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ONSOZ

Bu tez ¢alismasinda, Imatinib’e duyarli (K562S) ve direngli (K562R) hiicrelerin
yanisira K562R-adh hiicrelerinde, mitokondri saperon inhibitoru araciligir ile
mitokondrilerin fonksiyonunun bozulmas: sonucunda metabolizma, hiicre 6liim yolaklar1
ve kanser kok hiicre karakterinin nasil etkilendigi arastirilmistir.

Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeler Miidiirliigii'niin 16B0230006 proje
numarasi ile desteklen ¢aligmamiz Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuarinda yiiriitiilmiistiir.

Oncelikle bana bilim yapmayi sevdiren, basaril bir bilim insan1 olmanin gereginin
cok calismak oldugunu bana 6greten, hayallerimin pesinden kosmay1 ve bu yolda benden
hi¢ birseyi esirgemeyen canim babama ¢ok tesekkiir ediyorum, her ne kadar bu tezi
savunacagim giiniin hayalini birlikte kurmus olsakta, kader bu hayali gerceklestirmemize
izin vermedi ama onun varligmi hep hissediyor ve onun bana Ogrettigi ilkeler
dogrultusunda bilim yapmaya devam edip, onun gurur duyacag: bir bilim insan1 olmaya
caba gosterecegim ve bu tezi ona ithaf ediyorum.

Tezin olusturulmasi sirasinda engin bilgi ve yardimlariyla beni bagindan sonuna
kadar yonlendiren, bilimsel calismanin gereklerini {istiin hosgorii anlayisiyla bana
ogreten, hicbir zaman manevi destegini eksik etmeyen degerli danismanim Prof. Dr.
Asuman SUNGUROGLU’na sonsuz tesekkiir ederim.

Tez siirecinde bana laboratuvarinda ¢alisma firsat1 veren ve onerileriyle tezime yon
veren es danismanim Prof. Dr. Marie-Luce VIGNAIS’¢ tesekkiir ederim.

Tez c¢alismamda kullandigim teknikleri O6grenmemde biiylik emegi gegen,
deneylerin her agsamasinda biiylik fedakarlikla katki veren, hakkini asla 6deyemecegim
Dr. Tiilin OZKAN’a tesekkiir ederim.

Deneylerimin her asamasinda ve tezi yazma siirecinde, yardimlarini benden

esirgemeyen Dog. Dr. Arzu Zeynep KARABAY, Ogr. Gor. Dr. Buket ALTINOK
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GUNES, Dr. Ogr. Uyesi. Aynur KARADAG GUREL, Dr. Ogr. Uyesi. Asli KOC ve Uzm.
Bio. Yeter DILEK ’e tesekkiir ederim.

Uzun yillardir i¢inde oldugum, hayatimin iyi koti her anii, mutluluklarimi
tiziintiilerimi paylagtigim, caligmalarim sirasinda hicbir yardim ve destegi esirgemeyen,
basta degerli hocalarim Prof. Dr. Fulya TEKSEN ve Dog¢. Dr. Oya Sena Aydos olmak
iizere, Bio. Furkan BALBAY, Meral BALA, Dilek YILMAZ, tiim arkadaslarim ve tiim
Tibbi Biyoloji Ailesi’ne sonsuz tesekkiir ederim.

Ayrica, her adimimda yanimda olan ve bana her tiirlii destegi vererek bu giinlere
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1. GIRIS

1.1. Kronik Miyeloid Losemi

Kronik miyeloid 16semi (KML) miyeloproliferatif bir kan ve kemik iligi
hastaligidir. Philadelphia kromozomu KML’de genetik belirte¢ olarak BCR-ABL genini
olusturmaktadir. BCR-ABL geni, sirastyla Abl ve Ber genlerini igeren 9. ve 22.
kromozomlarin resiprokal translokasyonu (t (9;22) (q34; q11)) sonucunda olusmaktadir.
Bu translokasyon yiiksek tirozin kinaz aktivitesine sahip olan BCR-ABL onkoproteinini
kodlamaktadir. KML genel olarak, kronik faz (CP), Akselere (hizlanmis) faz (AP) ve
Blastik faz (BP) olarak 3 farkl1 evrede ilerlemektedir (Jain ve ark., 2016). Imatinib mesilat
(IM)(Gleevec), Imatinib tedavisine karst KML nin ilk evreleri icin birinci siradaki tedavi
secenekleri arasindadir. Ama malesef bazi hastalar Imatinib tedavisine direng
gostermektedir, BCR-ABL’a baglanma bdlgelerindeki mutasyonlar 6rnegin T3151

mutasyonu ila¢ direncine neden olmaktadir (Redaelli ve ark., 2009).

1.2. Kanser ve Ila¢ Direnci Mekanizmalari

Sekil 1.1 de gosterildigi gibi ¢esitli mekanizmalar ilag direncinde rol oynamaktadir;
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Sekil 1.1. ilag direncinde rol oynayan mekanizmalar (X. Wang ve ark., 2019).

1.2.1. Tlac Tasiyic1 Pompalar

Ilag tastyicilart ¢oklu ilag direncinde 6nemli rol oynamaktadirlar. ATP baglayici
kaset (ABC) proteinleri, ¢esitli substratlarin, 6zellikle de ksenobiyotiklerin, hiicre zarlar
boyunca aktif taginmasindan sorumlu pompalardir. ABC tasiyicilari, ATP'yi ADP'ye
hidrolize eden iki niikleotit baglayic1 bolgeye ek olarak, yapisal degisiklikler yoluyla zar

boyunca substratlar1 taniyan ve tastyan iki transmembran alandan olugmaktadir.



ABC ailesi;

1) P-glikoproteinler (P-gp) ayni zamanda ¢oklu ila¢ direnci proteini (MDR-1)
veya ATP baglayici kaset alt ailesi B tiyesi 1 (ABCB1)

i) Coklu ilag direnciyle Iliskili Protein 1 (MRP1)

iii) Meme Kanseri Direng Proteini (BCRP)

iv) Akciger Direncine Bagli Proteini (LRP) proteinlerinden olugsmaktadirlar.

MDR1, MRP1, BCRP ve LRP gibi efluks proteinleri, ilaglari hiicre disina ¢ikarir,
boylece hiicre i¢i konsantrasyonlarini azaltarak ila¢ direncine neden olabilmektedir.
Efluks proteinlerinin asir1 ifade edilmesi, l6semi, noroblastom, akciger, meme ve
yumurtalik kanserleri gibi bir¢ok hematolojik ve solid kanserlerde gosterilmistir (Zheng
2017, Hekmatshoar ve ark., 2018). ilac1 hiicre i¢ine pompalayan Organik Katyon
Transporter-1 (Oct-1) gibi proteinlerin diisiik ifadesi, yetersiz ila¢ alimiyla sonuglanir ve

boylelikle ila¢ direncine sebebiyet vermektedir (Hekmatshoar ve ark., 2018).

