyunca ifade edilmesi merkezi sinir sistemini, fetiis ve
tireme hiicrelerini korumada 6nemli rol oynayabilecegini gostermektedir (Thiebaut 1987,
Cordon-Cordo 1989, Goldstein 1996). Ayrica, kalin ve ince bagirsagin, safra kanalinin ve
proksimal tiibiillerin limeninde uzanan hiicrelerin apikal yiizeyinde bulunmast P-gp’ nin
potansiyel toksik ksenobiotiklerin bosaltiminda rolii oldugunu gostermektedir ( Fischer

1996), (Cizelge 1.4).

Diger dokulardaki fonksiyonlan heniiz agik olmamakla birlikte, ekzojen toksinlere
karsin koruma, bazi metabolitlerin atilim, steroid hormonlann taginmasi, polipeptidlerin
(sitokin) atilimu gibi potansiyel fonksiyonlara sahip oldugu ileri siiriilmektedir (Borst ve
Schinkel 1996), (Cizelge 1.4).
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Immiinohistokimyasal ve in situ hibridizasyon ¢aliymalan ile kolon kanseri, renal
hiicre kanseri, hepatoma, adenokortikal karsinoma, pankreas adacik hiicre karsinomu gibi
tedavi edilemeyen malignansilerin siklikla yiiksek diizeylerde MDR1 geni ifade ettikleri
gosterilmistir. (Cizelge 1. 5.) , (Fojo 1987, Kanamaru 1989, Goldstein 1996).

Akut miyeloidlésemi (AML), kronik myeloidlosemi (KML), Non Hodgkin
Lenfoma, kronik myeloidlosemi (blast krizi), néroblastoma, gibi malignansilerde de
yiksek ya da orta diizeyde MDR1 RNA’ s ifade edilir (Goldstein 1989, Rothenberg
1989, Bourhis 1989, Goldstein 1996). Tedavi edilemeyen birgok tiimorde disiik ya da
belirlenemeyecek diizeyde MDR1 RNA’ s1 bulunmugtur. Bu grupta meme kanseri, kiigitk
hiicreli olmayan akciger kanseri (n-KHAK), kiigik hiicreli akciger kanseri

(KHAK), KML, 6zofagal, bag-boyun, melanoma, mezotelioma, over, prostat, sarkoma,

- ~‘troid kanserleri, Wilm’s tiimorii ve mide karsinomu yer almaktadir (Goldstein 1996).

Kemoterapiye baslangigta duyarh olan tiimdrler, tedaviden bir siire sonra ya da
tedavi sirasinda da direng gelistirebilirler. Tek ilag tedavisinden sonra bile yiiksek
diizeyde MDR1 RNA’smna sahip olan malignansiler vardir. Ornegin Non Hodgkin
Lenfoma, ergin ve ¢ocuk akut lenfoblastik 19semileri, ergin akut miyelositik 15semi,
noroblastoma, feokromositoma, meme, over kanseri, rabdomiyosarkom, pediatrik
sarkom ve multiple' myeloma gibi (Cizelge 1.5), (Bourhis 1989, Chan 1991, Goldstein
1996).

Bu bilgiler MDRI ifadesinin belli baglt malignansilerde ilag direnci gelisimindeki

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

A. Yiiksek diizeyde MDR1 ifade eden tiimdrler

Kolon Feokromositoma KML-blast kriz
Renal Pankreatik karsinoma Karsinoid
Hepatoma non-KHAK

Multiple myeloma Adrenokortikol karsinoma

B. Nadiren yiiksek diizeyde MDR1 ifade eden tiimorler

ALL (ergin) Neuroblastoma
AML (ergin) Astrositoma
KLL Non-Hodgkin’s lenfoma

C. Cok diisiik diizeyde MDR1 ifade eden ya da hi¢ etmeyen tiimorler

Meme Mezotelioma Bas ve Boyun
non-KHAK Over Melanoma
Kan Prostat Tiroid
KML-kronik faz Sarkoma Wilm’s
Ozofagus KHAK

Mide Timoma

D. Kemoterapiden sonra yiiksek diizeyde MDR1 geni ifade eden tiimorler

Meme Ovarian ANLL (ergin)
Neuroblastom ALL (gocuk) KLL

KML-Blast kriz Feokromositoma Multiple myeloma
ALL (ergin) Non-Hodgkin’s Lenfoma
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1. 7. P-gp Aracihikh CiD Fenotipinin Geri Dondiiriilmesi

Coklu ilag direncini 6nlemek veya yenmek igin klinik agidan bir gok strateji
gelistirilmigtir. Bunlanin ¢ogunlugu temel olarak p-glikoproteinin ifadesinin azaltimast
yada fonksiyonel aktivitesinin inhibe edilmesine odaklanmgtir (Sonneveld 1996, Fery
1996, Ford 1996).

P-gp’ nin aracilik etti§i ¢oklu ilag direncinin farmokolojik olarak tersine
gevrilmesi ilk olarak Tsuruo ve grubu tarafindan gergeklestirilmistir. Tsuruo ve
arkadaglan, verapamil veya trifloroperazin kullanarak ¢oklu ilag direnci gdsteren bir fare
l16semi hiicre dizisinde vincristinin hiicre i¢i birikimini saglayabilmislerdir. Boylece bu
ilacin antiproliferatif etkisini gii¢lendirmislerdir. Bu orjinal gézlemden sonra birgok
kemosensitizerin goklu ilag direncini geri gevirdigi gézlenmistir (Tsuruo 1981, Ferry
1996, Ford 1996), (Cizelge 1.6).

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

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

CID’ i geri gevirebilen bu ajanlann biyiik gogunlugu P-gp’ nin ilag pompalama
fonksiyonunu, P-gp ile direk interaksiyona girerek inhibe ederler. Bazilan (verapamil,
siklosporin A) ise diger bir gok kemoterapétik ajamun P-gp’ ye baglanmasini, bu ajanlarla

yarisa girerek bloke ederler.
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Ancak bu ajanlann toksisite profilini gogu zaman agmasi bu ilaglann CiD’ i yenmek igin
rutin kullammuni engellemektedir. Bu yilizden 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 basarisiz
kalmasina yol agan nedenlerin 6nde gelenlerinden biridir. Bu giine kadar yapilan klinik
¢aligmalarla in vitro g¢aliymalarda gemsitabinin p-glikoprotein direng mekanizmasim
harekete gecirip gecirmedigi heniiz tam olarak aydinlatilamamigtir. Eger gemsitabin bu
mekanizmay: harekete gegirmiyorsa, diger onkolitik ilaglara kargin da gapraz direng
gelismesine yol agmayacagindan, kombinasyon tedavilerinde kullanilmaya uygun bir

sitostatik demektir.

In vivo fare modeli galigmalanndan elde edilen bilgiler (Waud 1996) gemsitabinin
P-glikoprotein (CID) direng mekanizmasini harekete gegirmedigi izlenimini vermektedir.

Ancak bu bulgularnn insanlarda da dogrulanmasina ihtiyag vardir.

1. 9. interferonlar ve Ozellikleri

Interferonlar (IFN) ilk kez 1957 yilinda Isaac ve Lindenmann tarafindan antiviral
bir molekiil olarak tanimlandilar. Yaptiklan deneyde Isaac ve Lindenmann tavuk
yumurtasinin korioallontoik membranm 1s1 kullanarak inaktif hale getirilmis influenza
viriisii ile infekte ettiler. Daha sonra bu korioallontoik membrant canli influenza viriisii ile
infekte etmeye ¢aligtilar, ancak bunda basanli olamadilar ve ilk olarak canli influenza
virtisi ile infekte edilen korioallontotk membranin viriis Gremesini engelleyen bir madde
yapmus olacagim diisiinerek bu maddeyi interferon olarak tammladilar (Isaac ve
Lindenmann 1957). Bu tarihsel bulusun ardindan interferonlar tim omurgali hayvan
dokulaninda gosterilmistir. Her ne kadar interferonlar baglangigta antiviral bir molekiil
olarak tammlandilarsa da interferonlarin hiicre metabolizmasinin ve biiylimesinin kontroli

ve immiin sistemin aktive edilmesinde de etkili olduklan saptanmgtir (Baron 1992).

