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1 Ankara Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Biyokimya Anabilim Dalı  Amaç: Bu çalıșmada, çok sayıda kan kök hücresinin, sağlıklı beyaz kan hücrelerine dönüșemeyen 

anormal granülositlere dönüștüğü bir hastalık olan kronik myeloid löseminin hücre serisi modeli 
olan K562 hücrelerinde (K562S) ve KML tedavisinde ilk seçenek olarak uygulanan İmatinib’e 
karșı direnç geliștirmiș K562 hücrelerinde (K562R), endoplazmik retikulum (ER) șaperon proteini 
kalneksinin protein düzeylerinin belirlenmesi ve KML tedavisinde kullanılan birinci ve ikinci 
jenerasyon tirozin kinaz inhibitörleri İmatinib ve Nilotinib’in kalneksin protein düzeyi üzerindeki 
etkilerinin ve hücre canlılığı parametrelerine olan etkilerinin ortaya çıkarılması amaçlanmıștır. 

Gereç ve Yöntem: Bu çalıșmada, KML’nin blast fazının hücre modeli olan K562S (İmatinib’e du-
yarlı) hücre serisi ve İmatinib’e (5uM) karșı dirençli hale getirilmiș K562R hücre serileri kullanıl-
mıștır. Hücreler, paralel olarak kültür edilmișlerdir. 0.5 uM İmatinib ve 0.05 uM Nilotinib ile tedavi 
edilen ve edilmeyen K562S ve 20 uM İmatinib ve 0.1 uM Nilotinib K562R ile tedavi edilen ve 
edilmeyen K562R hücreleri tedaviden 48 saat sonra toplanarak MTT testi ile hücre canlılığı, akım 
sitometri ile apoptoz tayini, ıșık mikroskobisi ile hücre morfolojisi ve total hücre ekstraktlarında 
western blot ile kalneksin protein ekspresyonu belirlenmiștir.  

Bulgular ve sonuç: Bu çalıșmada, endoplazmik retikulumda proteinlerin katlanmasını düzenleyen 
bir șaperon olan kalneksinin total hücre ekspresyonunun K562S ve K562R hücreleri arasında an-
lamlı değișiklik göstermediği belirlenmiștir, ancak, İmatinib ve Nilotinib’in duyarlı hücrelerde bu 
proteinin düzeyini anlamlı olarak düșürmesi ve dirençli hücrelerde anlamlı etki göstermemesi, bu 
ilaçların etki mekanizması arasında ER stres yolağı ve olasılıkla kalneksin proteininin yer aldığına 
ișaret edebilir ve duyarlı ve dirençli hücreler arasında her ne kadar kalneksin düzeyinde fark bulun-
masa da ER stres yolağında farklılıklar bulunabileceğinin bir göstergesi olabilir. İleri çalıșmalar için, 
ilaca duyarlı ve dirençli hücrelerde kalneksin ve ilișkili bileșenlerin farklı hücre içi kompartmanlar-
daki değișiminin ve ilaçlarla modülasyonunun daha geniș olarak araștırılması önerilmektedir. 

Anahtar sözcükler: Kalneksin, K562, lösemi, ilaç direnci 

Aim: The aim of this study is to determine the expression levels of endoplasmic reticulum (ER) 
chaperon protein calnexin in K562 cell line which is the cell line model of chronic myeloid 
leukemia characterised with the transformation of numerous blood stem cells into abnormal 
granulocytes. Calnexin levels in K562 cells and its resistant counterpart (K562R) to Imatinib, the 
first line therapy option for CML were examined. In addition, effects of first and second 
generation tyrosine kinase inhibitors, Imatinib and Nilotinib on calnexin levels and cell viability 
parameters in K562S and K562R cells were also determined.  

Material and Method: In this study, K562S (sensitive to Imatinib) cell line, which is the cell model of 
the blast phase of CML, and K562R cell lines, which are resistant to imatinib (5uM), were used. Cells 
were cultured in parallel. K562S cells treated with or without 0.5 uM imatinib and 0.05 uM Nilotinib 
and K562R cells treated with or without 20 uM Imatinib and 0.1 uM Nilotinib were collected 48 hours 
after treatment and cell viability, apoptosis, cell morphology and calnexin protein expression were 
determined with MTT assay, flow cytometry, light microscopy and western blot respectively. 

