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Amag: Bu calismada, cok sayida kan kok hiicresinin, saglikl beyaz kan hiicrelerine déntiisemeyen
anormal granlositlere donustiigu bir hastalik olan kronik myeloid 16seminin hiicre serisi modeli
olan K562 hiicrelerinde (K562S) ve KML tedavisinde ilk secenek olarak uygulanan imatinib’e
karsi direng gelistirmis K562 hiicrelerinde (K562R), endoplazmik retikulum (ER) saperon proteini
kalneksinin protein duzeylerinin belirlenmesi ve KML tedavisinde kullanilan birinci ve ikinci
jenerasyon tirozin kinaz inhibitérleri imatinib ve Nilotinib’in kalneksin protein diizeyi tizerindeki
etkilerinin ve hiicre canliligi parametrelerine olan etkilerinin ortaya cikarilmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Bu calismada, KML'nin blast fazinin hticre modeli olan K562S (imatinib’e du-
yarh) hiicre serisi ve imatinib’e (5uM) karsi direncli hale getirilmis K562R hiicre serileri kullanil-
mustir. Hiicreler, paralel olarak kiltiir edilmislerdir. 0.5 uM Imatinib ve 0.05 uM Nilotinib ile tedavi
edilen ve edilmeyen K562S ve 20 uM imatinib ve 0.1 uM Nilotinib K562R ile tedavi edilen ve
edilmeyen K562R hiicreleri tedaviden 48 saat sonra toplanarak MTT testi ile hiicre canlilig, akim
sitometri ile apoptoz tayini, 15tk mikroskobisi ile hiicre morfolojisi ve total hiicre ekstraktlarinda
western blot ile kalneksin protein ekspresyonu belirlenmistir.

Bulgular ve sonug: Bu calismada, endoplazmik retikulumda proteinlerin katlanmasini diizenleyen
bir saperon olan kalneksinin total hiicre ekspresyonunun K562S ve K562R hiicreleri arasinda an-
lamli degisiklik géstermedigi belirlenmistir, ancak, imatinib ve Nilotinib'in duyarli hiicrelerde bu
proteinin diizeyini anlamli olarak diistirmesi ve direngli hiicrelerde anlamli etki géstermemesi, bu
ilaglarin etki mekanizmasi arasinda ER stres yolagi ve olasilikla kalneksin proteininin yer aldigina
isaret edebilir ve duyarli ve direncli hiicreler arasinda her ne kadar kalneksin diizeyinde fark bulun-
masa da ER stres yolaginda farkliliklar bulunabileceginin bir géstergesi olabilir. ileri galismalar igin,
ilaca duyarli ve direncli hiicrelerde kalneksin ve iliskili bilesenlerin farkl hticre i¢i kompartmanlar-
daki degisiminin ve ilaglarla modulasyonunun daha genis olarak arastirilmasi 6nerilmektedir.

Anahtar sézcukler: Kalneksin, K562, I6semi, ila¢ 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, cesitli proteinle-

rin sentezlenmesi, katlanmasi, modifi-
kasyonu ve tastnmasinin yanisira kalsi-
yum dengesinin saglanmasinda 6nemli
rollere sahip hayatsal bir organeldir
(1,2). ER homeostazindaki bozukluk-
lar, ER stres olarak adlandirilmakta,
bu durumda ER kalite kontrolinde
gorevli pek ¢ok genin ekspresyonu de-
gismekte, katlanmamig ya da yanls
katlanmis proteinler ER’de birikmek-
tedir (3, 4). Yakin zamanda, ER stre-
sin, aralarinda kanserin de bulundugu
pek ¢ok hastaligin patolojisinde rol al-
dig1 gosterilmistir (5,6,7,8).