20



Interferonlar Tip I ve Tip II olmak uzere iki temel grupta toplamrlar. Tip I
interferonlar IFN-a (alfa) ve IFN-B (beta), Tip II interferon ise IFN~y (gama) dir.
IFN-a 20 dolayinda bir gen ailesinden meydana gelir. Bunlann 14 tanesi aynt fizyolojik
Ozellige sahip ancak birkag aminoasit degisiklifi gosteren IFN-o proteinlerini kodlarlar,
diger IFN-a genleri “pseudogen” durumundadir. Biitin IFN-a genleri 9. kromozomun
kisa kolu iizerinde lokalize olmuglardir ve intron igermezler. IFN-B sadece bir gen
tarafindan kodlanir. Bu gen de 9. kromozomun kisa kolu iizerinde lokalize olmustur ve
intron icermez. IFN-o ve IFN-B 189 a.a uzunlugunda bir polipeptid olarak sentézlenirler
ancak bunlann hiicre digina salimmu sirasinda 23 a..a hk sinyal peptidi kopanlr ve
fonksiyonel olan 166 a.a hik protein dolagim sistemine verilir. IFN-y bir gen tarafindan
kodlanr ve bu gen 12. kromozomun uzun kolu tizerinde lokalize olmustur ve ii¢ intron

igerir (Weissmann ve Weber 1986).

Interferonlar saghkh bir insan viicudunda pikomolar konsantrasyonda devamli
olarak bulunurlar, Ancak viicuda giren bakteri, viriis, antijen ya da vilcutta geligen
timorlere kargt bir cevap olarak miktarlan arttinlir. Boyle bir durumda l6kositler
IFN-o’ w1, fibroblastlar IFN-B’ yi, monosit ve T-lenfositlerde IFN-y’ y1 sentezleyerek

kan dolasimina verirler.

Interferonlar etkinliklerini hiicre yiizeyinde bulunan 6zgiil reseptorlere baglanarak
gosterirler. Bu 6zellikleri bakimindan bir hormon olarak kabul edilirler. [FN-ot ve IFN-
aymi reseptdre baglanarak ayni tip sinyalin yaratilmasina sebep olurlar. IFN-y ise tamamen
farkl bir reseptore baglamr ve farkh bir sinyalin yaratilmasina sebep olur (Branca ve

Baglioni 1981, Weissman ve Weber 1986).
Interferonlanin 6zgiin hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanmasi, hiicrelerde viral

replikasyonun inhibisyonu, hiicre farkhlagmasimn ve hiicre proliferasyonunun

indiiksiyonu gibi gegitli fizyolojik cevaplar olustururlar.
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1. 10. Apoptozis Nedir, Nasil Gozlenir?

Apoptozis embriyogenezis, immiin cevap, doku bagimli hormon sentezi ve normal
doku hemostazisi sirasinda hiicre sayisim kontrol eden hiicre $liimiiniin normal fizyolojik
prosesidir ( Wyllie 1986 Walker 1988). Apoptotik hiicre oliimii nekrotik hiicre
olimiinden farklidir. Nekrotik hiicre 6liima hiicrenin huzla sigmesi ve lizisi ile sonuglanan
hiicre 6liimiiniin patolojik bir formudur. Buna kargilik, apoptotik hiicre 6liimii hiicrenin
i~oto sindirim kontrolii ile: karakterize edilir. Hiicreler, hiicre i¢i proteazlarin aktivasyonu
ile kendi apoptotik oliimlerini baslatirlar. Bu durum hiicre iskeleti bozukluklan, hiicre
kayiplan ve membranda kabarciklarla sonuglanir. Apoptozis gekirdekteki karakteristik
degisiklikleni de igine alir. Cekirdek yogunlagmaya baglar ve endoniikleazlar aktive olarak
DNA’ y1 pargalamaya baglarlar. Cogu hiicre tiplerinde DNA oligoniikleozomlar halinde
'~ _DNA' fragmentlerine ayrihr- (Wyllie 1980). Bu fragmentler en az 180 niikleotid
bityikligiindedir. Geligen deliller immiinsistem mekanizmalan ya da doku spesifik
homeostatik kontroller boyunca apoptozisin indiksiyonunun gelismemis timor
hiicrelerinin elimine edilmesi i¢in 6nemli bir yol oldugunu desteklemektedir. Bu hipotez,
apoptozisten koruyabilen onkogenlerin ifade edilmesi (6regin bcl-2) ve mutant timér

baskilayict genlerden p53” iin bulunmastyla desteklenmistir (Wright 1994).

 Olmekte olan bir hiicre kendi plazma membramnmn biitiinliigiinii korur. Bununla
birlikte apoptotik hiicrelerin plazma membramndaki degisiklikler yakimindaki fagositik
hiicrelere onlan igine almalan igin bir sinyal olustururlar ve béylece hiicresel yikim baglar.
Hicreler hemen fagosite olmazlar 6nce “Apoptotic bodies” denilen kiigiik membran
bagimh fragmentlerine aynhirlar. Apoptozisin 6nemli bir 6zelligi de herhangi bir tegvik
edici cevap olmaksizin 6lmekte olan hiicrenin eleminasyona ugramasidir. Cogu dokularda
hiicre canliligy, hiicre digt matriks ve komgsu hiicreler tarafindan verilen canhbk
sinyallerinin siirekli olarak saglanmasina bagh olarak goériinmektedir. Birgok organdan
alinan hiicreler ekzojen yasam faktorlerinin yoklugunda kiiltiire edildiginde apoptozise
maruz kalacaktir. Bu durumlarda 6liim, ¢ogu hiicrelerde apoptozis aracilifi ile ifade

* edildigi gdsterilen yeni proteinlerin sentezinin varhginda bile ortaya ¢ikar.
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Bu sonuglarm bir yorumu da gevreden siirekli olarak ya da uygun arahklarla yagamsal

~ sinyaller ahnmadiginda ¢ofu hucrelerin toplu intihara programlanmis olmasidir
(Thiebaut 1995).

B R B fak s AT L apaptotic 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 kiiltiirasyonlan

Caligmada insan eritrolosemi hiicre dizisi K562 ( ATCC CLL 243) ve P-gp (+)
varyantt K562/DOX kullamlmugtir. K562 hiicre dizisi ilk defa Lozzio ve Lozzio
tarafindan kronik myeloid bir hastadan elde edilmigtir. Bu hiicre dizisi Philadelphia
kromozomu bakimindan pozitif olup, eritroid 6zellikteki bir hiicrenin klonal geligimi ile

ortaya gikmaktadir (Lozzio ve Lozzio 1975).

K562/DOX , K562 hiicrelerinin bir varyant: olup ilk defa Tsuruo tarafindan K562
hiicrelerine  konsantrasyonu - her defasinda bir basamak artinlarak doxorubicin
uygulanmast sonucu gelistirilmigtir (Tsuruo 1986). Her iki hiicre dizisi de Dr. J. P. Marie

Hotel-Dieu Hospital, Paris, Fransa’ dan saglanmgtir.

Biitiin hiicreler % 10 fetal calf serumu (Sigma N-4762) ve % 1 antibiyotik-
antimitotik kangim (Sigma A-9909, 10000 U/ ml penisilin G, 10 ng/ml 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 cm’lik flasklarda kiiltiire alinmislardir.
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Sekil 2. 1. Calisma da kullailan K562 hiicrelerinin inverted mikroskopta gériiniimii
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Sekil 2. 2. Caligmada kullanilan K562/DOX hiicrelerinin inverted mikroskopta

goriinimii.
2. 1. 2. Caliymada Kullanilan Gemsitabin ve Interferon-alfa

Gemsitabin (2, 2, difluorodeoksisitidin): Cahigma boyunca kullanilan gemsitabin (Lilly
firmas: tarafindan, Gemzar (Gemsitabin-HCL) ticari adi ile tretilen 20 mg/40 mg lk
siselerden toz halde alnip steril gartlarda hazirlanmugtir.) Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Dahiliye/Onkoloji Klinigi’nden Dr. Burhan Savag tarafindan

saglanmgtir.

fnterferon-alfa : Caligma boyunca kullamlan. interferon-alfa-2a Akdeniz Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Dahiliye/Onkoloji Kliniginden Dr. Burhan Savag tarafindan

saglanmugtir.
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2. 2. METOD
2. 2. 1. Bilyiime inhibisyonunun dl¢iilmesi

Bitiin hiicreler 75 cm’ lik flasklardan logaritmik biyiime fazlarinda 1x10°
hiicre/ml yogunlugunda 24 kuyucuklu plaklara taginmistir. RPMI-1640 besi ortaminda
bir gece 6n inkiibasyonda tutulduktan sonra logaritmik iireme fazinda hiicrelere artan
konsantrasyonlarinda 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 edilmemistir. Tiim bu iglemler doku kiltiiris odasinda steril

sartlar altinda uygulanmugtir.