Results and conclusion: In this study, it was shown that the total cellular expression of calnexin, a 
chaperone that regulates the folding of proteins in the endoplasmic reticulum, did not show any 
significant difference between the K562S and K562R cells, On the other hand, since Imatinib and 
Nilotinib significantly decreased calnexin protein expression in K562S cells and did not show any 
significant effect on K562R cells, this may indicate that the ER stress pathway and possibly calnexin are 
involved in the action mechanisms of these drugs. Therefore, even if no significant difference in 
calnexin levels was found between K562R and K562S cells, there may be differences in the ER stress 
pathway between the sensitive and resistant cells. For further studies, it is suggested to investigate the 
distribution of calnexin in different intracellular compartments as well as its modulation with drugs. 
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Endoplazmik retikulum, çeşitli proteinle-
rin sentezlenmesi, katlanması, modifi-
kasyonu ve taşınmasının yanısıra kalsi-
yum dengesinin sağlanmasında önemli 
rollere sahip hayatsal bir organeldir 
(1,2). ER homeostazındaki bozukluk-
lar, ER stres olarak adlandırılmakta, 
bu durumda ER kalite kontrolünde 
görevli pek çok genin ekspresyonu de-
ğişmekte, katlanmamış ya da yanlış 
katlanmış proteinler ER’de birikmek-
tedir (3, 4). Yakın zamanda, ER stre-
sin, aralarında kanserin de bulunduğu 
pek çok hastalığın patolojisinde rol al-
dığı gösterilmiştir (5,6,7,8).  

Kalneksin, yeni sentezlenen glikoprotein-
lerin doğru katlanması ve kalite kont-
rolünün gerçekleşmesinde görev ya-
pan ve ER’de lokalize bir lektin şape-
rondur (9,10). Çoğu diğer ER şape-
rondan farklı olarak, transmembran ve 
sitozolik bölgelere sahiptir ve bu böl-
geler, protein katlanmasını etkileme-
nin yanında kalneksinin farklı sitoplaz-
mik moleküllerle etkileşimine ve ER 
spesifik membran bölgelerini hedefle-
mesine izin vermektedir (11,12,13). 
ER stresin indüklenmesinde görev ya-
pan kalneksinin çeşitli kanserlerdeki 
rolleri araştırılmış ve bu çalışmalarda 
kalneksinin kolon kanserinde prog-
nostik bir belirteç ve hedef olabileceği, 
tiroid tümörigenezinde deregülasyon 
sergilediği, akciğer kanserinde yeni bir 
sero-diagnostik belirteç olabileceği, 
keratosistik odontogenik tümörlerde 
aşırı ekspresyon sergilediği sonuçları 
bulunmuştur (14,15,16,17). Seres ve 
ark.’nın L1210 fare lösemi hücrele-
rinde yapmış oldukları çalışmalarda 
ise, kalneksinin ilaca duyarlı ve dirençli 
hücreler arasında farklı ekspresyon 
sergilediği ve Thapsigargin tedavisinin 
kalneksin düzeyi üzerinde anlamlı et-
kiler gösterdiğini bildirmişlerdir 
(18,19). 

Kronik myeloid lösemi (KML), çok sayıda 
kan kök hücresinin, sağlıklı beyaz kan 
hücrelerine dönüşemeyen anormal 
granülositlere dönüştüğü bir hastalık-
tır. Bcr-Abl onkogeni ve bu onkoge-