1.2.2. Tlac Hedefindeki Degisiklik

Hizli hiicre proliferasyonunu bozarak kanser hiicrelerini 6ldiiren ve normal boliinen
hiicreleri etkileyebilen geleneksel kemoterapilere kiyasla, hedefe yonelik tedaviler, timor
gelisiminde yer alan 6zel hedef proteinlerin aktivitesini inhibe ederek kanser hiicrelerinin
biliylimesini engelleyebilir, boylece kanser i¢in daha secici ve etkili olmaktadirlar ve
bdylelikle normal hiicreler daha az zarar goriirler. Bununla birlikte, hedefe yonelik terapi,
ila¢ hedeflerinin degismesinden kaynaklanan direng problemini de gelistirebilir. Ancak,
hedefli terapiler, ilag hedeflerinin degismesinden kaynaklanan direng problemini de

gelistirebilir. Ila¢ hedefindeki degisiklikler, hedef proteindeki ikincil bir mutasyon varlig



veya epigenetik degisiklikler nedeniyle ifade seviyelerindeki degisiklikler olabilir (X.
Wang ve ark., 2019).

1.2.3. DNA Onarimi ve Genomik instabilite

DNA hasar onarimi ilag direncinde rol oynayan baska bir ila¢ direng
mekanizmasidir. DNA onarimi, DNA hasarinin hiicre DNA onarim mekanizmalari
tarafindan tanindig1 ve diizeltildigi biyolojik bir siirectir. Artan endojen reaktif
oksijen tiirleri (ROS), ultraviyole (UV) radyasyonu, mutajenik kimyasallar ve
kemoterapotik ajan seviyelerinin, DNA degisikliklerinin birikmesine neden oldugu
gosterilmistir. Buna gore, BER (base excision repair=baz kesip ¢ikarma onarimi),
NER (nucleotide excision repair=niikleotid kesip ¢ikarma onarimi) ve MMR
(mismatch repair=yanlis eslesme onarimi) gibi DNA onarim mekanizmalari, zarar
gormiis DNA'nin onarimui igin tetiklenir ve bdylece DNA'y1 hedefleyen ilaglara

diren¢ saglar (Bouwman ve Jonkers 2012).

Platin bazli ilaglar gibi DNA'ya zarar veren tedavilerin neden oldugu DNA
onarimi i¢gin NER mekanizmasi onemli rol oynamaktadir. MMR, genomik
biitiinliigiin korunmasindan sorumludur ve yapilan ¢aligmalar MMR eksikliginin
cisplatin gibi DNA'ya zarar veren ilaglara artan tolerans ile baglantili oldugunu

gostermistir (Holohan ve ark., 2013)



1.2.4. Senesens’ten (Yaslanma) Kacis

Hiicresel yaslanma, biiyiik 6l¢iide p53 ve / veya pl6INK4a'nin aracilik ettigi timor
baskilayici yolaklarin aktivasyonuna yol acan hiicre proliferasyonunun geri doniisiimsiiz

durdurulmasina karsilik gelir (Campisi 2013).

Hiicresel yaslanma igsel ve dissal uyaricilar tarafindan tetiklenir, bu uyaricilar
arasinda 3 onemli uyarici olan aktif onkojenler tarafindan iiretilen asir1 mitojenik sinyali
telomer kisalmasi ve kemoterapétik ilaglarin neden oldugu telomerik olmayan DNA
hasar1 yer almaktadir (Schmitt ve ark., 2002, Gordon ve Nelson 2012). Ornegin,
kemoterapide hiicre Oliimiinii indiikleyerek kullanilan Doksorubisin ve Cisplatin de

yaslanmay1 baslatabilir (Demaria ve ark., 2017).

1.2.5. Tiimor Heterojenitesi

Tiimdrlerde dort heterojenite diizeyi bulunmaktadir: genetik heterojenite, hiicre tipi
heterojenite (kanser hiicreleri, stromal hiicreler, immiin hiicreler, vb.), oksijen / besin

dagiliminda metabolik heterojenite ve dinamik tiimdr ilerlemesinde gegici heterojenite.

Tiimdr heterojenitesi, kanser tedavisinin karmagsikligin1 ve zorlugunu arttirir, tek bir
terapotik kullanarak tiim kanser hiicrelerini Oldiirmeyi neredeyse imkansiz hale
getirmektedir. Bu problem bir¢ok kanser tedavisinde kullanilan kombinasyon terapilerinin
gelismesine neden olmustur. Bir c¢ok calismada, cesitli genetik yapidaki kanser

hiicrelerinin alt popiilasyonlarinin, yumurtalik kanseri, renal hiicreli karsinom, meme



kanseri ve kronik lenfositik 16semi gibi primer tiimdrlerde bir arada bulundugunu

gostermistir.

Bu klonal varyantlar ilaglara kars1 farkli hassasiyete sahiptirler, boylece ilk tedavi
stirecinde tiimdriin sadece bir kismini 6ldiiriilebilir, diger yandan hassasiyeti az olan

kanser hiicreleri hayatta kalabilirler (X. Wang ve ark., 2019).

1.2.6. Kanser Kok Hiicre

Tiimor baglatan hiicreler (TBH) olarak da bilinen kanser kok hiicreleri (KKH) son
yillarda aragtirmacilarin ilgi odagi haline gelmistir. KKH ilk olarak l6semide tanimlanmis
daha sonra farkl tiplerdeki solid tiimdrlerde tanimlanmistir. Her ne kadar KKH modeli
kanserlerin hiyerarsik yap1 ve ilerleme modu agisindan heterojenligini agiklasa da,
KKH'lerin kdkenleri halen belirsiz ve tartismalidir. Hipotezlere gore, tiimor tipine baglh
olarak, KKH'lerin ya yetiskin kok hiicrelerinden, mutasyon gecirmis yetiskin progenitor
hiicrelerinden ya da farklilasma yoluyla kok benzeri 6zellikler elde eden farklilagsmis

hiicreler /kanser hiicrelerinden tiiretilebilecegini diisiindiirmektedir (Phi ve ark., 2018).

Son zamanlarda yapilan arastirmalar KKH’lerin kemoterapiden sonra daha c¢ok
giiclendigini gostermektedir ¢iinkii bir ¢ok kemoterapotik ajan tiimdr kitlesini yok
ederken, tiimér dokusunda kalan ve KKH adi verilen bu kiiciik hiicre alt popiilasyonu

hayatta kalmaya ve ¢cogalmaya devam edebilmektedir (Dean ve ark., 2005).



KKH’leri ¢esitli anti-kanser ilaglarina karsi asagida belirtilen mekanizmalari

kullanarak hiicre 6liimiinden kagmaktadirlar.