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

Gemsitabin (pM)

1 200

5 300

8 400

10 500
100 -

Cizelge 2. 2, K562 ve P-gp (+) K562- DOX i¢in kullanilan interferon-alfa dozlan

interferon alfa (ng/ml)
10 250
25 500
50 1000
100 -

Aynca Cizelge 2. 1. de goriilen gemsitabin dozlart 200 ng/ml sabit IFN «-2a

dozu ile kombine olarak da uygulanmugtir.
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72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda tiim 6rneklerden 100 er ul ahnarak Tripan
mavisi testi uygulanmugtir. Canli hiicrelerin boyayr almayip, 6lii hiicrelerin ise boyayr
almas1 esasina dayanarak canli ve oOlii hiicreler hemasitometre lamu kullanilarak
sayilmistir. Elde edilen canh hiicre sayis1 ve hiicrelerin baglangic zamaninda 1 ml® deki
sayist asagldakl formiil kullamlarak ¢ogalma inhibisyonunun yiizdesi hesaplanmugtir.

Ka-Ln

% Oliim = x 100

Ka-Ko

L, = Gemsitabin ve interferon uygulanmig hiicrelerin n. glindeki sayist
L,= Gemsitabin ve interferon uygulanmus hiicrelerin 0. gtindeki sayist
K= Kontrol hiicrelerin n. giindeki say1st

Ko= Kontrol hiicrelerin 0. giindeki sayis1

Sekil 2. 3. Tripan mavisi ile boyanmig K562 hiicrelerinin inverted mikroskopta
gOrunimii
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Sekil 2. 4. Tripan mavisi ile boyanmg K562/DOX hiicrelerinin inverted mikroskopta
goriiniimii

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

K562/DOX hiicre dizisinin P-gp ifadesinin yiizdesi ve siddeti 4E3 monoklonal
antikoru kullamilarak flow sitometri ile tayin edilmistir. Bu deneyde 1 milyon hiicre, 2.5
ug  4E3-FITC monoklonal fare anti-insan (mouse antihuman) antikoru, 2.5 ug IgG2a
kontrol antikoru (negatif), PBS tamponu ( Phosphate Buffered Saline Ph 7, 1000 ml igin:
NaCl 8 g, KCl 0.2 g, Na;HPO, 1.15 g, KH,PO, 0.2 g ) ve FCS ( Foetal Calf Serum,
Sigma N-4562) kullamlmugtir.

4E3, IgG2a tipinde bir antikordur ve P-glikoproteinin hiicre dist bir epitopunu

tammaktadir. Orjinal olarak R. J. Arceci tarafindan gelistirilmistir (Arceci 1993). Ticari
olarak Signet laboratuarlarindan ( Dedham/Massachusetts) saglanabilmektedir.
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Her test tipii 50 pl hacimde 500 bin hiicre olacak sekilde hazirlanmgtir. 10 ml
PBS + % 2 FCS igerisinde ¢oziilerek elde edilen hiicreler 5 dakika 400 x g (1000 rpm)
de santrifiij edilmistir. Bu islem iki kez tekrarlanmigtir.

Izotipik kontrol (Negatif) igin ve P-gp 4E3-FITC igin iki tip alinmigtir. P-gp
tipiine 20 pl (2.5 pg) Signet 4E3-FITC antikorundan konulmugtur. Izotipik (negatif)
kontrol i¢in ikinci bir tiipe 10 pl IgG2a-FITC (DAKO) eklenmistir. Her iki tiip ayn ayn
yavagca kanstirlmigtir. Signet 4E3-FITC antikorunun oldugu tiip karanlikta oda 1sisinda
30 dakika, IgG2a-FITC (DAKO) antikorunun oldugu tiip +4 °C de 30 dakika inkiibe
edilmigtir. Inkiibasyondan sonra hiicreler 2 ml PBS + % 2 FCS igerisinde tekrar
¢ozilerek Sdakika 400g (1000 rpm) de santriftij edilmigtir. Bu iglemde iki kez tekrar
- edilmigtir. Hiicreler PBS + % 2 FCS ile 0.5 ml hacimde ¢6zilmiistiir. Flow sitometrik
analiz yapilincaya kadar +4 °C de karanlikta bekletilmigtir. Flowsitometrik analiz igin
Coulter Epics Elite Fluoroescein Activated Cell Sorter kullanulmugtir.

2. 2.3 Daunorubicin emilim (accumulation= uptake) testi (Marie, 1993)

1) Ussel olarak biiyiiyen hiicreler 400 g (1000 rpm) 5 dakika santrifuj edilir, sayilir ve
PBS (HBSS) (PH 7,4) iginde 5. 10°-2. 10° hiicre/ml konsantrasyonda ayarlanr.
2) 8 ug/ml konsantrasyonda Daunorubicin PBS (HBSS) i¢inde hazrlanir.
3) Esit hacimde 2+ PBS (HBSS) kangtinlarak 4ug /ml konsantrasyonda
Daunorubicin PBS (HBSS) iginde elde edilir.
4) 80 uM Verapamil PBS i¢inde hazirlanir.
5) 20 uM Verapamil hazirlanir.
6) 24 uM Cyclosporin A hazirlanur.
7) 2 uM Cyclosporin A hazirlanr.
8) Esit hacimde 2+4
(4 pg /ml Daunorubicin + 40 uM Verapamil)
9) Esit hacimde 2+5
(4 pg/ml Daunorubicin + 10uM Verapamil)
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10) Esit hacimde 2+6
(4 pg /ml Daunorubicin + 12uM CsA)
11) Esit hacimde 2+7
(4 pg /ml Daunorubicin + 1 puMCsA)
Bu maddeler hazirlandiktan sonra iglemlere agagidaki gibi devam edilir.

1) Hiicreler 37 C ° 15 dakika inkiibe edilir.

* 2) Egit hacimde hiicre soliisyonu ve daunorubicin + CsA/verapamil igeren tiipler
hazirlamir. Sonugta hazirlanan tiplerde

a) Hiicre + 2 pg /m! Daunorubicin
(Tip 1+ Tap 3)

b) Hiicre + 2 pg /ml Daunorubicin + + 20 uM Verapamil
(Tup 1+ Tup 8)

¢) Hiicre + 2 pg /ml Daunorubicin + 5 uM Verapamil
(Tip 1+ Tiap 9)

d) Hiicre + 2 pg /ml Daunorubicin + 6 uM CsA
(Tiip 1+ Tip 10)

e) Hicre + 2 pg /ml Daunorubicin + 0.5 pM CsA
(Tap 1+ Tip 11)

3) 37 °C 1,5 saat inkiibe edilir. Her 20 dakikada bir galkalama iglemi 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 hiicre saylir.

Kalan hiicrelerle Daunorubicine retention (alikoyma) testine agagidaki gibi devam
edilir.

5) 37 °C 16 saat inkube edilir ve yeniden FACS ile okunur (Van Acker 1993).
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2. 2. 4. DNA izolasyonu ve agaroz jel elektroforezi

K562 ve K562/DOX hiicreleri 1x10° hiicre/ml yogunlugunda toplam 5 ml
RPMI-1640 besiyerinde bir gece on inkiibasyonda tutulduktan sonra gemsitabinin artan
konsantrasyonlannda 72 saat boyunca, 37 °C’ de, %5 karbondioksitli ortamda
inkiibasyona birakilmglardir. Gemsitabin konsantrasyonlan bilylime inhibisyonunda

kullanilan konsantrasyonlarla aynidir.