Kalneksin, yeni sentezlenen glikoprotein-

lerin dogru katlanmast ve kalite kont-
roliniin gerceklesmesinde gorev ya-
pan ve ER’de lokalize bir lektin sape-
rondur (9,10). Cogu diger ER sape-
rondan farkli olarak, transmembran ve
sitozolik bolgelere sahiptir ve bu bol-
geler, protein katlanmasini etkileme-
nin yaninda kalneksinin farkli sitoplaz-
mik molekilletle etkilesimine ve ER
spesifik membran bolgelerini hedefle-
mesine izin vermektedir (11,12,13).
ER stresin indiiklenmesinde gorev ya-
pan kalneksinin cesitli kanserlerdeki
rolleri arastirlmis ve bu ¢alismalarda
kalneksinin kolon kanserinde prog-
nostik bir belirte¢ ve hedef olabilecegi,
tiroid timorigenezinde deregiilasyon
sergiledigi, akciger kanserinde yeni bir
sero-diagnostik  belirteg olabilecegi,
keratosistik odontogenik timérlerde
asir1 ekspresyon sergiledigi sonuglart
bulunmustur (14,15,16,17). Seres ve
ark’min L1210 fare 16semi hiicrele-
rinde yapmis olduklari calismalarda
ise, kalneksinin ilaca duyarli ve direncli
hiicreler arasinda farkli ekspresyon
sergiledigi ve Thapsigargin tedavisinin
kalneksin duzeyi tizerinde anlaml et-
kiler  gosterdigini  bildirmislerdir
(18,19).

Kronik myeloid 16semi (KML), cok sayida

kan kok hiicresinin, saglikli beyaz kan
hiicrelerine  déniisemeyen anormal
granilositlere donustigh bir hastalik-
tir. Ber-Abl onkogeni ve bu onkoge-

nin drind olan Ber-Abl proteini si-
rekli ve anormal tirozin kinaz aktivitesi
sergilemekte ve kronik myeloid 16se-
mide merkezi rol oynamaktadir (20).
Kronik myeloid I6semi i¢in ilk tedavi
secenegi olarak kullanilan ilag, Ber-Abl
kinaz inhibitérii olan Tmatinib’tir. Her
ne kadar, Imatinib tedavisi ile KML. te-
davisinde olumlu sonuglar alinmis olsa
da, Imatinib’e karst intrinsik ve edinil-
mis diren¢ gozlenmektedir ve ilaca
karst olusan bu direng, klinikte 6nemli
bir sorun olusturmasinin yaninda
KML arastirmalart icin de bilesenleri
actklanmast gereken bir durumdur
(21,22). Literatiirde, KML ve KMI.’de
gelisen ilag direncinde ve gesitli anti-
kanser ilaclarin bu hiicreler tzerindeki
etkilerinde ER stresin rolintn aragti-
rildigs cesitli calismalar bulunmaktadir.
Bu calismalarda, imatinib’ in arsenik
trioksitle kombinasyonunun, Imati-
nib’ e direncli KMI.’de ER stres aracili
apoptozu indikledigi (23), ER streste
indiklenen PERK-elF2o fosforilas-
yonunun KML hastalarinda ve imati-
nib direncinde indiklendigi bildiril-
mistir (24). KML ve Imatinib’e di-
rencli KMI’de, ER stress iligkili bir sa-
peron olan kalneksinin arastirildigs bir
calismaya ise literatiirde rastlanmamig-
tir. ER stresin kanser patogenezindeki
onemli rolinden hareketle, bu calis-
mada Imatinib’e duyarli ve direncli
kronik myeloid I6semi hicrelerinde
bir ER saperon proteini olan kalneksi-
nin protein ekspresyonunun degisip
degismedigi arastirlmigtir. Bunun yan
stra, Imatinib’e duyarlt ve direngli kro-
nik myeloid 16semi hiicrelerinde, bi-
rinci ve ikinci jenerasyon tirozin kinaz
inhibitotleri Imatinib ve Nilotinib’in,
hiicre Slimind ve apoptozu anlamli
olarak indikledikleri konsantrasyon-
larda kalneksin proteini tizerine olan
etkileri de degerlendirilmistir.

Gere¢ ve Yontem

Hiicre kiiltiirii

Bu calismada K562 kronik myeloid I6semi
ve Imatinib’e direncli K562 Iésemi
hiicre serileri kullanilmistir. imatinib’ e

direncli hicre setisi, Prof. Gambacorti
Passerini’den temin edilmis ve 0.2 uM
olan ila¢ direnci laboratuvarimizda 5
uM’ a cikardmistir. Hicreler, 75 cm?
flasklarda, 37 °C’de ve 5% CO2 iceren
ortamda, 10 % FBS, 1% L-glutamin ve
1 % penisilin-streptomisin  iceren
RPMI-1640 besiyerinde kaltar edil-
mislerdir. .Hicreler %80 konfluent ol-
duklarinda besiyeri degistirilerek pa-
sajlart yapilmustir.