1.2.6.1. Epitelyal Mezenkimal Transisyon

Epitelyal Mezenkimal Transisyon (EMT), epitel hiicrelerinin birbirlerine
yapismalarini kaybettigi ve mezenkimal kok hiicrelerin 6zelliklerini kazandig bir siiregtir.
Yapilan c¢aligmalar EMTmin kemoterapi direncinde kritik bir rol oynadigini
gostermektedir. EMT'nin ila¢ direncinin indiiklenmesini saglayan mekanizmalar1 tam
olarak anlagilmamasina ragmen, son zamanlardaki yapilan ¢alismalar, EMT ve kanser kok
hiicresinin baglantili oldugu ve EMT programinin kanser kok hiicre fenotipini regiile ettigi

gosterilmistir.

Tiimdr 6rneklerinin gen ifade profilleri ve hastalarin klinik yanitlar1 arasindaki iliski
arastirildiginda, EMT-baglantili gen ifadeleri ve tedaviye direng arasinda giiclii bir bag
oldugu gozlenmistir (X. Wang ve ark., 2019).

EMT hiicreleri ve kanser hiicreleri arasinda benzerlikler bulunmaktadir. Olas1 bir
mekanizma, EMT hiicrelerinin, Wnt, Notch ve Hedgehog yollaklar1 gibi sinyal yolaklar
acisindan kanser kok hiicreleriyle (KKH) birgok benzerligi paylasmasidir (Du ve Shim
2016).



Wnt ve Hedgehog yolaklarinin ilag direnci ile olan baglantis1 gosterilmistir (Y. Wu
ve ark., 2012, Della Corte ve ark., 2015). Bu nedenle EMT, tiimor hiicrelerinin antikanser

ilaglara kars1 diren¢ kazanmasini ve ila¢ kaynakli hiicre 6liimiinden kaginmasini saglar.

EMT'yi indiikleyen transkripsiyon faktorleri (EMT-TF'ler) ila¢ direncinin
gelistirilmesinde de rol oynamaktadir. Twist, Snail, Slug, ZEB ve FOXC2 gibi EMT-
TF’lerinin yiiksek ifadesinin ila¢ direncini indiikledigi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir
(Haslehurst ve ark., 2012, Siebzehnrubl ve ark., 2013, Zhou ve ark., 2015, Pudova ve ark.,
2018).

Bazi EMT-TF'lerinin, ABC tasiyici aracilikli ilacin disa atilimini artirarak, direncin
ilerlemesine neden oldugu gosterilmistir. ABC tasiyicilari  kodlayan genlerin
promotorlerinde EMT-TF’ler i¢in baglanma bdlgeleri bulunmaktadir (Saxena ve ark.,
2011). MDR ile yakindan baglantili bagka bir ABC tasiyicist olan ABCG2, SNAIL,
MSX2, SOX2 ve ZEBI tarafindan diizenlenmektedir (X. Wang ve ark., 2019).

Bu EMT-TF'lerinin knock down ile susturulmasinin  ABC tasiyicilarini
baskilayarak kanser hiicrelerini kemoterapétik ilacglara karst duyarli hale getirdigi

gbzlenmistir (X. Wang ve ark., 2019).



1.2.6.2. Hiicre Membran Tasiyic1 (ABC ailesi)

ABC ailesi proteinlerinin ifadesi KKH’lerinde yiiksek olarak ifade olmaktadir ve bu
tastyicilarin - yiiksek  ifade  olmasi  kanser  hiicrelerinin  tanimlanmasinda

kullanilabilmektedir (Begicevic ve Falasca 2017).

1.2.6.3. Hipoksi

Hipoksi, kendini yenilemenin gelisiminde ve siirdiiriilmesinde 6nemli rol
oynamaktadir ve bu nedenle KKH 6zelliklerinin korunmasina katkida bulunur (Simon ve
Keith 2008). Hipoksi Indiikleyici Faktdr-1o (HIF 1), hipoksiye verilen hiicresel yanitlarin
onemli diizenleyicisidir. Yiiksek oksijen seviyelerinde, HIF 1o ubikutin ekleyip ve bunun
sonucundada yikima ugrar, aksine oksijen seviyesi diistiiglinde, ubikutinasyon inhibe
edilir ve HIF1a aktive edilir. Aktive olmus HIF1a ¢ekirdege transloke olarak ve Hipoksi
Indiikleyici Faktér-18 1B (HIF1B) ile dimerize olup, hipoksiye yanit elementlerinin
transkripsiyonunu aktive etmektedir (Semenza 2004). Boylelikle cogalma ve hayatta
kalma yollarimi aktive etmenin yani sira, anjiogenezin gelismesinde rol oynayan 60 genin

transkripsiyonunu indiiklemektedir (Michiels 2004).

Hipoksi, kok hiicre ile iligkili yolaklarin aktivasyonu ve sessizligin gelismesi gibi baslica
iki sistem tarafindan ila¢ direncinde rol oynamaktadir. HIFla'nin aktiflestirilmesiyle,
bircok EMT ve kok hiicre aktivatoriiniin ifadesi uyarilir. HIF 1o, Wnt, Hedgehog ve Notch
yolaklarinin yanisira cMET, CD133, NANOG, SOX2, FOXA2, SOX17 ve PDXI1 gibi
diger kok hiicre belirteclerinin ifadelerini indiiklemektedir (Majmundar ve ark., 2010, Liu

ve ark., 2014).



1.2.7. Apoptoz ve Metabolik Adaptasyonun Inhibisyonu

Mitokondri, apoptoz ve metabolik yeniden programlanma gibi ¢esitli molekiiler
mekanizmalarin merkezinde oldugu i¢in kanser ila¢ direncinde aktif ve Onemli rol

oynamaktadir (Guaragnella ve ark., 2014).

Apoptoz, fizyolojik kosullar altinda hiicresel homeostazin korunmasinda 6nemli bir
mekanizma saglar. BCL-2 ailesi proteinleri apoptoz diizenlenmesinde O6nemli rol
oynamaktadirlar. BCL2 ailesi, hiicre 6liimiinii baglatmak i¢in gerekli olan BID, BIM,
BAD, BAX ve BAK gibi pro-apoptotik proteinlerin yani sira hiicrenin hayatta kalmasini
destekleyen BCL2, BCL-XL ve MCL1 gibi anti-apoptotik proteinlerden olusmaktadir.
Pro-apoptotik genlerin ifadelerinin diisiik olmasi, kronik lenfoblastik 16semi, bas-boyun
ve yumurtalik kanserleri gibi ¢esitli kanserlerdeki ilag direnci ile baglantili oldugu

bildirilmigtir (Mohammad ve ark., 2015, Galluzzi ve ark., 2018).

Kanser hiicre metabolizmasindaki degisiklikler, birkag¢ metabolik yolagin
miidahalesi ile kanser hiicresinin ¢ogalmasini, farklilasmasini, apoptozunu ve tedaviye

olan yanitini etkilemektedir.