nin ürünü olan Bcr-Abl proteini sü-
rekli ve anormal tirozin kinaz aktivitesi 
sergilemekte ve kronik myeloid löse-
mide merkezi rol oynamaktadır (20). 
Kronik myeloid lösemi için ilk tedavi 
seçeneği olarak kullanılan ilaç, Bcr-Abl 
kinaz inhibitörü olan İmatinib’tir. Her 
ne kadar, İmatinib tedavisi ile KML te-
davisinde olumlu sonuçlar alınmış olsa 
da, İmatinib’e karşı intrinsik ve edinil-
miş direnç gözlenmektedir ve ilaca 
karşı oluşan bu direnç, klinikte önemli 
bir sorun oluşturmasının yanında 
KML araştırmaları için de bileşenleri 
açıklanması gereken bir durumdur 
(21,22). Literatürde, KML ve KML’de 
gelişen ilaç direncinde ve çeşitli anti-
kanser ilaçların bu hücreler üzerindeki 
etkilerinde ER stresin rolünün araştı-
rıldığı çeşitli çalışmalar bulunmaktadır. 
Bu çalışmalarda, İmatinib’ in arsenik 
trioksitle kombinasyonunun, İmati-
nib’ e dirençli KML’de ER stres aracılı 
apoptozu indüklediği (23), ER streste 
indüklenen PERK-eIF2α fosforilas-
yonunun KML hastalarında ve imati-
nib direncinde indüklendiği bildiril-
miştir (24). KML ve İmatinib’e di-
rençli KML’de, ER stress ilişkili bir şa-
peron olan kalneksinin araştırıldığı bir 
çalışmaya ise literatürde rastlanmamış-
tır. ER stresin kanser patogenezindeki 
önemli rolünden hareketle, bu çalış-
mada İmatinib’e duyarlı ve dirençli 
kronik myeloid lösemi hücrelerinde 
bir ER şaperon proteini olan kalneksi-
nin protein ekspresyonunun değişip 
değişmediği araştırılmıştır. Bunun yanı 
sıra, İmatinib’e duyarlı ve dirençli kro-
nik myeloid lösemi hücrelerinde, bi-
rinci ve ikinci jenerasyon tirozin kinaz 
inhibitörleri İmatinib ve Nilotinib’in,  
hücre ölümünü ve apoptozu anlamlı 
olarak indükledikleri konsantrasyon-
larda kalneksin proteini üzerine olan 
etkileri de değerlendirilmiştir.  

Gereç ve Yöntem 

Hücre kültürü 

Bu çalışmada K562 kronik myeloid lösemi 
ve İmatinib’e dirençli K562 lösemi 
hücre serileri kullanılmıştır. İmatinib’ e 

dirençli hücre serisi, Prof. Gambacorti 
Passerini’den temin edilmiş ve 0.2 uM 
olan ilaç direnci laboratuvarımızda 5 
uM’ a çıkarılmıştır. Hücreler, 75 cm2 
flasklarda, 37 °C’de ve 5% CO2 içeren 
ortamda, 10 % FBS, 1% L-glutamin ve 
1 % penisilin-streptomisin içeren 
RPMI-1640 besiyerinde kültür edil-
mişlerdir. .Hücreler %80 konfluent ol-
duklarında besiyeri değiştirilerek pa-
sajları yapılmıştır. 

MTT testi 

K562s ve K562r hücreleri, İmatinib ve 
Nilotinib varlığında ve yokluğunda 48 
saat inkübe edildikten sonra, hücreler 
toplanarak MTT’nin 5 mg/ml solus-
yonunda 4 saat bekletilmiş ve sonra-
sında oluşan formazan kristallerin çö-
zücü ajanın ilavesiyle çözülmesi sağ-
lanmıştır.  570 nm’de absorbans ölçü-
lerek hücre canlılığı analiz edilmiştir. 

Akım Sitometri 

İmatinib ve Nilotinib varlığında ve yoklu-
ğunda 48 saat inkübe edildikten sonra 
hücrelerdeki canlılık değişiminin, 
apoptoz ve nekrozun saptanması için, 
Annexin V-PE ve 7-AAD ile boyanan 
hücreler akım sitometride ölçülmüş-
tür. Canlı (Annexin V-PE-/7-AAD-), 
erken apoptotik (Annexin V-PE+/7-
AAD-), ileri apoptotik (Annexin V-
PE+/7-AAD+) ve nekrotik (Annexin 
V-PE-/7-AAD+) hücrelerin yüzde 
olarak oranları grafiğe geçirilmiştir. 

Hücrelerin toplanması ve liziz 

K562s ve K562r hücreleri, toplanarak iki 
kez PBS ile yıkandıktan sonra, Active 
Motif’in whole cell extraction liziz 
tamponu kullanılarak ve üretici firma-
nın direktiflerine göre total lizatlar 
elde edilmiştir. Total lizatlarda protein 
tayini Bradford metodu ile yapılmıştır.  