MTT festi

K562s ve K562t hiicreleri, Imatinib ve
Nilotinib varliginda ve yoklugunda 48
saat inklibe edildikten sonra, hiicreler
toplanarak MTT’nin 5 mg/ml solus-
yonunda 4 saat bekletilmis ve sonra-
sinda olusan formazan kristallerin ¢6-
zucl ajanin ilavesiyle ¢6zilmesi sag-
lanmustir. 570 nm’de absorbans Sl¢i-
lerek hiicre canliligt analiz edilmisgtir.

Ak Sitometri

Imatinib ve Nilotinib varliginda ve yoklu-
gunda 48 saat inkiibe edildikten sonra
hiicrelerdeki  canlilik  degisiminin,
apoptoz ve nekrozun saptanmast icin,
Annexin V-PE ve 7-AAD ile boyanan
hiicreler akim sitometride Ol¢tilmiis-
tur. Canlt (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+) hicreletin  yuzde
olarak oranlari grafige gecirilmistir.

Hiicrelerin toplanmasi ve liziz;

K562s ve K562r hucreleri, toplanarak iki
kez PBS ile ytkandiktan sonra, Active
Motif’in whole cell extraction liziz
tamponu kullanilarak ve Uretici firma-
nin direktiflerine gore total lizatlar
elde edilmistir. Total lizatlarda protein
tayini Bradford metodu ile yapilmistir.

Western Blot

Esit miktarda protein iceren lizatlar,
NEBx3 (New England Biolabs) re-
dikleyici mavi yiikleme tamponu ile
kaynar su banyosunda denatiire edil-
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mislerdir. Lizatlar, esit hacimde sod-
yum dodesil stlfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE)) icin jellere
yuklenmisler ve daha sonra Bio-Rad
Tetra hucre blotlama modulinde
PVDF membranlara transfer edilmis-
lerdir. 100 voltta 1 saat stire ile transfer
isleminin ardindan membranlar PBS
ile ytkanmig ve %05 yagsiz siit tozunun
PBS solisyonunda bloklanmuslardir.
Bunu takiben PBS ile ytkama islemle-
rinin ardindan membranlar bir gece
anti-kalneksin antikoru ile +4°C’de in-
kibasyona birakilmuglardir. Ertesi glin,
antikor toplanarak, membranlar PBS-
tween ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra,
seckonder anti-tavsan antikoru ile 1
saat oda 1stsinda inkiibasyona birakil-
mustir. Bu inktibasyon siiresinin ardin-
dan PBS-tween ile yikama islemleri
gerceklestirilmis ve en son olarak
membranlar  kemiliminesans ECL
ajant kullanilarak Bio-Rad gdorinti-
leme sisteminde goruntilenmigtir.
Strip edilen membranlar, primer beta
aktin antikoru ile de inkibe edilmis ve
hesaplamalar, hedef proteinin bant
sinyal yogunlugunun housekeeping
beta aktin proteinine bélinmesiyle
elde edilen degetle gerceklestirilmistir.
Duyarli hiicrelerin  kalneksin protein

Imatinib ve Nilotinib’e maruziyeti so-
nucunda htcreler toplanarak Annexin
V-PE ve 7-AAD ile boyanmislardir,
deneyler sonucunda elde edilen veri-
lerle hiicre canliliginin anlamlt olarak
azaldigt ve hicrelerin anlaml olarak
apoptoza ugradiklari belitlenmistir (Se-
kil 2). Hiicrelere uygulanan ila¢ dozlar,
daha 6nce laboratuvarimizda her iki
hiicre serisi i¢in de apoptotik etkisi dog-
rulanmis ve optimize edilmis dozlardur.
Imatinib, duyarli hiicrelerde 0.5 uM, di-
rencli hiicrelerde 20 uM konsantras-
yonlarda; Nilotinib, duyarlt hiicrelerde
50 nM, direncli htcrelerde 100 nM
konsantrasyonlarda uygulanmustir. Di-
rengli hiicreler icin, apoptotik hiicre
Slumiind uyarmak tzere, her iki ilacin
dozu da duyatrli hiicrelere gére daha
ylksek olarak uygulanmustir.