1.2.7.1. Mitokondri ve Kanser

Mitokondri ¢ift membranli organel olarak dis mitokondri membrani (OMM)), i¢ zar
boslugu, i¢ mitokondri membram1 (IMM) ve matriksten olusmaktadir. I¢ mitokondri

membrant ¢ok sayida krista olarak adlandirilan katlamalar icermektedir. Elektron tagima
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zinciri diizenegi ve oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) bu kristalar’da ger¢eklesmektedir.
Mitokondri ayn1 zamanda matriksinde binlerce kopyasi olan halkasal ¢ift zincir DNA
genomuna (mitokodriyal DNA; mtDNA) sahiptir. 16,569 baz ¢iftinden olusan mtDNA’s1,
elektron tasima zincirinde gorev alan 13 protein, 22 tastyict RNA ve 2 ribozomal RNA’lar1
kodlamaktadir. Mitokondride islev goren diger proteinler, niikleer genom tarafindan
kodlanir ve polipeptidin mitokondriye verimli bir sekilde verilmesini saglayan amino
terminallerinde bir mitokondriyal lokalizasyon sinyali icerir. Mitokondri Adenozin
Trifosfat (ATP) formunda enerji liretmenin yani sira, demir-kiikiirt kiimelerinin
biyogenezininde ve oksidasyon-rediiksiyon (redoks) durumunun diizenlemesinde,
makromolekiil Onciillerinin  sentezinde ve apoptozun baslamasinda fonksiyon

gostermektedir (Wai ve Langer 2016).

Mitokondri, g¢esitli hiicresel uyaranlara yanit olarak morfolojilerini diizenleme
konusunda essiz bir kabiliyete sahiptir. Ornegin, besin yoksunlugu sirasinda,
mitokondriler birbiriyle flizyona girerek ve birbirine bagh filamentli aglar olusturarak
besin Onciileri, mtDNA, elektron zincir kompleks bilesenlerinin paylagimmi ve
OXPHOS’nun devamliligini saglamaktadirlar. Diger taraftan, mitokondri fizyonu kiiciik
ve fragmente mitokondriler olusturmaktadir, bu da yiiksek enerji ihtiyact duyan
bolgelerdeki mitokondri akiminda ve mitoz sonucunda olusan yavru hiicrelerde esit

mitokondri dagiliminda 6nemli rol oynamaktadir (Wai ve Langer 2016).

1.2.7.2. Mitokondri Dinamigi

Lewis ve Lewis 1914 yilinda mitokondrilerin devamli hareket halinde oldugunu ve
boliindiigiinii gostermislerdir (Lewis ve Lewis 1914). Daha sonra, teknolojinin geligsmesi,

ornegin mitokondriye 6zgii boyalar (tetramethylrhoadamine, ethyl ester) ve floresan
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isaretli proteinlerin kesfi (6rnegin yesil floresan-mito) bilim insanlarina fiizyona girmis ve
fragmente olmus mitokondri yapilarin1 daha dogru bir sekilde gdstermelerine olanak
tanimis ve bu 6zel bigimlendirmelerin nasil direkt olarak mitokondri fonksiyonu ile iliskili
oldugunun ag¢iklanmasina yardimci olmustur. Mitokondri dinamigi, cok sayida korunmus
bliylik guanosin trifosfataz (GTPaz) ile diizenlenir. OMM’nin fiizyonu mitofusin 1 ve
mitofusin 2 (Mfnl and Mfn2) araciligiyla diizenlenmektedir, IMM filizyonu ise Optik
Atrofi 1 (OPA1) tarafindan diizenlenmektedir. Diger yandan mitokondri fizyonu ise
dynamin-related protein 1 (DRP1) tarafindan kontrol edilmektedir (Trotta ve Chipuk
2017).

1.2.7.3. Mitokondrinin Kanser Gelisimindeki Rolii

Son zamanlarda mitokondri fonksiyonu ve hiicresel metabolizmanin kanserdeki rolii
arastirmacilarin ilgi odagi olmustur, 6zellikle bazi ¢aligmalar timor olusumu siirecinde

mitokondri yapisindaki degisiklikleri gostermistir (Trotta ve Chipuk 2017).

Normal hiicrelerdeki biyoenerji (ATP) iiretimi pirlivatin mitokondri solunum
zincirindeki oksitlenmesi sonucunda saglanmaktadir, ancak tiimor hiicreleri oksijen
kullanilabilirliginden bagimsiz olarak fermentatif glikolize bagimlidirlar. Bu siiregte,
glukoz sitoplazmada piriivata daha sonra da laktata donligmektedir (Vander Heiden ve

ark., 2009).

Gegtigimiz on yil boyunca, mitokondriyal dinamik proteinlerin transkripsiyonel,

translasyonel ve translasyon sonrasi seviyelerde nasil diizenlendiginin yani sira, hiicreye
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Ozgii ve hiicre i¢i baglamlarda hangi farkli mitokondriyal morfolojilerin tercih edildigi ile

ilgili bilgi verilmistir (Trotta ve Chipuk 2017).

1.2.7.4. Metabolizmanin Kanser Gelisimindeki Rolii

Kanser hiicreleri, tiimor i¢indeki yaygin sekilde degisen kosullarla (mikrogevre)
ornegin hipoksi, diisiik besin kaynaklar1 ve asidoz gibi sert mikrogevre kosullari ile karsi
karsiya kalip uyum saglamaktadirlar, tiim bu siire boyunca yliksek proliferasyon oranlarini

siirdiirmekte ve go¢ fenotipleri gelistirmektedirler (Hekmatshoar ve ark., 2018).

Mitokondriyal solunum;

(1) Onkojenlere bagl transformasyona katkida bulunur,
(i)  Protein translasyonu gibi yiiksek talepli enerji mekanizmalarini destekler,
(iii)  Ilaca direng saglar,

(iv)  Hiicre motilitesini ve metastaz olusumunu diizenler (Porporato ve ark., 2018).

Kanser hiicreleri metabolik bir plastisite ile karakterize edilir ve ¢evresel kosullara

uyum saglamak icin bir metabolik yoldan digerine gegebilirler (Lehuede ve ark., 2016).

Kanser hiicreleri biiyiik miktarlarda glikoz alim1 yapmaktadir ve tercihen normoksik
kosullarda bile OXPHOS yerine enerji liretimi i¢in fermentatif glikoliz kullanir. Warburg
etkisi olarak adlandirilan bu siiregte yliksek laktat salgilanmasina ve kanser dokusu

asitlesmesine yol agmaktadir. Glikoliz enzimlerinin yiiksek diizeyde ifade olmasinin,
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tiimoriin ilerlemesine ve tedaviye gelisen direncte katkida bulundugu gosterilmistir. Sekil
1.2°de glikoliz yolagin yanisira, ilag direncinden sorumlu metabolik yolaklar ve bu

yolaklarda gorev yapan enzimler gdsterilmistir.