Western Blot 

Eşit miktarda protein içeren lizatlar, 
NEBx3 (New England Biolabs) re-
dükleyici mavi yükleme tamponu ile 
kaynar su banyosunda denatüre edil-
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mişlerdir. Lizatlar, eşit hacimde sod-
yum dodesil sülfat poliakrilamid jel 
elektroforezi (SDS-PAGE) için jellere 
yüklenmişler ve daha sonra Bio-Rad 
Tetra hücre blotlama modülünde 
PVDF membranlara transfer edilmiş-
lerdir. 100 voltta 1 saat süre ile transfer 
işleminin ardından membranlar PBS 
ile yıkanmış ve %5 yağsız süt tozunun 
PBS solüsyonunda bloklanmışlardır. 
Bunu takiben PBS ile yıkama işlemle-
rinin ardından membranlar bir gece 
anti-kalneksin antikoru ile +40C’de in-
kübasyona bırakılmışlardır. Ertesi gün, 
antikor toplanarak, membranlar PBS-
tween çözeltisi ile yıkandıktan sonra, 
sekonder anti-tavşan antikoru ile 1 
saat oda ısısında inkübasyona bırakıl-
mıştır. Bu inkübasyon süresinin ardın-
dan PBS-tween ile yıkama işlemleri 
gerçekleştirilmiş ve en son olarak 
membranlar kemilüminesans ECL 
ajanı kullanılarak Bio-Rad görüntü-
leme sisteminde görüntülenmiştir. 
Strip edilen membranlar,  primer beta 
aktin antikoru ile de inkübe edilmiş ve 
hesaplamalar, hedef proteinin bant 
sinyal yoğunluğunun housekeeping 
beta aktin proteinine bölünmesiyle 
elde edilen değerle gerçekleştirilmiştir. 
Duyarlı hücrelerin kalneksin protein 
düzeyi 1 olarak ifade edilmiş, diğer 
gruptaki değişiklik duyarlı hücreye göre 
kat değişimi olarak ifade edilmiştir.  

Sonuçlar  

İmatinib ve Nilotinib’in K562s ve K562r hücre-
lerinde canlılık üzerine etkileri 

K562s ve İmatinib’e direnç gelitirmiş 
K562r hücrelerinin 48 saat boyunca 
İmatinib ve Nilotinib’e maruziyeti so-
nucunda hücreler toplanarak MTT 
testi yapılmıştır, deneyler sonucunda 
elde edilen verilerle hücre canlılığının 
anlamlı olarak azaldığı belirlenmiştir 
(Şekil 1). 

İmatinib ve Nilotinib’in K562s ve K562r hücre-
lerinde ve apoptoz üzerine etkileri 

K562s ve İmatinib’e direnç gelitirmiş 
K562r hücrelerinin 48 saat boyunca 

İmatinib ve Nilotinib’e maruziyeti so-
nucunda hücreler toplanarak Annexin 
V-PE ve 7-AAD ile boyanmışlardır, 
deneyler sonucunda elde edilen veri-
lerle hücre canlılığının anlamlı olarak 
azaldığı ve hücrelerin anlamlı olarak 
apoptoza uğradıkları belirlenmiştir (Şe-
kil 2). Hücrelere uygulanan ilaç dozları, 
daha önce laboratuvarımızda her iki 
hücre serisi için de apoptotik etkisi doğ-
rulanmış ve optimize edilmiş dozlardır. 
İmatinib, duyarlı hücrelerde 0.5 uM, di-
rençli hücrelerde 20 uM konsantras-
yonlarda; Nilotinib, duyarlı hücrelerde 
50 nM, dirençli hücrelerde 100 nM 
konsantrasyonlarda uygulanmıştır. Di-
rençli hücreler için, apoptotik hücre 
ölümünü uyarmak üzere, her iki ilacın 
dozu da duyarlı hücrelere göre daha 
yüksek olarak uygulanmıştır.  