Imatinib ve Nilotinib nygnlanan K562s ve K562r

hiicrelerinin 151k mikroskobik analizi

K562s ve Imatinibe direnc gelitirmis

K562t htcrelerinin 48 saat boyunca
Imatinib ve Nilotinib’e maruziyeti so-
nucunda hticreler 15tk mikroskobunda
0,800

gbriintillenmistir. Imatinib ve Nilotinib
tedavili hiicrelerde, hiicre sayisindaki
azalmanin yani sira hiicrelerin morfolo-
jik olarak da membran butinligini
kaybettigi gbzlenmistir (Sekil 3).

Imatinib ve Nilotinib'in total kalneksinin pro-

tein ekspresyonu sizerine etkileri

K562s ve Imatinib’e direnc gelistirmis

K562r hiicrelerinin 48 saat boyunca
Imatinib ve Nilotinib’e maruziyeti so-
nucunda hicreler toplanarak total
hticre ekstraktlar: hazirlanmis ve total

ekstraktlarda kalneksinin protein dizeyin-

deki ekspresyonu western blot ile sap-
tanmistir. Buna gore, K562s ve K562r
htcrelerinde  kalneksin ~ proteininin
htcrelerdeki total dizeyinin anlaml
olarak fark sergilemedigi belitlenmis-
tir. K562s hiicrelerinde Tmatinib ve
Nilotinib’in apoptotik kon santras-
yonlarinda, kalneksin proteinini an-
lamli olarak azalttiklart belirlenmistir.
K562r hiicrelerinde ilaglarin kalneksin
proteini tizerinde anlamli etkisi sap-
tanmamustir (Sekil 4).

0,700 T
diizeyi 1 olarak ifade edilmis, diger
gruptaki degisiklik duyarl hiicreye gére . .
kat degisimi olarak ifade edilmistir. 0,600 I
Sonuclar 0500 !
IS
Imatinib ve Nilotinib’in K562s ve K562r hiicre- E 0,400
lerinde canlilik jizerine etkileri 8
K562s ve Imatinib’e direng gelitirmis 0,300
K562t hiicrelerinin 48 saat boyunca
Imatinib ve Nilotinib’e maruziyeti so- 0,200
nucunda hiicreler toplanarak MTT
testi yapilmustir, deneyler sonucunda 0100
elde edilen verilerle hiicre canliiginin '
anlamli olarak azaldigi belitlenmistir
ekil 1). 0,000
® ) kontrol imatinib nilotinib
Imatinib ve Nilotinil'in K5625 ve K562 hiicre- W K562S M K562R

lerinde ve apoptog_ iizerine etkileri Sekil 1: imatinib ve Nilotinib uygulanan ve uygulanmayan K562s ve K562r hiicrelerinde canlilik

grafigi. K562S hiicreleri 48 saat boyunca 0.5 uM imatinib ve 20 uM Nilotinib ile; K562R hiicreleri
0.05uM imatinib ve 0.1 uM Nilotinib ile inkiibe edilmislerdir ve MTT testi ile canllik analiz
edilmistir. inkiibasyon sonunda, her iki hiicrede de hiicre canliiginin imatinib ve Nilotinib
uygulanmasi ile anlamli (*p<0.05) olarak azaldi§i belirlenmistir.

K562s ve Imatinibe diren¢ gelitirmis
K562t hucrelerinin 48 saat boyunca
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Istatistiksel Analiz A) Kontrol imatinib Nilotinib

Istatistiksel analiz, one way ANOVA
varyans analiz testi ve sontasinda
Student-Newman-Keuls post-hoc
testi uygulanarak StatistiXL (Broadway-
Nedlands, Western Australia) programi
ile  yapdmstir.  p<<0.05  degeri
istatistiksel ~olarak anlamli  kabul
edilmistit.
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Kemoterapi, hipoksi, besin yetersizligi
gibi stresler, katlanmamis protein ya-
nitint (UPR) aktive eden ER  stresi in-
diiklemekte, UPR ise Slim tetikleyici
yolaklarin aktivasyonuna neden ol- B)
maktadir (25). UPR’nin, ER strese
karst ortaya ¢ikan hiicresel strese ara-
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Annexin V-PE

clik ettigi ve ER dengesinin tekrar
olusturulmasinda gérev yaptigr bildi- 70
rilmistir. Bunlarin  yaninda,UPR’nin,
kanser gen ekspresyonunun tekrar se-
killenmesine yol actigt ve boylece