Geri doniisii olmayan ilk glikoliz basamagi, glukozun heksokinaz (HK) tarafindan
katalize edilip, Glikoz 6-fosfata (G6P) doniisiimiidiir. Heksokinaz 2'nin (HK2) yiiksek
ekspresyonunun laringeal, pankreas ve over kanserlerinde kemoterapiye direng ile korele
oldugu gozlenmistir (Hekmatshoar ve ark., 2018). Tip II heksokinaz, dig mitokondriyal
zar i¢inde bulunan ve "porin" veya "VDAC" olarak adlandirilan protein tarafindan
olusturulan transmembran kanallarina baglanir (Nakashima ve ark., 1986). VDAC bir
ADP / ATP translokatoriidiir ve HK2 nin hizli bir sekilde glukozu fosforilleyerek glukoz-
6 fosfata doniistiirmesi icin gereken ATP kaynagii bolca saglamaktadir (Pastorino ve
ark., 2002). Bu etkilesim, enzimin G-6-P tarafindan iiriin inhibisyonuna duyarliligini
belirgin sekilde azaltir, mitokondriyal olarak iiretilen ATP'ye erisimi saglar ve proteolitik
bozulmaya kars1 korur (Pedersen ve ark., 2002). G-6-P ara-prekiirsor, sadece tiimdrlerin
biiylimesi ve hizli proliferasyonu i¢in gerekli olan ¢ogu biyosentetik yolaklar i¢in 6nemli
bir karbon kaynagi olarak degil, ayn1 zamanda glikoliz i¢in laktat katabolizma (olusumu)

sirasinda baglangi¢ substrati olarak da gorev yapmaktadir (Mathupala ve ark., 1997).

Aerobik kosullarda, bazi tiimor hiicrelerinde iretilen ATPmin yaris1 glikoliz
araciligiyla iiretilebilir, ancak normal hiicrelerde bu degerin genellikle %10'dan az oldugu
ve oksidatif fosforilasyonun ATP fiiretimi i¢in baskin bir yolak oldugu gozlenmistir

(Pedersen ve ark., 2002).

HK2’nin, ila¢ indiiklemesi sonucunda olusan ERK aracili otofajiyi artirarak, over
kanserinde cisplatin direncinin artmasina neden oldugu gézlenmistir (X. Y. Zhang ve ark.,

2018).
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HIF-1a’nin yiiksek aktive olmasi aerobik glikoliz’in 6nemli bir belirteci olarak
tamoxifen direnci ile uyumluluk gostermektedir, boylelikle aerobik glikolizin
restorasyonu, tamoxifen diren¢li meme kanserinin tedavisi i¢in yeni terapotik hedef

olabilir (Woo ve ark., 2015).

Son olarak, glikolizin geri doniisii olmayan asamasida, piriivat kinazlar (PK),
onemli metabolit olan pirlivatin olusumuna ve bdylelikle ATP'nin olusumuna yol
acmaktadir. Carboplatin direngli A549/R ve PC9/R NSCLC hiicre serilerinde PKM2’nin
yiiksek ifadesinin yiiksek glukoz metabolizmasit ve carboplatin direncinde sorumlu

oldugunu gostermistir (Liu ve ark., 2017).

Bir¢ok kanser hiicresi tarafindan glukoz kataboliz yolagi olarak tercih edilen
fermantatif glikolizde, laktat dehidrogenazlar (LDH), piriivatin laktata geri doniistimlii
doniistimiini katalize etmektedirler. Meme ve kolon kanserleri ve Ewing sarkomu dahil
olmak iizere farkli kanserlerde, yiiksek LDHA ekspresyonu, tedavi direnci ile
iligkilendirilmistir. Kanserli dokularda yiiksek laktat iiretimi ve disa aktariminin, solid
timorlerde gozlenen hiicre dis1 asidik pH degisimine katkida bulundugu goézlenmistir.
Bdylece tiimdr asidozunun bir sonucu olarak, ilag 6zellikleri degisir, ilag emilimi bozulur

ve kemoterapotik verim diiser (Zhao ve ark., 2013, Kolosenko ve ark., 2017).
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Sekil 1.2. fla¢ direncinden sorumlu metabolik yolaklar ve enzimler (Hekmatshoar ve ark., 2018).
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1.2.7.5. ATP ve ATP Aracilikh ilac Direnci

1.2.7.5.1. Hiicre ici ATP’nin fla¢ Direncindeki Rolii

Hiicre i¢i ve hiicre dist ATP kanser hiicresinin biiylimesinde, hayatta kalamasinda
ve direngte dnemli rol oynamaktadir. Kanser hiicrelerinde hiicre i¢i ATP seviyesinin, ayni
orijinli normal dokulardakinden daha yiiksek oldugu bilinmektedir, bunun nedeni ise
Warburg etkisi olarak adlandirilan yani kanser hiicrelerindeki glukoz tasiyicisinin
upregiile olmas1 ve aerobik glikolizin buna neden olmasidir (Vander Heiden ve ark.,
2009). Ayrica, hiicre i¢i ATP seviyesinin edinilmis direngli kanser hiicrelerinde parental

hiicreler ile kiyaslandiginda daha yiiksek oldugu saptanmistir (Zhou ve ark., 2012).

Yapilan bir calismada, ilaca duyarl: hiicrelere ATP nin yapay sekilde verilmesi ila¢
direnci ile sonuglanirken, ayn1 zamanda glikoliz inhibitdrii ile hiicre i¢i ATP’ nin bitmesi

direngli kanser hiicrelerini duyarli hale getirdigi gosterilmistir (Zhou ve ark., 2012).

Onceki ¢aligmada gosterilen daha fazla glikolizle iliskili ATP yiikselmesinin aksine,
diren¢li hiicrelerde hiicre i¢ci ATP seviyesindeki artis, diren¢ gelisimi sirasindaki
mitokondriyal ATP sentezindeki artma sonucunda oldugu bulunmustur. Bu caligsmaya
gore direncli hiicrelerin kendilerini ¢evresel streslerden ve xenobiyotiklerden korumak

amaci ile enerji depolarini artirdig1 6nerilmistir (Schneider ve ark., 2013)
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1.2.7.5.2. Hiicre Dis1t ATP’nin ila¢ Direncindeki Rolii

Cesitli kanser tiplerinin hiicre dis1 ATP seviyeleri, kendi normal dokularindaki ATP
seviyesi ile kiyaslandiginda 10° ile 10" kat daha fazla oldugu rapor edilmistir (Pellegatti
ve ark., 2008, Wilhelm ve ark., 2010).

Yapilan caligmalarda, hiicre dist ATP’nin makropinositoz ve diger endositik
mekanizmalar araciligiyla hiicre igine girip, boylelikle hiire i¢ci ATP miktarini artirarak
ilag direnci gelisimine neden oldugu gosterilmistir (Qian ve ark., 2014, Qian ve ark., 2016,

Wang ve ark., 2017).