72 saat sonunda hiicreler santrifigasyonla ¢oktirildiikten sonra 3 kez PBS
tamponu ile yikanp santrifiij edilmistir. Son santrifigasyondan sonra hiicreler 2 ml
ekstraksiyon tamponu ( 10mM Tris-HCI pH: 8 ; 0.1 M EDTA ; % 5 SDS ; 20 ug/ml
Rnase A ) iginde ¢oziinmig ve 37 °C’ de su banyosunda bir gece 6n inkiibasyona
“brrakilmigtir. Bu inkiibasyon siiresi sonunda &rnekler iizerine 20 ug/ml Proteaz K
eklenerek yine 37 °C’ de su banyosunda 4 saat inkiibe edilmiglerdir. Bu inkiibasyonun
ardindan 6rmeklere 3-4 kez Fenol: Kloroform : Izoamilalkol (25:24:1) ile ekstraksiyona
uygulanmig ve bu sayede proteinler uzaklagtinlmistir. Ekstraksiyon sonunda ornekler
lizerine iginde 0.3 M konsantrasyonda olacak sekilde amonyum asetat ilave edilmis ve
bunun {izerine toplam hacmin iki kati saf soguk etanol konmustur. Tuz ve alkol ilave
edildikten sonra 10.000 rpm hizla +4 °C’ de 30 dakika santrifiij edilmis ve DNA
fragmentleri ¢oktiiriilmiigtir. Coktiirillen bu peletler TE tamponu ( 10 mM Tris-HCI;
-1 mM EDTA, pH: 8) i¢inde ¢oziilmiis ve bunlarin spektrofotometrede 260 nm’ deki
absorbanslan okunup asagidaki formiile konarak DNA miktarlan tayin edilmistir.

DNA Miktan (ug/ml) : OD2sp x 50 x SF
ODy = 260 nm’ deki absorbans degeri.

SF = Sulandirma Faktorii

DNA miktan hesaplandiktan sonra her bir 6rnekten 10 pg alinarak 1 pg/ml EtBr
iceren %1,7’lik agaroz jel elektroforezinde ornekler kuyucuklardan ¢ikincaya 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), varliginda yurtitGlmiistiir.
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Sonuglar UV transilliminatoriinde (Vilber Lourtmat) gézlenmis ve jellerin fotograflan
(DS-34 Polaroid Kamera) ¢ekilmigtir.
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3. BULGULAR

3.1. K562/DOX Hiicrelerinin P-gp ifadesinin Olgiilmesi

Yapilan Coulter Epics Elite Flourescein Flow Sitometri Analizt sonucunda
K562/DOX hiicrelerinin P-gp pozitifligi % 99,7 olarak bulunmugtur (Sekil 3.1.a, 3.1.b).
IgG2a antikoru ile yapilan negatif kontrol sonucu da % 1,6 olarak gergeklesmistir (Sekil
3.1.c).

0 R

Sekil 3. 1. a) K562/DOX hiicrelerinin flow sitometride hiicre dizisi olarak goriintiist
FS : 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 hiicrelerinin flow sitometride IgG2a monoklonal antikoru ile
yapilan negatif kontrol analiz sonucu.

LFL1: Floresan 1 degerlerinin logaritmik gosterimi.



3.2. K562/Dox Hiicrelerindeki P-gp Pompasinin Fonksiyonun Ol¢iilmesi

P-gp pompas: tarafindan digan atilan ve flow stometride 478 nm laser
excitasyonu ve 570 nm bantpass filtresi ile okunabilen (FL2) daunobicin ilaci kullanilarak
daunorubicin ile 1.5 ve 20 saat inkiibe edilen K562 ve K562/Dox hiicre dizilerinde elde
edilen veriler sekil 3.2.a, 3.2.b, 3.2.e ve 3.2.f ile gizelge 3.1.a, 3.1.b, 3.1.e ve 3.1.f de
gosterilmigtir. Bu pompanin P-gp fonksiyon inhibitorleri inhibisyonu ile olan sonuglarda
sekil 3.2.c, 3.2.d,3.2.g,3.2.h, 3.2, 3.2.k ile gizelge 3.1.¢, 3.1.d, 3.1.g, 3.1.h, 3.1.i, 3.1.k

da verilmistir.
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Sekil 3. 2. a) K562 + Daunorubicin (1.5 saatlik inkiibasyon sonucu).

Cizelge 3. 1. a) K562 + Daunorubicin (1.5 saatlik inkiibasyon verileri).

Stats: Normdlized, Listgating: Disabled

_Hist _ Region ID _9% Count Mn X MoY PkPosX PkPosY PxCnt FPCVX FPCVY
1 A AUTO . - 27.2 3077 425.8 984.1 -443.0 1018.0 109 19.63 7.89

Hist___ Region 1D % Count__ . Mn X Md X PkPosX PkCnt HPCV Min Max

. 2 B B : 99.8 3077 148 -443.0 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: Normalized, Listgating: Disabled
Hist _ Regiun 10" % Coynt. Mn X MY PkPasX PkPasY PkCnt EPCVX FPCVY
1 A AUTO 10.5 2587 432.2 967.7 520.0 1018.0 83 22.13 8.74
i ign 10 % Count MoX_ . MEX  PkPosX  PkCnt ___ HPCY _ Min Max
2 8 B 98.7 2553 378 3.28 2.78 23 2.02 1.04 1024.0
3 c c o 99.5 24495 2.77 2.87 1.44 110 38.30 0.198 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: Normalized, , Listgating: Disabled

Hisg Ragion 1D ' % Count MnX MnY. PkPosX PkPosY PxCnt FPCVX FPCVY
1 A AUTO 24.7 3899 429.1 980.4 520.0 1018.0 148 19.68 8.27
Mist___ Region ID % Count MnX _ MJIX  PkPosX _ PkCnt HPCV _Min Max
2 B B 99.7 3889 16.6° 185 18.7 84 10.60 1.04 1024.0
3 cC C 97.8 15445 4.23, 4.04 241 108 19.01 0.138 1024.0
[» N o] 48.2 7299 212 21.8 241 106 19.01 7.41 1024.0

E E 47.1 7448 0.874 0.899 1.02 64 10.20 0.207 3.07
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Sekil 3. 2. d) K562/Dox + Daunorubicin +CsA (1.5 saatlik inkiibasyon sonucu).

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

Stats: Normalized, Listgating: Disabled
_Hist__ Region ID . % Caunt Mn X Moy PkPasX PkPasY. PkGnt FPCVX FPCVY.
1 A AUTO 10.2 1798 429.5 960.7 464.0 1018.0 81 22.37 9.20
_Hist” _ Ragion 10 : % Count MaX Mg X PkPosX PkCnt HPgV Min Max
2 a8 99.7 17%0. 1.5 123 121 37 4.89 1.04 1024.0
3 ¢cc 99.4 17453 4.02 3.22 18.5 88 30.95 0.196 1024.0
DD 40.3 7082 17,1 17.3 16.5 88 30.95 7.41 1024.0
E E 48.8 8579 1.19 1.22 1.07 82 12.87 0.207 3.07
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Sekil 3. 2. ) K562 + Daunorubicin (20 saatlik inkiibasyon sonucu).
Cizelge 3. 1. e) K562/Dox + Daunorubicin +CsA (1.5 saatlik inkiibasyon verileri).
Stats: Normalizod, Listgating: Disabled
Hist Region 1D % Count Mn X MnY PkPasX PkPosY PxCnt FPCVX FPCVY.
1 F1 F 45,1 10743 267.9 36.5 288.0 37.4 90 22.49 23.66
F2 F 35.4 8427 594.9 51.4 1016.0 66.5 79 38.15 40.97
F3 F 1.1 2639 178.1 8.82 1920 210 16 57.88 85.73
F4 F 8.5 2024 662.1 13.2 1016.0 18.2 54 33.19 42.97
A A 66.9 15955 3315 39.4 288.0 37.4 50 32.44 25.37
2 B8 B 0.1 9 0.930 2.39 0.576 1.37 1 26.79 33.00
B2 B 99.9 15943 247 421 26.1 43.2 200 39.89 37.74
B3 B 0.0 3 0.107 0.280 0.102 0.348 1 3.39 76.78
54 B 0.0 o aess LA NN} LR N ) LR RN . LR ae
Hist Region 10 % Count Mn X M {ad HPCV Min Max
3 c c 100 15955 40.8 40,7 40.5 228 25.03 5.28 1024.0
4 p oD 100 15952 43.3 45,2 45,2 223 23.90 0.871 1024.0
5 E E 100 15952 - '25.8 26.8 23.8 220 26.12 0.448 1024.0
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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).