İmatinib ve Nilotinib uygulanan K562s ve K562r 
hücrelerinin ışık mikroskobik analizi 

K562s ve İmatinib’e direnç gelitirmiş 
K562r hücrelerinin 48 saat boyunca 
İmatinib ve Nilotinib’e maruziyeti so-
nucunda hücreler ışık mikroskobunda 

görüntülenmiştir. İmatinib ve Nilotinib 
tedavili hücrelerde, hücre sayısındaki 
azalmanın yanı sıra hücrelerin morfolo-
jik olarak da membran bütünlüğünü 
kaybettiği gözlenmiştir (Şekil 3). 

İmatinib ve Nilotinib’in total kalneksinin pro-
tein ekspresyonu üzerine etkileri 

K562s ve İmatinib’e direnç geliştirmiş 
K562r hücrelerinin 48 saat boyunca 
İmatinib ve Nilotinib’e maruziyeti so-
nucunda hücreler toplanarak total 
hücre ekstraktları hazırlanmış ve total  

ekstraktlarda kalneksinin protein düzeyin-
deki ekspresyonu western blot ile sap-
tanmıştır. Buna göre, K562s ve K562r 
hücrelerinde kalneksin proteininin 
hücrelerdeki total düzeyinin anlamlı 
olarak fark sergilemediği belirlenmiş-
tir. K562s hücrelerinde İmatinib ve 
Nilotinib’in apoptotik kon santras-
yonlarında, kalneksin proteinini an-
lamlı olarak azalttıkları belirlenmiştir. 
K562r hücrelerinde ilaçların kalneksin 
proteini üzerinde anlamlı etkisi sap-
tanmamıştır (Şekil 4).   

 
Şekil 1: İmatinib ve Nilotinib uygulanan ve uygulanmayan K562s ve K562r hücrelerinde canlılık
grafiği. K562S hücreleri 48 saat boyunca 0.5 uM İmatinib ve 20 uM Nilotinib ile; K562R hücreleri
0.05uM İmatinib ve 0.1 uM Nilotinib ile inkübe edilmişlerdir ve MTT testi ile canlılık analiz 
edilmiştir. İnkübasyon sonunda, her iki hücrede de hücre canlılığının İmatinib ve Nilotinib
uygulanması ile anlamlı (*p<0.05) olarak azaldığı belirlenmiştir. 
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İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel analiz, one way ANOVA 
varyans analiz testi ve sonrasında 
Student-Newman-Keuls post-hoc 
testi uygulanarak StatistiXL (Broadway-
Nedlands, Western Australia) programı 
ile yapılmıştır. p<0.05 değeri 
istatistiksel olarak anlamlı kabul 
edilmiştir. 

Tartıșma 

Kemoterapi, hipoksi, besin yetersizliği 
gibi stresler, katlanmamış protein ya-
nıtını (UPR) aktive eden ER  stresi in-
düklemekte, UPR ise ölüm tetikleyici 
yolakların aktivasyonuna neden ol-
maktadır (25). UPR’nin, ER strese 
karşı ortaya çıkan hücresel strese ara-
cılık ettiği ve ER dengesinin tekrar 
oluşturulmasında görev yaptığı bildi-
rilmiştir. Bunların yanında,UPR’nin, 
kanser gen ekspresyonunun tekrar şe-
killenmesine yol açtığı ve böylece 
hücre transformasyonunu önlediği ya 
da transforme hücrelere avantaj ka-
zandırdığı da bildirilmiştir (26).İlaca 
dirençli tümör hücrelerinin ER stresin 
tetiklediği hücre ölümüne karşı di-
rençli oldukları (25), ER stresin aşırı 
indüklenmesinin ve buna bağlı epitel-
yal mezenkimal geçişin, akci ğer ade-
nokarsinoma hastalarında kemodi-
rençle ilişkili olabileceği (27) yapılan 
çalışmalarda gösterilmiştir. 