Yiiksek hiicre dis1t ATP, ABC tasiyicilarinin efluks aktivitesini artirarak anti-kanser
ilaglarin hiicre digina pompalamasini saglamaktadir, buna ilaveten kanser hiicre plazma
membraninda bulunan RTK (Reseptor Tirozin Kinaz)’larin hiicre i¢i ATP baglanma
bolgesinde, hiicre dis1t ATP ile ATP analog antikanser ilaglar1 arasindaki rekabeti ve RTK
fosforilasyonunu artirdigi saptanmistir (X. Wang ve ark., 2019).

1.2.8. HSP (Heat shock protein)

Son senelerde yapilan arastirmalar, HSP’ler ve ila¢ direnci mekanizmalar
arasindaki baglantiy1 ortaya ¢ikarmaktadir. HSP'ler sitotoksik ilaclar tarafindan in vitro
olarak indiiklendiginden, HSP'lerin tiimoér hiicre toleransinda énemli bir rol oynayacagi

varsayilmistir.
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HSP’ler kanser hiicrelerinde bir¢ok yolakda, 6rnegin; proliferasyon, go¢ ve hiicre
olim yolaklar1 (apoptoz, otofaji ve nekroz) diizensizlik gostermektedir. Is1 soku
proteinleri (Hsps) “merkezi regiilatorlerin” 6rnek proteinleri olarak yukarida belirtilen
hiicresel fonksiyonlar1 ve ozellikleri kontrol etmektedirler. Bu proteinler genel olarak
hiicrelerdeki 1) kismen katlanmig ve / veya denatiire proteinlerin dogru katlanmasinin
koordine edilmesinden, ii) proteinlerin fonksiyonel konformasyonunun kontroliinden ve
iii)) hasar gormiis protein agregatlarinin geri donilisiimsiiz olusumunu OSnlemeden

sorumludurlar (Trepel ve ark., 2010, Condelli ve ark., 2019).

HSP'ler ¢cok sayida aileyi igerir, bu aile iiyeleri tek bir atadan tek gen duplikasyon
(¢ogaltma) mekanizmasi yoluyla koken almislardir ve yiiksek bir sekans ve yapisal

homoloji ile karakterize edilmektedirler (Glansdorff 2000).

Molekiiler agirlik, sekans, yapisal ve fonksiyonel homolojiye dayanarak, alti HSP
ailesi: HSP20, HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 ve HSP100 tanimlanmistir (Condelli ve
ark., 2019).

Kanser hiicrelerinde ¢ogunlukla cesitli stres etkenlerine 6rnegin hipoksi, besin
yoksunlugu, radyoterapi ve kemoterapi gibi ¢esitli agir tedavilere maruz kalmalarindan
dolayi, strese yanit olarak farkli organellerinde (sitozol, endoplazmik retikulum ve
mitokondri) katlanmamig proteinlerin birikimi gergeklesmektedir. Bu reaksiyonlar
sonunda nekroz, apoptoz ve otofaji gibi hiicre 6liim yolaklarinin ile sonuglanir (Powers

ve ark., 2010).
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1.2.8.1. HSP90 (Heat shock protein 90)

HSP90 ailesinin tiyeleri (yaklasik 90 kDa'lik molekiiler agirlik), yeni sentezlenmis
veya yanlis katlanmis proteinlerin katlanmasini destekleyen ve birikimlerini bloke eden
yiiksek oranda korunmus molekiillerdir (Hoter ve ark., 2018). HSP90 ailesi {iyeleri 1)
HSP90a ve HSP90RB olarak adlandirilan HSP90 izoformlari, sitozol ve cekirdekte yer
almaktadirlar ii) GRP94, endoplazmik retikulumda lokalizedir (ER), ve iii) TRAPI, esas
olarak mitokondride lokalizedir, fakat ayn1 zamanda ER'de bulunmaktadir (Condelli ve

ark., 2019).

HSP90 proteini kanser hiicrelerinde yiiksek miktarda ifade olmaktadir. Farkli
kaynaklardan koken alan cesitli malign hiicrelerde N-terminal bdlgesindeki ATPaz
aktivitesinin, neoplastik olmayan karsitlari ile kiyaslandiginda yaklasik 100 kat daha fazla
arttig1 bulunmustur (Kang ve ark., 2007).

Kanserlerde ATP bagimli saperon molekiilleri, tiimdrgenez de 6nemli rol oynayan
sinyal yolaklarindaki genis araliktaki protein substratlarinin katlanma kalitesini kontrol
etmektedirler (Mayer 2010, Park ve ark., 2014). Hsp90’nin ilk hiicresel lokalizasyonu
sitoplazmadir. Ancak bir Hsp90 havuzu ve onun izoformu olan Tiimor Nekroz Faktorii

Reseptoriine Bagli Protein 1 (TRAP1)’in mitokondride oldugu rapor edilmistir.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar TRAP-1’in ER’de de bulundugunu gostermistir.
TRAP-1 c¢ogunlukla mitokondride 6zgiin proteinleri ile dogrudan etkilesime girerek,
katlanmalarin1 diizenlemektedir veya ER’de ko-translasyonel kalite kontrolu yaparak
proteasomal bozulmalarini 6nlemektedir. TRAP-1’in 6zgiin proteinleri arasinda hiicrenin

hayatta kalmasin1 diizenleyen 6nemli proteinler bulunmaktadir, 6rnegin Siklofilin D
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(CypD) mitokondriyal protein olarak mitokondri biitiinliigiinii devam ettirerek hiicreleri

olimden korumaktadirlar (Kang ve ark., 2007).

TRAP-1’in hedefinde yer alan protein ag1, hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde sorumlu
proteinleri icermektedir. Bu proteinler arasinda, G2-M ilerlemesinde ve mitotik iginin
olusumunda rol oynayan Siklin Bagimli Kinaz-1 (CDK1) ve Mitozu durdurma yetersizligl

2 (MAD2) yer almaktadir (Sisinni ve ark., 2017).

TRAP1, solunum zinciri kompleksi II (stiksinat dehidrogenaz-SDH) ve IV’e (yani
sitokrom oksidaz) baglanir, SDH'nin aktivitesini inhibe eder, bunun sonucunda oksijen

tiketimi azaltir.

Son yillarda, HSP90’nin mitokondriyal izoformu olan TRAP1'in rolii giderek
artmustir. Ozellikle, TRAP-1’in glikolizi aktive ederek ve OXPHOS'u baskilayarak timor
enerji metabolizmasimi degistirdigi saptanmigtir ve bu fonksiyonu tiimdre 6zgilindiir
(Matassa ve ark., 2018). TRAP-1 upregiilasyonu, glikolitik metabolizma ile bir¢ok insan
malignitesinde (kolon, gdgiis, akciger, prostat, tiroid karsinoma ve nasopharyngeal)
goriilmiistiir (Matassa ve ark., 2018). Diger yandan, farkli insan maligniteleri (bobrek,
yumurtalik ve servikal karsinomlar) yaygin bir oksidatif metabolizma ve bunun
sonucunda TRAP1 ifadesindeki azalma ile karakterize edilmektedir (Matassa ve ark.,

2018).