Stats: Normalized,

Listgating: Disabled

_Higt___ Region 1 % Count  _MnX MnY __PiPosX PkPosY PkCnt EPCVX EPCVY
1 Ft F ° ) 24.2 8565 285.7. 29.7 296.0 24.3 73 19.97 28.99
B2 F 50.8 13717 591.8 43.5 1018.0 825 75 32.73 45,01

F3 F 225 6031 2288 15.3 256.0 21.0 77 31.55 44,43

Fé F _ . 2.8 712 4283 17.8 388.0 210 32 18.73 49,33

A A i 50.8 15881 406.7 328 296.0 24.3 73 30.31 26.30

2 g8 22 3a7 1.04 2.84 1.18 2.80 24 15.91 19.37
B2 B 97.8 155314 3.08 8.19 2.43 4,99 269 60.43 54.33

83 B 0.0 3 0.402 0.442 0.243 0.102 1 35.93 108.58

B4 B 00 ° . o .

_Hist _ Region 1D % Count__ Mn X Md X PxPosX___ PCnt HPCV Min Max
3 c¢c ¢ 100 15881 339 329 29.1 214 28.52 5.28 1024.0
4 DO D 100 15879 8.27 5.68 5.26 162 29.09 0.871 1024.0
5 E E 100 15879 Fas 2.77 273 147 29.7§ 0.448 1024.0
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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 inkiibasyon verileri).

ats: Normalized,

Listgating: Disablad

Hist Region I % Coynt Mn X MnY PkPosX  PkPosY PYCnt FPCVX EPCVY
1 F1 F L2 938 2943 283 328.0 22.6 18 17.61 25.20
F2 F 238 5424 864.8 328 1018.0 28.0 55 31.59 38.20
F3 F 3.2 9090 252.8 101 296.0 15.8 as 30.31 55.88
F4 F 320 7315 5213 14.5 376.0 18.9 34 27.80 31.50
A A 17.7 4031 451.9 29.4 484.0 226 24 27.65 23.88

2 BT B 0.0 [ ssen sese vese ssss [X) .e .o
B2 B 100 4030 143 25.4 15.8 28.0 228 83.92 48.89
831 B 0.0 1 0.198 0.433 0.198 0.433 1 0.00 0.00

B4 B 0.0 0 “sss sees sace ssse .. X .e
_Hist _Region 1D % Count MaX — MdX PkPosX PXCnt HPCy Min Max
3 c C 100 4031 303 - 28.8 24.5 920 12.68 5.28 1024.0
4 O D 100 4030 8.3 299 29.9 [.1] 13.79 0.871 1024.0
] E € 100 4030 13.8 18.8 16.8 63 12.18 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 verileri).
Stats: Normalized, Uistgating: Dissbled
.* ___Region 10 _ %. — Count MnX_ ___ MnY PxPosX __ PkPosY PkCnt EPCVX FPCYY
1 FV F 48.4 10031 264.5 323 2240 28.0 94 - 2142 21.79
F2 F 29.4 6098 590.8 48.4 368.0 43.2 59 38.48 39.91
€3 F 13 2722 188.0 11.0 184.0 210 37 43.83 69.35
F4 F 9.0 1083 851.1 13.2 1014.0 16.9 43 33.34 38.01
A A 85.0 13488 317.2 3s. 2240 28,0 98 31.92 23.34
2 81 B 0.0 8 0.900 3.10 0.825 2.80 1 8.39 7.33
B2 B 100 13481 21.5 3r.a 19.8 348 835 33.60 31.82
53 a 0'0 ° [ X RN} LE LN [ XX avsee . . .a
54 B °-° ° AR A seewn avse sen e s . LE)
at __Region 10 % _Count  _ _MnX Md_X PkPosX PxCnt HPCY i M
3 cc 100 13488 3.2 3s.y 32,4 210 23.99 5.28 1024.0
4 D D 100 13466 . 348 39.4 381 203 24.90 0.9 1024.0
5 E E 100 13468 22,2 225 21.8 198 24.93 0.338 1023.0
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Sekil 3. 2. i) K562 + Daunorubicin +CsA (20 saatlik inkiibasyon sonucu).
Cizelge 3. 1. i) K562/Dox + Daunorubicin +CsA (1.5 saatlik inkiibasyon verileri).
Stats: Normalized, Listgating: Disabled
ist__R 1D % Coynt_ Mn X MnY_ __PkPosX ___PkPosY PxCmt_ EPCYX_ __ FPCVY
1 Ff1LF 48.0 5818 264.8 333 232.0 30.1 57 21.53 22.80
F2 F 30.1 3847 582.8 463 3920 45.4 33 38.40 38.53
Fa F 12.2 1482 180.0 10.6 192.0 210 14 52.97 70.95
F4 F 9.7 1181 865.2 13.0 1018.0 18.9 a1 32.78 38.71
A A 83.2. 8274 318.9 35.8 232.0 30.1 s? 3255 25.25
2 st B 0.0 3 0.887 2.00 0.715 1.27 1 21.22 33.58
B2 8 100 8271 21.4 7.4 210 374 491 37.05 34.89
83 8 °.° ° Bees seve LEX X ] sese .0 (X ] e
B‘ B °.° ° aves LA RN ses e seee e . 08 LN
Hist Region 1D % Count_ Mn X Md X PkPosX PxCnt HPGV. Min Max
3 c¢cc 100 az7a 36.3 38.5 35.4 123 23.87 5.26 1024.0
4 o oD 100 8274 3.8 39.4 377 131 19.71 0.871 1024.0
5 £ E 100 8274 72 22.8 22.4 122 22.78 0.448 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).

Stats: Normalized, Listgating: Disabled

Hist _ Region 10 % Count Mn X MnY___ PxPosX _ PL"esY __ PxCot _ EPCVX FPCVY
1 F1 F "~ 7.8 ‘4183 298.7 27.2 320.0 22.8 71 15.88 19.80
.. F2Z F 31.7 jeass 852.8 34.9 1018.0 53.8 148 33.02 38.82
o F3 F 37.4 19953 217.8 9.07 296.0 21.0 79 45.32 71.29
F4 F. 23.0 12278 539.5 14.4 3768.0 11.8 62 28,32 28.55
A AT 33.8 17994 4320 20.7, 296.0 20 - 719 31.51 21.59
2 st & : 0.0 8 1.02 275 0.885 2.20 1 23.09 25.70
" B2 B 100 17388 12.6 239 18.2 30.1 9 89.90 63.02

B3 B 0.0 ‘o esne seve eens ®ove X . Y]

B4 B 0.0 o XEY} neoe sene evese e . X
Hist Reqion 1D %, _Count Mo X kP P HPCY Min Max
3 c C 100 17994 27.8 271 25.9 291 25.71% 5.28 1023.0
4 D D 100 17994 24.7 30.2 315 258 21.11 0.871% 10240
5 E E 100 17994 14.0 17.7 171 243 20.90 0.443 10240
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Tlag emilimini dlgen 1.5 saatlik daunorubicin inkiibasyonu sonrast K562 hiicreleri
icin hiicre icinde kalan ilag floresanst (Mean Channel Value =MCV) 14.8 iken
K562/DOX igin bu deger 2.77°¢ dek azalmustir. P-gp fonksiyonunu inhibe eden
CsA(cyclosporin A) ile K562 hicrelerinin MCV degeri minimal olgide artarken
(K562 MCV=16.6), K562/Dox hiicrelerinin MCV degeri yaklagik 4 kat 11.5’e kadar
yiikselmistir yani CsA ile daunorubicinin MDR P-gp K562/Dox hiicrelerinin i¢inde
kalmast ilag duyarli ana hiicrelerin aksine belirgin sekilde artrmgtur.

Tlacin hiicre iginde muhafaza edilebilirligini 6lgen 20 saatlik inkiibasyonda ise
daunorubicin MCV degeri K562 igin 43.3, K562/Dox igin 6.7 bulunmustur. Verapamil
ile P-gp pompasinin inhibisyonu ile Daunorubicin MCV degerleri K562 igin 39,
K562/Dox igin 26.3 olarak bulunmustur. Bir diger P-gp inhibitérii olan CsA ile
Daunorubicin MCV degeri K562 hiicre dizisinde 38.6, K562/Dox hiicrelerinde ise 24.7

olarak bulunmustur.
3. 3. Cogalma inhibisyonunun Ol¢iilmesi

Calismada kullanilan her iki hiicre dizisinin gemsitabine kargi olan duyarliliklan
K562/Dox hiicre dizisi igin daha diisiik olarak bulunmustur. K562 hiicreleri igin baslangig
dozlani olan 1 uM, 5 uM ve 8 uM gemsitabin dozlarimn etkisinde zamana bagh olarak
artig gozlenmigtir. 1 pM ve 5 uM lik dozlar 24. saatte sirasi ile %10 (SH £1.7) ve %16
(SH #£1.4) orarunda ¢ogalma inhibisyonu gosterirken, 48. saatte %13 (SH £/.4) ve %23
(SH #1.3) oramnda, 72 saat sonunda ise %24 (SH £ 2.8) ve %29 (SH #1.9) oraninda
gogalmayi inhibe etmiglerdir. 8 uM lik doz ise 24. ve 48. saatlerde %39 (SH #2.05) ve
%42 (SH #1.1 ) oraminda g¢ogalmay: inhibe ederken 72. saat sonunda optimum inhibitér
doz olarak kendini gostermis ve yaklasik %51 (SH #£1.7) oraminda ¢oZalmayr durdurucu
etki gostermistir (Sekil 3.3.a).
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Sekil 3. 3. a) 1 uM, 5 uM ve 8 uM gemsitabin dozlanmn K562 hiicre dizisi iizerindeki
zamana bagli ¢ogalma inhibisyonu etkileri (Sonuglar ii¢ bagimsiz deneyin

ortalamasidir).