Yiizde Boyanan Hiicre

hiicre transformasyonunu 6nledigi ya

60 . :
50 L
40 N
da transforme hiicrelere avantaj ka- 30 I
zandirdigi da bildirilmistir (26).Tlaca 2 : ;
direncli timér hiicrelerinin ER stresin
tetikledigi hiicre oSlumine karst di- v I I .
0 ——

rengh Olduklarl (25)’ ER SUCSln a§1rl Annexin V PE - / 7AAD - Annexin V PE + / 7AAD - Annexin V PE + / 7AAD + Annexin V PE - / 7AAD +
lnduk‘lenmeSIrlln ve buna’ ba'gh epitel_ W KS62R kontrol KS62R imatinib M K562R nilotinib

yal mezenkimal gegcisin, akci ger ade-
nokarsinoma hastalarinda  kemodi- c)”
rencle iliskili olabilecegi (27) yapilan
caligmalarda gOsterilmistir. 8

ER stresin roli, kronik myeloid 16semide
de arastirilmistir ve KML htcrelerinde
artmis stres yanutinin kanser kék htc-
relerinin aractliginda kemik iligi ni-

[ .
50
40
sinde bozulmaya yol actig1 ve bu se- 30 .
kilde KML ilerlemesini destekledigi 2 :
bildirilmistir (28). Calismamizda Tma- B} I :
tinib’e duyarlt ve direncli K56s ve . — I

. . . 0
K562 hucrelennde, ER streste gorev Annexin V PE - / 7AAD - Annexin V PE +/ 7AAD - Annexin V PE +/ 7AAD + Annexin V PE - / 7AAD +

Yiizde Boyanan Hiicre

yapan bir saperon olan kalneksinin mK5625 kontrol W KS62S imatinib M K562S nilotinib

protein diizeyindeki ekspresyonu sap-  gekil 2: imatinib ve Nilotinib’in (48 saat) K562s ve K562r hiicrelerinde apoptoz iizerindeki
tanmis ve western blot sonuclarina  etkileri. K562S hiicreleri 48 saat boyunca 0.5 uM imatinib ve 20 uM Nilotinib ile; K562R hiicreleri
0.05uM Imatinib ve 0.1 uM Nilotinib ile inkiibe edilmislerdir ve Annexin V-PE/7-AAD boyamasi
L . o ile akim sitometride analiz yapilmistir. Canli (Annexin V-PE-/7-AAD-), erken apoptotik (Annexin
proteininin duyarli ve direngli hiicreler V-PE+/7-AAD-), ileri apoptotik (Annexin V-PE+/7-AAD+) ve nekrotik (Annexin V-PE-/7-AAD+)
arasinda anlamlt fark sergﬂemedjgj be- hiicrelerin ylizde olarak oranlar bar grafik olarak ve simgesel plot grafik olarak verilmistir.
lirlenmistir. Literatiirde, duyarh 11210 (*p<0.05) llag uygulanmayan K562S ve K562R hticreleri ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak
? anlamli hiicre gruplarini ifade etmektedir.

gore total hicre lizatlarinda kalneksin
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ve asirt P-gp (p-glikoprotein) eksp-
resse eden vinkristine (VCR) direncli
11210 fare lenfositik 16semi hiicrele-
rinde kalneksinin gen ve protein di-
zeylerindeki ekspresyonunun incelen-
digi bir calismada, hiicreler arasinda
kalneksinin mRNA diizeyinde fark
bulunmadig, protein diizeyinde ise
duyath hiicrelerde direncli hiicrelere
kiyasla kalneksinin 6zellikle membran
ve ¢Ozunir hicre fraksiyonlarinda
daha yiiksek diizeyde bulundugu bildi-
rilmistir (18). Buna gére, total hiicre li-
zatlarinda duyarl ve direngli K562
htcreleri arasinda anlamli fark bulun-
mamasindan hareketle, ileri calisma-
larda, kullanmis olunan hiicre mode-
linde farklt hiicre fraksiyonlarinda kal-
neksin protein ekspresyonunun sap-
tanmast Onerilebilir. Ayrica, Imati-
nib’e duyarlt ve direncli K562 hiicre-
leri, Imatinib (0.5 uM ve 20 uM) ve Ni-
lotinib (50 nM ve 100 nM) ile 48 saat
tedavi edilmis ve literatiire paralel ola-
rak (29), Imatinib ve Nilotinib’in, uy-
gulanan dozlarda ilaca duyarlt ve di-
rencli K562 hiicrelerinde apoptotik et-
kiler sergiledigi belirlenmistir. Imati-
nib ve Nilotinib’in K562s ve K562r
htcrelerinde kalneksin proteini tize-
rindeki etkileri de degerlendirilmis ve
K562s
hem de Nilotinib’in kalne ksini pro-
tein ekspresyonu dizeyinde anlamlt
olarak azalttigt bulunmustur. K562r
hiicrelerinde ise kalneksin protein di-
zeyi Imatinib ve Nilotinib tedavisin-
den anlaml olarak etkilenmemistir.