TRAP-1 hem igsel (mitokondri) hemde digsal (digsal ligandlarin 6rnegin TRAIL ve
Fas/CD95L araciligir ile indiiklenen) apoptoz Oliim yolaginin diizenlenmesiyle

baglantilidir.
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HSP90 ve TRAPI’in mitokondrideki ifadesinin bir¢ok kanser hiicre kiiltiirii
caligmalarinda ve kanser hastalarinda arttigi bulunmustur. Bu proteinler timor olusumu
stirecinde ¢cogu agamalarinda 6rnegin neoplastik metabolikten aeorbik glikoliz gecisinde

onemli rol oynamaktadirlar (Trepel ve ark., 2010).

HSP90 proteinin inhibisyonu geldanamisin adli molekiill aracilifiyla
gerceklesmistir, ancak geldanamisin toksik etkilerinden dolayi, kimyasal olarak 17-AAG
(tanespimisin)’ye modifiye edilmistir. 17-AAG’nin az toksik olmasindan dolayr 1999
yilindan itibaren bir¢ok klinik ¢alismada kullanilmistir (Trepel ve ark., 2010). Toksik
olmayan farmakolojik profili ve hastalarda iyi tolere edilmesine ragmen, hastalarda anti-
kanser etkisinin azaldigi goézlenmistir. Hsp90 inhibisyonunun sonucunda etkilesim
icerisinde oldugu Hsp70’in upregiile oldugu gdzlenmistir (Kang ve ark., 2009). Aslinda,
Hsp70 yiiksek ifadesi Hsp90 inhibisyonunu gosteren gegerli bir belirtectir (Goloudina ve
ark., 2012). Hsp70 yiiksek ifade olmasina neden oldugu sikintilardan biri, Hsp70’in
kendisinin kanser hiicrelerinde ¢esitli mekanizmalar araciligiyla proliferasyona yol
acmas1 ve apoptozun inhibisyonuna neden olmasidir. Bu nedenle, Hsp70’in upregiile
olmasina neden olmayan Hsp90 inhibitorlerine, 6rnegin Gamitrinibler gibi inhibitorlere

ihtiya¢ duyulmustur (Trepel ve ark., 2010, Goloudina ve ark., 2012).

Mitokondriyal Hsp90 inhibitorlerinin bir smifi olan, Gamitrinibler (GA
mitokondriyal matriks inhibitdrler) geldanamisin igermektedir, geldanamisin HSP90 ve
TRAP1’in ATPaz kismi ile yarisa girmektedir. Gamatrinib, guanidinium veya
trifenilfosfonyumun tandem tekrarlar1 ile konjuge olusturarak mitokondriyi

hedeflemektedir.
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Gamitrinibler in vitro kiiltiir edilmis kanser hiicrelerinde hiicre O6limiinii
indiiklemenin yanisira ¢esitli in vivo xenograft ve genetik fare kanser modellerinde timor

ilerlemesini baskilamistir.

Gamitrinib kaynakli sitotoksitite, cyclophilinD (Cyp-D)’nin yeniden aktive olmasi
ile baglantilidir. Cyp-D mitokondriyal i¢ zarda bulunan gegirgenlik gec¢is porlarindandir
(PTP). Ciinkii PTP’lerin acilmasi oliime yol acabilir, Cyp-D aktivasyonu bazen
mitokondriyal Hsp90 interaksiyonu ile kanser hiicrelerinde baskilanmistir, buda cesitli

hiicresel streslere karsi olusan direncin artmasina neden olmaktadir.

Buna ilaveten, Gamitriniblerin, neoplastik biiylime ile es zamanli olarak kanser
hiicrelerinin mitokondrilerinde organel spesifik stres yanitlarinin indiiklenmesine ve

biyoenerji diizensizligine neden oldugu gosterilmistir (Park ve ark., 2014).

Gamitrinib yapisal olarak 17-AAG'den tiiretilen abenzoquinone ansamisin
temelinden, baglayict sekans ve mitokondriyi hedef alan sekanstan olusmaktadir.
Gilinlimiizde, temel olarak mitokondri hedefleyen sekanslar tarafindan ayirt edilebilen 2
farkli onemli Gamitrinib smift bulunurken, diger yandan 17-AAG kismi sabit
kalmaktadir. Ozellikle mitokondriyi hedefleyen sekans triphenyl phosphonium
(Gamitrinib-TPP) veya ardarda tekrarli siklik guanidinyumun igermektedirler (Fernandez-

Carneado ve ark., 2005, Armstrong 2007, Kang ve ark., 2009).

Tiimor mitokondrisinde, Gamitrinib tek bir hiicre 6lim mekanizmasi ortaya
cikarmaktadir. Gamitrinibler hizli depolarizasyon, sisme ve son olarak mitokondri
membraninin bozulmasi ile birlikte sitokrom C salinimina neden olurlar (Kang ve ark.,

2009).
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1.2.8.2. HSP90 inhibitorii Gamitrinib’in Apoptoz Yolagindaki Etkisi

Mitokondriyal hiicre 6liimiiniin en 6nemli aracilarindan olan Bcl-2 ailesi proteinleri
mitokondri dis membran permeabilitesini diizenleyerek sitokrom C salinimini kontrol
etmektedirler (Shimizu ve ark., 1999). Bax/Bak Bcl-2 ailesinin pro-apototik ve Bcl-2,
Mcl-1ve Bcel-xL ise anti-apoptotik protein iiyeleri arasinda yer almaktadirlar. Cesitli
caligmalar, Gamitrinib’in tek basina uygulandigi durumlarda Bax/Bak ve Bcl-2’den
bagimsiz oldugunu, Gamitrinib'in birincil etki mekanizmasinin sirastyla: mitokondriyal
gecirgenlik, gec¢is gozeneklerine ve CyD'ye bagl oldugunu ortaya koymustur (Kang ve
ark., 2009, Kang ve ark., 2011, Siegelin ve ark., 2011). Genel olarak, Gamitriniblerin
neden oldugu hiicre 6liimii sekli hizli apoptozdur. Cesitli kanser hiicrelerinde 6rnegin
skuamo6z hiicreli karsinoma, meme kanseri, glioblastom, akciger adenokarsinomu ve
16semi hiicreleri dahil olmak {izere Gamitrinib'in sitotoksik etkilerine duyarli oldugu ve
neoplastik olmayan hiicrelerin ise hem in vitro hemde in vivo ortamlarda daha az

etkilendigi gosterilmistir (Kang ve ark., 2009).