ER stresin rolü, kronik myeloid lösemide 
de araştırılmıştır ve KML hücrelerinde 
artmış stres yanıtının kanser kök hüc-
relerinin aracılığında kemik iliği ni-
şinde bozulmaya yol açtığı ve bu şe-
kilde KML ilerlemesini desteklediği 
bildirilmiştir (28). Çalışmamızda İma-
tinib’e duyarlı ve dirençli K56s ve 
K562r hücrelerinde, ER streste görev 
yapan bir şaperon olan kalneksinin 
protein düzeyindeki ekspresyonu sap-
tanmış ve western blot sonuçlarına 
göre total hücre lizatlarında kalneksin 
proteininin duyarlı ve dirençli hücreler 
arasında anlamlı fark sergilemediği be-
lirlenmiştir. Literatürde, duyarlı L1210 

 
Şekil 2: İmatinib ve Nilotinib’in (48 saat) K562s ve K562r hücrelerinde apoptoz üzerindeki
etkileri. K562S hücreleri 48 saat boyunca 0.5 uM İmatinib ve 20 uM Nilotinib ile; K562R hücreleri
0.05uM İmatinib ve 0.1 uM Nilotinib ile inkübe edilmişlerdir ve Annexin V-PE/7-AAD boyaması
ile akım sitometride analiz yapılmıştır. Canlı (Annexin V-PE-/7-AAD-), erken apoptotik (Annexin
V-PE+/7-AAD-), ileri apoptotik (Annexin V-PE+/7-AAD+) ve nekrotik (Annexin V-PE-/7-AAD+)
hücrelerin yüzde olarak oranları bar grafik olarak ve simgesel plot grafik olarak verilmiştir.
(*p<0.05) İlaç uygulanmayan K562S ve K562R hücreleri ile kıyaslandığında istatistiksel olarak
anlamlı hücre gruplarını ifade etmektedir. 
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ve aşırı P-gp (p-glikoprotein) eksp-
resse eden vinkristine (VCR) dirençli  
L1210 fare lenfositik lösemi hücrele-
rinde kalneksinin gen ve protein dü-
zeylerindeki ekspresyonunun incelen-
diği bir çalışmada, hücreler arasında 
kalneksinin mRNA düzeyinde fark 
bulunmadığı, protein düzeyinde ise 
duyarlı hücrelerde dirençli hücrelere 
kıyasla kalneksinin özellikle membran 
ve  çözünür hücre fraksiyonlarında 
daha yüksek düzeyde bulunduğu bildi-
rilmiştir (18). Buna göre, total hücre li-
zatlarında duyarlı ve dirençli K562 
hücreleri arasında anlamlı fark bulun-
mamasından hareketle,  ileri çalışma-
larda, kullanmış olunan hücre mode-
linde farklı hücre fraksiyonlarında kal-
neksin protein ekspresyonunun sap-
tanması önerilebilir. Ayrıca,  İmati-
nib’e duyarlı ve dirençli K562 hücre-
leri, İmatinib (0.5 uM ve 20 uM) ve Ni-
lotinib (50 nM ve 100 nM) ile 48 saat 
tedavi edilmiş ve literatüre paralel ola-
rak (29), İmatinib ve Nilotinib’in, uy-
gulanan dozlarda ilaca duyarlı ve di-
rençli K562 hücrelerinde apoptotik et-
kiler sergilediği belirlenmiştir. İmati-
nib ve Nilotinib’in K562s ve K562r 
hücrelerinde kalneksin proteini üze-
rindeki etkileri de değerlendirilmiş ve 
K562s hücrelerinde hem İmatinib 
hem de Nilotinib’in kalne ksini pro-
tein ekspresyonu düzeyinde anlamlı 
olarak azalttığı bulunmuştur. K562r 
hücrelerinde ise kalneksin protein dü-
zeyi İmatinib ve Nilotinib tedavisin-
den  anlamlı olarak etkilenmemiştir. 
Literatürde, anti-kanser ilaçların kan-
ser hücrelerinde apoptoz yolakları 
üzerindeki etkilerinin kalneksin üze-
rinden araştırıldığı sınırlı sayıdaki çalış-
madan birinde, ER’de adaptif UPR ya-
nıtını indükleyerek apoptotik etkiler 
sergilediği bilinen tunicamycin antibi-
yotiğinin, MCF-7 hücrelerinde uygu-
lanmasının tunicamycin ile apoptoza 
dirençli bir hücre  profiline yol açtığı 
belirlenmiştir. Apoptoza direnç göste-
ren bu hücrelerde, tunicamycin’in kal-
neksin protein ekspresyonunu arttır-
dığı ve kalneksin siRNA’sının uygu-
lanmasının hücre apoptozunu indük-
lediği bildirilmiştir (30).  Bu çalışmada, 