Ayni dozlar P-gp (+) K562/Dox hiicrelerine uygulandiginda asagidaki sonuglar
gozlenmigtir. 1 UM ve 5 uM lik dozlar 24. saatte %12 (SH #£1.7) ve %18 (SH +1.5)
oraninda ¢oBalma inhibisyonu olustururken, 48. saatte %15 (SH #1.4) ve % 23
(SH #2.3) oraminda, 72 saat sonunda ise %23 (SH £2.4) ve %26 (SH #1.8) oraninda
¢ogalmayi inhibe etmiglerdir. 8 uM lik doz ise 24. ve 48. saatlerde % 35 (SH £1.6) ve
%39 (SH #1.0) oraninda ¢oZalmayr inhibe ederken 72. saat sonunda yine optimum
inhibitér doz olarak kendini gostermis ve yaklagik %49 (SH #£1.9) oraminda ¢ogalmayi
durdurucu etki gostermistir (Sekil 3.3.b ).
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Sekil 3. 3. b) 1 uM, 5 uM ve 8M gemsitabin dozlannin K562/DOX hiicre dizisi
iizerindeki zamana bagh gogalma inhibisyonu etkileri.

(Sonuglar iig bagimsiz deneyin ortalamasidir.)

Sekil 3.3.c de de yukandaki dozlarin her iki hiicre dizisi i¢inde hemen hemen ayn
oranda inhibisyon etkisi gosteriyor gibi gdrinsede grafik degerlerinin istatistigi

yapildiginda K562/Dox igin daha dusiik oranda sitotoksisite bulunmugtur (p< 0.0001,
t degeri=3,95)
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Sekil 3. 3. ¢) 1 uM, 5 pM ve 8uM gemsitabin dozlarimin K562 ve K562/DOX hiicre
dizisi tizerindeki zamana bagh ¢ogalma inhibisyonu etkileri.

(Sonuglar ti¢ bagimsiz deneyin ortalamastdir.)

Baslangi¢ dozlan zamana ve doz miktarina bagli olarak artig gosterdigi igin
dozlara 10 pM den 500 uM a kadar artinlarak devam edildiginde 24. saatte K562
‘hiicreleri igin gemsitabinin 10 uM da %52 (SH #1.9), 50 M da %56 (SH 2£1.6),
100 uM da % 58 (SH #1.9), 200 uM da % 53 (SH £2.5), 300 uM da % 54 (SH £1.0),
400 uM da % 55 (SH 20.65), 500 uM da %56 (SH #0.88) oramnda ¢oZalmay: inhibe
ettii bulunmugtur. 48. saatte 10 uM da %55 (SH #4), 50 uM da % 58 (SH £3.6),
100 uM da % 62.5 (SH #3.8), 200 uM da %65.5 . (SH #2.6), 300 uM da %57
(SH #3.3), 400 uM da %69 (SH #2), 500 uM da %69 (SH +£I.4) oranlarinda ¢oZalma
inhibisyonu gorilirken 72. saattin sonunda gemsitabin 10 uM da %66.3 (SH #2.6),
50 uM da %64 (SH £3.5), 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)

oraminda ¢ogalmay inhibe etmigtir. Grafikte de goriildiigu tizere 50 pM lik dozdan sonra
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inhibisyon yiizdeleri ¢ok fazla artmamugtir ve bundan sonra artan dozlann plato ¢izdigi

gorulmigtir (Sekil 3. 3. d).
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Sekil 3. 3. d) 10-500 uM gemsitabin dozlarimn K562 hiicre dizisi iizerindeki etkileri
zamana bagli ¢ogalma inhibisyonu etkileri.

(Sonuglar ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasidir.)

K562/DOX hiicreleri iginde ayn: dozlar uygulandiginda ¢ogalmayr durdurucu
etkileri 24 saat sonunda 10 uM da %45 (SH #/.4), 50 uM da %45 (SH +1.6), 100 uM
da %50 (SH #0.8), 200 uM da %53 (SH 20.5), 300 uM da %55 (SH #1.9), 400 uM
da %52 (SH #/.1), 500 uyM da %50 (SH #1.7) oraninda gogalmayi 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 #1.3), 300 uM da %57 (SH #0.8), 400 uM
da %50 (SH #0.6), 500 uM da %51 (SH #0.7) oranlannda ¢ogalma inhibisyonu
goriiliirken 72. saattin sonunda gemsitabin K562/DOX hiicrelerinin 10 uM da %65
(SH #1.1) , 50 uM da %65 (SH #0.4), 100 uM da %69 (SH #1.1), 200 uM da %61
(SH 20.9), 300 uM da %65 (SH £0.6), 400 pM da %62 (SH £1.0), 500 uM da %64

oraminda (SH #1.4) gogalmalarim inhibe etmistir. Benzer gekilde bu hiicre dizisi iginde
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50 pM dan sonra artan dozlarin daha fazla etki gostermedigi ve plato ¢izdigi
gorilmiigtir. Bununla birlikte K562 hiicre dizisinden farkli olarak ilk 48 saatte etkiler
daha dusiik diizeylerde gergeklesirken 72. saatin sonunda bu hiicre dizisinin sonuglan ile

hemen hemen aym oranlar bulunmugtur (Sekil 3. 3. e).
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Sekil 3. 3. e) 10-500 uM gemsitabin dozlarinin K562/DOX hiicre dizisi iizerindeki
zaman bagh ¢ogalma inhibisyonu etkileri.

(Sonuglar ti¢ bagimsiz deneyin ortalamasidir.)

Sekil 3.3.f de de aym dozlann her iki hiicre dizisinde gosterdigi etkiler birarada

gortlmektedir.
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Sekil 3. 3. f) 10-500 uM gemsitabin dozlarimn K562 ve K562/DOX hiicre dizisi
izerindeki zamana bagh ¢ogalma inhibisyonu etkileri (Sonuglar {i¢ bagimsiz

deneyin ortalamasidir).

Bundan sonra IFN-a ile gemsitabin etkilerinin sinerjik olup olmadiginn
arastirilmas1 baslatilmgtir. lk olarak her iki hiicre dizisine de sadece interferon alfa
dozlan uygulanmgtir. IFN a-2a’ ya karsin K562 ve K562/DOX dizileri farkh duyarliik
gostermiglerdir. K562 hiicreleri igin ilk 24 saatin sonunda IFN o-2a’ min 10 ng/ml lik
dozunda %1.6 (SH #1.1), 25 ng/ml de %2 (SH £i.4), 50 ng/ml de %5.6 (SH #0.7),
100 ng/ml de %10.4 (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 bulunmustur.
48. saatte ise bu degerler 10 ng/ml de %4 (SH +£1.0), 25 ng/ml de %2.5 (SH #£2.6),
50 ng/ml 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 #1.0) olarak elde
edilmigtir. 72 saatin sonunda IFN a-2a’ nin 10 ng/ml lik dozu igin %12.5 (SH #1.4),
25 ng/ml igin %25 (SH #1.2), 50 ng/ml igin %25 (SH #1.4), 100 ng/ml igin %20
(SH £1.1), 250 ng/ml i¢in %41 (SH #1.3), 500 ng/ml igin %42 (SH #/.2) oramnda
¢ogalma inhibisyonu gergeklesirken ancak 1000 ng/ml lik konsantrasyon K562 hiicreleri
icin %50 (SH #£1.6) oraninda inhibisyon saglayabilmistir (Sekil 3.3.g).