hiicreletinde hem Imatinib

Literattrde, anti-kanser ilaglarin kan-
ser hucrelerinde apoptoz yolaklart
uzerindeki etkilerinin kalneksin tze-
rinden arastirildigt sinirlt sayidaki calis-
madan birinde, ER’de adaptif UPR ya-
nittnt indiikleyerek apoptotik etkiler
sergiledigi bilinen tunicamycin antibi-
yotiginin, MCF-7 hucrelerinde uygu-
lanmasinin tunicamycin ile apoptoza
direncli bir hiicre profiline yol actigt
belirlenmistir. Apoptoza direnc goste-
ren bu htcrelerde, tunicamycin’in kal-
neksin protein ekspresyonunu arttir-
dig1 ve kalneksin siRNA’sinin uygu-
lanmasinin hiicre apoptozunu indik-
ledigi bildirilmistir (30). Bu calismada,

10)) NG S V) G

Sekil 3: imatinib ve Nilotinib’in (48 saat) K562s ve K562r hiicrelerinde apoptoz (izerindeki
etkileri. K562S hiicreleri 48 saat boyunca 0.5 uM imatinib ve 20 uM Nilotinib ile; K562R hiicreleri
0.05uM Iimatinib ve 0.1 uM Nilotinib ile inkiibe edilmislerdir. Isik mikroskobu altinda
goruntilendiklerinde hiicre sayisindaki azalmanin yanisira, hicrelerin biizistikleri ve normal
saglikli hiicre morfolojisinden farkli morfolojide olduklari gézlenmistir.

A K562S K562R

kontrol imatinib  nilotinib kontrol imatinib  nilotinib
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Sekil 4: Imatinib ve Nilotinib uygulanan ve uygulanmayan K562s ve K562r hiicrelerinde canlilik
grafigi. K562S hiicreleri 48 saat boyunca 0.5 uM imatinib ve 20 uM Nilotinib ile; K562R hiicreleri
0.05uM Imatinib ve 0.1 uM Nilotinib ile inkiibe edilmislerdir ve inkiibasyon sonunda total hiicre
ekstraktlari izole edilerek western blot ile kalneksin saptanmigtir. K562S ve K562R hucreleri
arasinda kalneksin protein ekspresyonu farklilik sergilemezken, imatinib ve Nilotinib’in K562S
hucrelerinde kalneskin ekspresyonunu anlamli (*p<0.05) olarak azalttigi, K562R hiicrelerinde
ise bu ilaglarin kalneksin dizeyini hafif olarak azaltti§i ancak bu etkinin istatistiksel olarak
anlamsiz oldugu bulunmustur
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ilac direncli K562 hiicrelerinde Imatib
ve Nilotinib’in kalneksin tzerinde et-
kisiz kalmalarinin ardinda, direncli ve
duyarl hiicrelerdeki ER stres yolakla-
rinin farkli aktivasyon durumlar yati-
yor alabilir. Ayrica, Seles ve ark.’nin
2010 yiinda, duyath fare
1.1210, ve biri seleksiyon yoluyla vink-
ristine direng gelistirmis, digeri ise sta-

16semi

bil transfeksiyon ile direng gelistirilmis
her ikisi de p-gp’i asir1 ekspresse eden
L1210 fare l6semi hiicre serilerinde
Thapsigargin’in, 0.1 uM dozda kalnek-
sin diizeyini degistirmezken, 10 uM
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