 
Şekil 3: İmatinib ve Nilotinib’in (48 saat) K562s ve K562r hücrelerinde apoptoz üzerindeki
etkileri. K562S hücreleri 48 saat boyunca 0.5 uM İmatinib ve 20 uM Nilotinib ile; K562R hücreleri
0.05uM İmatinib ve 0.1 uM Nilotinib ile inkübe edilmişlerdir. Işık mikroskobu altında
görüntülendiklerinde hücre sayısındaki azalmanın yanısıra, hücrelerin büzüştükleri ve normal
sağlıklı hücre morfolojisinden farklı morfolojide oldukları gözlenmiştir. 

 
Şekil 4: İmatinib ve Nilotinib uygulanan ve uygulanmayan K562s ve K562r hücrelerinde canlılık
grafiği. K562S hücreleri 48 saat boyunca 0.5 uM İmatinib ve 20 uM Nilotinib ile; K562R hücreleri
0.05uM İmatinib ve 0.1 uM Nilotinib ile inkübe edilmişlerdir ve inkübasyon sonunda total hücre
ekstraktları izole edilerek western blot ile kalneksin saptanmıştır. K562S ve K562R hücreleri
arasında kalneksin protein ekspresyonu farklılık sergilemezken, İmatinib ve Nilotinib’in K562S
hücrelerinde kalneskin ekspresyonunu anlamlı (*p<0.05) olarak azalttığı, K562R hücrelerinde
ise bu ilaçların kalneksin düzeyini hafif olarak azalttığı ancak bu etkinin istatistiksel olarak
anlamsız olduğu bulunmuştur 



Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Mecmuası 2018, 71 (1) 

İmatinib’e Duyarlı ve Dirençli K562 Hücrelerinde Kalneksinin Protein Ekspresyonunun Araștırılması 14 

ilaç dirençli K562 hücrelerinde İmatib 
ve Nilotinib’in kalneksin üzerinde et-
kisiz kalmalarının ardında, dirençli ve 
duyarlı hücrelerdeki ER stres yolakla-
rının farklı aktivasyon durumları yatı-
yor alabilir. Ayrıca, Seles ve ark.’nın 
2010 yılında, duyarlı fare  lösemi 
L1210, ve biri seleksiyon yoluyla vink-
ristine direnç geliştirmiş, diğeri ise sta-
bil transfeksiyon ile direnç geliştirilmiş 
her ikisi de p-gp’i aşırı ekspresse eden 
L1210 fare lösemi hücre serilerinde 
Thapsigargin’in, 0.1 uM dozda kalnek-
sin düzeyini değiştirmezken, 10 uM 

dozda her üç hücre serisinde de kal-
neksin düzeyini düşürdüğü bildirilmiş-
tir (19). Bu noktadan hareketle, İmati-
nib dirençli K562 hücrelerinde her iki 
ilacın da daha yüksek dozları test edi-
lebilir. Ancak, bu çalışmada esasen 
İmatinib ve Nilotinib, duyarlı hücre-
lerde uygulanan dozlara kıyasla çok 
daha yüksek dozda uygulanmıştır ve 
bu dozların apoptotik dozlar oldukları 
da  gösterilmiştir. Ayrıca, literatürde 
kalneksinin, dirençli hücrelerde olgun 
olmayan p-gp ile ilişkili olabileceği de 
bildirilmiştir (18). Tüm bu bilgiler ve 

bu çalışmada elde edilen veriler ışı-
ğında, ileri çalışmalarda K562 hücrele-
rinde kalneksinin farklı hücre kom-
partmanlarındaki düzeylerinin belir-
lenmesinin yanı sıra kalneksinin di-
rençli K562 hücrelerinde p-gp ile olan 
interaksiyonunun aydınlatılması da an-
lamlı olabilir. KML tedavisinde kulla-
nılan İmatinib ve Nilotinib’in etkile-
rine kalneksin sinyal yolağı da aracılık 
ediyor olabilir ve bu ilaçların etki me-
kanizmasında kalneksinin rolünün ay-
dınlatılması, ilaç direncinin gelişimi ile 
ilgili mekanizmalardan bir yenisine te-
mel oluşturabilir. 
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