50



——&—24, Saat
—— 48, Saat
—&—72.Saat

% Gogalma inhibisyonu

0 200 400 600 800 1000
10-1000 ng/ml Interferon Dozlari

Sekil 3. 3. g) 10-1000 ng/ml interferon-alfa 2a dozlarinin K562 hiicre dizisi tizerindeki
zamana bagli ¢cogalma inhibisyonu etkileri etkileri.

(Sonuglar ii¢ bagimsiz deneyin ortalamas:dir).

Aymt konsantrasyonlarda K562/DOX hucreleri igin ¢ok daha farkli sonuglar
alinmigtir. Zamana bagli olarak ayni dozlann inhibisyon etkisi daha fazla artmugtir.
Zamana bagli olarak gergeklesen artts, doz artist ile de paralellik géstefmistir. Ilk 24 saat
igin inhibisyon degerleri 10 ng/ml de %2 (SH £2.5), 25 ng/ml de %3 (SH +£1.0),
50 ng/ml de %5 (SH #1.3), 100 ng/ml de %5 (SH #1.0), 250 ng/ml 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 aynt dozlarda 10 ng/ml de %5 (SH #1.5), 25 ng/ml de %8 (SH #0.65),
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 #2.5) olarak inhibisyon
gerceklesirken 72. saatin sonunda IFN o-2a’ un 10 ng/ml lik dozu igin %18 (SH £2.5),
25 ng/ml igin %27 (SH #0.9), 50 ng/ml igin %30 (SH 2#0.8), 100 ng/ml igin %32
(SH #£1.6), 250 ng/ml igin %38 (SH #1.0), 500 ng/ml i¢in %43 (SH #1.1) oramnda
¢ogalma inhibisyonu gergeklesirken, 1000 ng/ml lik konsantrasyon K562/DOX
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hiicrelerinin gogalmasiu %53 (SH #1.2) oraminda inhibe etmistir (Sekil 3. 3. h). K562 ve
K562/Dox tzerinde IFN-a-2a etkisi ortalama deferleri 18.544 ve 23.9#17.3 olarak

bulunmugtur. P =0.986 olarak bulunmus ve aradaki fark anlamsiz olarak

degerlendirilmistir.

s |
—&— 24, Saat!
~—®—48. Saat:

1

—A—72. Saat.

% Gofialma inhibisyonu

o] 200 400 - 600 800 1000

10-1000 ng/ml interferon-alta dozlar

Sekil 3. 3. h) 10-1000 ng/ml interferon-alfa-2a dozlannin K562/DOX hiicre dizisi
zamana bagli gogalma inhibisyonu etkileri tizerindeki etkileri.

(Sonuglar ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasidir.)

10-1000 ng/ml interferon-alfa-2a dozlaninin her iki hiicre dizisinde sahip oldugu
etkiler Sekil 3.3.g de goriilmektedir. Bu sonuglardan sonra 200 ng/ml sabit interferon-
alfa 2a dozu 10-500 uM gemsitabin dozlan tek tek uygulanmig ancak higbir sinerjik etki

bulunamamustir.

52



-1

=

3

)

8

£ a10

.E 25

E 050

© 01100

8 B250

e [31500
® 1000

Zaman aralt

(=1}

Sekil 3. 3. i) 10-1000 ng/ml interferon-alfa-2a dozlarinin K562 ve K562/Dox tizerindeki

etkileri
3. 4. DNA Fragmantasyon Sonuclari

Bugiine kadar yapilan DNA izolasyon galigmalaninda 10 uM, 50 uM, 100 uM,
200 pM ve 300 puM gemsitabin konsantrasyonlan varliinda ve kontrol olarak
gemsitabinle muamele edilmeyen K562 hiicrelerinin DNA izolasyonlari tamamlanmusgtir.
Elde edilen sonuglar gemsitabinin 10 pM lik konsantrasyondan itibaren DNA
fragmentasyonuna yol agtiimi ve apoptozisi indiikledigini diigindirmektedir. Yine aym
konsantrasyonlarda K562/DOX hiicrelerinden de DNA izolasyon ¢aligmalar yapilmigtir.

Bu caligmalar sonucunda da aym dozlarda DNA fragmantasyonu gozlenmigtir

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

2. Kontrol

3. 10 uM Gemsitabin
4. 50 uM Gemsitabin
5. 100 uM Gemsitabin
6. 200 pM Gemsitabin
7.300 UM Gemsitabin

1.1 kb DNA marker

2. Kontrol

3. 10 iM Gemsitabin

4. 50 pyM Gemsitabin

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

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

Gemsitabin aktivitesini son derece 6zgiin etki mekanizmalan ile saglayan bir
onkolitik ilagtir. Cesitli hiicre sistemlerinde (HL-60 miyeloid, RPMI-8392 B-lenfoid gibi)
denenmiy ve giiglii sitotoksik etki gostermistir (Bouffard, 1991).Yapilan benzer olan
diger antikanser ilaglarindan gemsitabini daha etkin kilan da bu 6zgiin spesifik etki
mekanizmalandir (Hertel 1990).

Bugiine kadar yapilan galiymalarda gemsitabinin g¢oklu ila¢ direnci fenotipine
sahip malign hiicrelerdeki etkileri ise heniiz a¢ik degildir. Ilag direnci, onkolitik ilag
tedavisi altindaki hastalarda bu tedavinin basansiz kalmasina yol agan nedenlerin énde
gelenlerindendir (Arceci 1993). Hiicre kilttri sistemlerinin kullanildigi ¢aligmalar tiimor
hiicrelerinde ilag direncinin gesitli mekanizmalarla gelistigini gostermigtir. Insanda MDR
1 geni iiriinii olan P-glikoprotein bu mekanizmalar igerisinde iyi karakterize edilen 6nemli
bir ¢oklu ilag direnci nedenidir (Arceci 1993). MDR 1 geni agint ifadesine sahip (P-gp)
timorlerin tammmlanmast igin yapilan galismalar kemoterapiye karsin olugabilecek cevabin
tahmin edilebilmesi ve P-gp’yi inhibe edebilen ajanlar aracihif: ile ¢oklu ilag direncinin
geri dondiirtilmesi y6niindedir (Tsuruo 1981, Ford 1996). Bununla birlikte, bu ajanlarin
sadece ¢ok az bir kismu uygun ve givenli klinik, farmakolojik karakteristikleri
sunabilmektedir. Bundan bagka bir kismunin da toksisite profilini ¢ogu zaman agmast, bu
ilaglarin CiD’ i yenmek icin rutin kullanimini engellemektedir. Bu yiizden de daha etkin
ve daha az toksik ofan yeni ajanlara ihtiya¢ oldugu agtktir.

Gemsitabinin CID fenotipi tizerindeki etkinligi sadece KHAK (kigik hiicreli
akciger kanseri) hiicre dizilerinde bildirilmigtir (Jensen 1997, Bergman 1998). KHAK
hiicre dizileri ile yapilan bir galiygmada gemsitabinin P-gp ifade eden KHAK dizilerinde
ilag duyarh ana hiicre dizilerden daha etkin oldugu bildirilmigtir (Bergman 1998). Solid
timérler igin bu ¢aligmalar her ne kadar fikir verse de hematolojik malignansiler i¢in bu
konu yine karanliktir ve bu hiicre dizilerinin ¢aligildifi ortam ve zamandaki P-gp

pompasimn varlig: ve fonksiyonu belirtilmemistir.

55



Bu amagla yapilan galigmada artan gemsitabin dozlannin insan eritrolésemi hiicre
dizisi K562 ve bunun P-gp (+) varyanti K562/DOX {izerinde karsilagtirmali olarak
etkileri aragtinlmaya galigtimigtir.

-----

dozlan olan 1 uM, 5 pkM ve 8 uM dan 8 pM lik gemsitabin dozu 72 saat sonunda K562
hiicreleri i¢in % 51 oraninda gogalmay: inhibe ederek, optimum inhibitér doz olarak
kendini gostermigtir (Bkz. Sekil 3.3.a). Aym dozlar K562/DOX hiicreleri iginde
kullanildiginda yine 8 uM % 49 inhibisyon oram ile optimum inhibitor doz olarak
bulunmugtur (Bkz. Sekil 3.3.b). Artan konsantrasyonlarla ¢aliymaya devam edildiginde;
Ormegin 10 uM da 72 saatin sonunda K562 i¢in % 66.3, K562/DOX i¢in % 65 oraninda
inhibisyon bulunmugtur (Bkz. Sekil 3.3.d ve 3.3.e). Elde edilen bu bilgiler her iki hiicre
dizisinde de gemsitabini hemen hemen esit oranda biityiimeyi durduruyor gibi gostersede
sonuglann istatistidi yapildiginda K562 hiicrelerinde gemsitabinin daha etkin oldugu
bulunmugtur (Bkz. Sekil 3.3.f). Bu sonuglan hicre sitoplazmasinda P-glikoproteinin
fonksiyonel olarak aktif oldugu sonucu ile (Bkz. Sekil 3.2.a, ... k) birlikte K562/DOX
dizisinin ¢esitli antikanser ilaglarindan, Doksorubisin’e K562 dizisinden 134 kez,
Daunorubisin’ e 80 kez, Vincristin’ e 630 kez ve VP16’ ya da 108 kez daha fazla
direng gosterdigini (Nielsen 1992) goz oniine alarak degerlendirdiimizde, gemsitabinin
coklu ilag direnci gosteren eritroldsemi dizilerindeki etkisinin parental hiicrelere oranla
daha diigiik olmasinin nedenini agik¢a gormekteyiz. Solid tiimdrlerde yapilan galigmalarla
bu durumu karglastirdifimizda aksi bir durum s6z konusudur ancak bu ¢aligmalarda
p-glikoproteinin fonksiyon testlerinin galisilmamasida olaya farkh bir boyut katmaktadir.
Tim bu sonuglar gemsitabin tedavisi géren pankreatik ve akciger kanserli hastalann
durumlan ile birlikte degerlendirildiginde gemsitabinin P-gp (+) CID tiimérlerinin
tedavisinde gok etkili bir ydntem olmadifi gdstermektedir. Ayrica bu onkolitigin diger
onkolitik ilaglarla ¢apraz dirence yol agabilecegi ihtimali disiiniliirse, kombinasyon

tedaviler i¢in de gemsitabin uygun olmayan bir sitostatik gibi gértinmektedir.

Cesitli 16semi hiicre dizileri K562, saglt hiicreli 16semi, Burkitt lenfoma ile yapilan

caligmalarla interferon-o’ mn 1osemilerde etkili oldugu bilinmektedir (Ozes, 1992).
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Calismada olast immiinomodiilatér yaklagimlar i¢in gemsitabinin interferon-alfa ile
sinerjik etkileri olup olmadif1 da aragtinlmustir. Bu ¢aligma ile elde edilen K562 hiicre
dizisi lizerinde interferon-a’ min etkilei daha onceleri yapilan ¢aligmalarla paralel

bulunmustur (Bkz. sekil 3.3.g).

K562/DOX hiicreleri iginse interferon-o” min etkileri K562 hiicrelerinden ¢ok
biiyiik farkliik gostermemistir (Bkz. Sekil 3.3.h). Boylece interferon-a’ min ¢oklu ilag
direnci gosteren hiicreler tizerinde de etkinligi konusuna da 1tk tutulmustur. Ancak
gemsitabinle kombine interefron-a ¢alismalarindan elde edilen sonuglar her ikisi arasinda

sinerjik bir etki olmadif izlenimini vermektedir.

Aynca ¢aligmada gemsitabinin apoptotik etkileri de aragtinlmuig ve her iki hiicre
dizisi ile yapilan DNA izolasyon g¢aliymalart sonucu 10 uM lik dozdan itibaren DNA
fragmantasyonu goralmigtir (Bkz. Sekil 3.4.a, 3.4.b). Bu sonuglar gemsitabinin
sitotoksik etkisi ile baglantih olarak antitiimoral 6zelligin apoptozis yoluyla oldugu

izlenimini vermektedir.
Bundan sonra yapilacak olan galigmalarda gemsitabinin P-glikoprotein digi

nedenlerle olusan CID fenomeninde etkinligi olup olmadiginin preklinik ve klinik olarak

arastinlmasinin kanser tedavisinde 6nemli yararlar saglayabilmesi muhtemeldir.
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5. SONUC

Bu galisma da bilim diinyasinca etkin bir yontem olarak kullanilan tripan mavisi
ile sayim yontemi kullamlarak 6lii ve canli hiicrelerin miktan belirlenmek sureti ile
gemsitabin in P-glikoprotein goklu ilag direnci gosteren 16semi hiicre dizilerinde etkinligi

arastinimustir.

Calimanin sonunda gemsitabinin ¢oklu ilag direnci gosteren kanser hiicreleri
tizerinde, diren¢ gelistirmeyen hiicre dizileri ile farkli oranlarda biiyiime inhibisyonu
etkisine sahip oldufu bulunmustur. Aynca yapilan ¢aligmalarda bu ilacin apoptotizisi
indiikledigi de bulunmus ve gosterdigi antitiimoral etkinin bu yolla olabilecegi ortaya
koyulmustur. |

Elde edilen bu sonuglar gemsitabinin kemoterapiye direng gosteren hastalar igin

¢ok uygun bir ilag olmadimim gostermektedir ve tedaviye o6nemli katkilar
saglayabilecektir.
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6. OZET

Gemsitabin (dFdC) ozellikle pankreatik adenokarsinoma gibi kemoterapi ve
radyoterapiye direngli olmalanyla tamunan solid timérlere karsin énemli etkinlik

gosterebilen, yeni bir baz analogu antimetabolittir.

Coklu Ilag Direnci (CID), birbirinden etki mekanizmast ve yapisal olarak farkhilik
gosteren birgok bilesige karsi cevapsizligs tamimlayan fenomendir. P-glikoprotein (P-gp)
hiicre zarinda bulunan ve enerji bagimli bir pompa gibi fonksiyon gostererek bir ¢ok ilac
hiicre digina atabilen 170 - kD lik bir glikoproteindir ve énemli bir CID nedenidir.
Kemoterapiye direngli tiimorlerde {imit vaad etmekte olmasina kargin gemsitabinin P-gp
CID mekanizmasindan etkilenip etkilenmedigi konusu heniiz tam olarak
aydinlatilamamugtir. Bu amagla bu galismada dFdC’ nin insan eritrolésemi hiicre dizisi
K562, ve bunun P-gp (+) varyanti K562/DOX tizerinde etkileri aragtinlmugtir. Ayrica
olasi immiinomodiilator yaklagimlar i¢in dFdC” nin interferon-alfa ile sinerjik etkileri de

arastinlmugtir.

Tumér biyiime inhibisyonu, hemasitometre laminda tripan mavisi testi
uygulanarak 6lii ve canli hiicrelerin sayilmasi ile aragtinlmigtir. K562/DOX hiicrelerinin
P-gp igerikleri 4E3 monoklonal antikoru kullanilarak flow sitometri ile tayin edilmigtir.
Cahgmalarimiz sonucunda K562/DOX hiicrelerinin P-gp pozitifligi % 99.7 olarak
bulunmustur. Hiicre sitoplazmasinda P-glikoprotein fonksiyonel olarak aktif oldugunda
daunorubicini hiicre digina atipp ve bu atithmun siklosporin A veya verapamil gibi
P-glikoprotein fonksiyon inhibitérleri ile blokajiyla inhibe edilmesiyle gésterilmistir.

Yapilan galigmalarda gemsitabinin her iki hiicre dizisinde farkli inhibisyon
etkilerine sahip oldufu istatiksel olarak ta ortaya konulmugtur. Ayrica gemsitabinin
apoptozis iizerinde etkileri de DNA fragmentasyonu yolu ile aragtinlmg vel0 uM lik
konsantrasyondan baglayarak apoptozisi de indiikledigi bulunmustur. Bu ¢alisma da
interferon-alfa’mn gemsitabinle ile sinerjik etkiye sahip olup olmadifi konusu da

arastinlmig ancak hig bir sinerjik etki g6zlenmemisgtir.
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Tum bu sonuglar gemsitabin tedavisi goren pankreatik ve akciger kanserli
hastalardan alinan sonuglarla birlikte deferlendirildiginde dFdC’ nin P-gp (+) CID

tiimorlerinin tedavisinde uygun ve etkili bir yontem olmadifini géstermektedir.
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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 variant 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 66.3 % of K562 and K562/DOX
respectively. And it was also found that gemcitabine has apoptotic effects on these cells.
Furthermore the results suggested that IFN-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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