1.2.8.3. HSP90 inhibitorii Gamitrinib’in Otofaji Yolagindaki Etkisi

Kanser hiicrelerindeki Gamitrinib aracilikli katlanmamis mitokondriyal protein
yamti, morfolojik degisiklikler esliginde gerceklesir. Ornegin Gamitrinib uygulanan
kanser hiicrelerinin sitoplazmalarinda belirgin sitoplazmik vakuoller olusup, ancak ayni
konsantrasyondaki 17-AAG ile muamele edilen kanser hiicrelerinde sitoplazmik
vakuollerin olusmadig1r gozlenmistir (Siegelin ve ark., 2011). Bu vakuollerin varligi,
kanser hiicresinin fizyolojik islevine miidahale edebilecek kadar 6nemli oldugu

belirlenmistir.
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Gamitriniblerin birincil etki mekanizmasinin, tiimor spesifik mitokondriyi hedef
almalar1 gibi goriinse de genis vakuol olusumunun, mitofaji baglaminda da gozlenen bir
mitokondri sindirim sekli olabilecegini diistinmiistiir. Mitofaji, hiicresel degredasyon yolu
olan otofaji araciligiyla gerceklesen mitokondrinin segici sindirimi olarak tanimlanir

(Matsuda ve ark., 2010, Rambold ve Lippincott-Schwartz 2011).

1.2.8.4. HSP90 inhibitorii Gamitrinib’in ER-Stresi Uzerindeki EtKkisi

Endoplazmik retikulum(ER), agirlikli olarak yeni salgilanan ve zardan gecen
(transmembrane) proteinlerin uygun katlanmasini ve olgunlagsmasini saglamada 6nemli
bir role sahip olan, protein katlanma kontrol noktasi olarak bilinen organeldir. Cesitli
patolojik ve fizyolojik kosullar 6rnegin hiicresel ATP seviyesindeki bozulma, kalsiyum
degisimi, hipoksi, viral enfeksiyon, enflamatuar sitokinler, besin yoksunlugu ve ¢evresel
toksinler ER homeostazinin kaybina ve ER’nin protein katlanma potansiyelin azalmasina
neden olmaktadir. Bu olaylar sonunda ER stresi olarak kabul edilen, katlanmamis
proteinlerin ER liimeninde birikmesi ve toplanmasi gerceklesir (Merksamer ve ark.,

2008).

Katlanmamis protein yanitt (UPR) ER stresinin algilanmasinda yer alan bir islem
olarak goriilir ve bu sinyali, stresin azaltilmasinda veya proapoptotik programlarin
baglatilmasinda rol oynayan alt hedeflerinde bulunan transkripsiyon faktorlerinin

diizenlenmesine iletir (Chow ve ark., 2015).

ER stresi, UPR'yi protein homeostazini korumak i¢in adaptif bir cevap olarak

etkiler. UPR sinyal yolagi, IRE1a, PERK ve ATF6a proteinlerini i¢eren 3 ana daldan
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(bolimden) olusur. ER’de yerlesen bu transmembran proteinleri onemli sinyal
elementleridirler. Bu 3 sinyal sensorleri GRP78 (glucose-regulated protein 78 kDa,
ER’daki en 6nemli saperondur ve BiP olarak da adlandirilir) gibi ER saperonlart ile
igbirligi yapmaktadirlar. GRP78 onlarin aktivasyonunu baglanma veya bosaltma

mekanizmasi araciligi ile diizenlemektedir (Reddy ve ark., 2003).

Oncelikle, IRElo, PERK ve ATF6a, GRP7S ile etkilesimle aktive edilir. GRP7S,
C-terminal baglama bdlgesi ile proteinlerin hidrofobik domainlerine baglanarak, yanls
katlanma ve katlanmamis protein toplanmasini Onlemektedir. GRP78, IREla ve
PERK'nin oligomerizasyonunu ve otofosforilasyonunu hizlandirir ve aktive eder, ATF6

ise Golgi aparatina tasinir (Rutkowski ve Kaufman 2004).

IRE1a, ER sinyal yolaginin korunmus bir dalidir ve li¢ bolge igeren iki fonksiyonlu
bir tip 1 transmembran protein kinazdir: bir N-terminal limen bdlgesi, bir sitozolik
endoriboniikleaz (RNaz) alani ve birde sitozolik serin/treonin kinaz bdlgesinden

olugmaktadir (Calfon ve ark., 2002).

ER stres kosulu altinda katlanmamis proteinlerin birikimine cevap olarak,
IRElo’nin dimerlesmesi ve otofosforilasyonu sitozolik RNaz domainin aktivasyonuna
neden olmaktadir ve bu da yapisal degisiklige neden olmaktadir. Bu yapisal degisiklik
sonucunda XBP1 transkripsiyon faktoriinii kodlayan mRNA'dan 26-niikleotit intronunun
da cikarilmasini aktive etmektedir (Kohno 2007, Hetz ve ark., 2015). Bu kirpilma
(splicing) olayli, mRNA'da bir ¢erceve kaymasi ile sonuglanir ve buda transkripsiyon
faktorii XBPl'in aktif ve stabil bir formunun ekspresyonuna yol agmaktadir. Daha sonra
XBP1 ¢ekirdege aktarilarak, kalite kontrol gibi hayatta kalma olaylarindan sorumlu olan
hedef genlerin upregiilasyonunu saglayarak, ER homeostazin1 ER saperonlar1 (GRP78,
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ERDj4, HEDJ ve PDI-P5 aracili) ve ERAD (ER ile Iliskili Bozulma) ile korumaktadir
(Hendershot 2004, Acosta-Alvear ve ark., 2007).

IRE1 aktivasyonu, iltihaplanma, glukoz metabolizmasi ve apoptozda dnemli rolleri
olan sayisiz sitozolik RNA, ribozomal RNA ve mikroRNA seviyelerinin azaltilmasi ile
iliskilidir. Ayrica, aktif IRE1a sadece UPR'yi artirmakla kalmaz, ayn1 zamanda Mitojenle-
Etkinlesen Protein Kinaz (MAPK) kinase yolag1 gibi diger yolaklara aracilik etmektedir.
Bu yolakta akive olmus IRE1 a, adaptdr protein Tiimor Nekroz Faktorii Reseptoriine Bagl
Protein 2(TRAF-2) ile etkilesime girerek RE1a-TRAF2 kompleksini olusturur. Bu
kompleks Apoptoz Sinyali Regiile Kinaz 1 (ASK1) ile etkilesime girerek IRE1a-TRAF2-
ASK1 kompleksini olusturur. IRE1a-TRAF2-ASK1 komplekisi ER-stresi tetikliyicisi c-
Jun N terminal kinase (JNK) ile etkilesimi, reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi ve niikleer
faktorii-kB iceren otofaji ve inflamatuar yolaklarin aktivasyonu ile sonuglanir (Urano ve

ark., 2000, Yamaguchi ve Wang 2004, Han ve ark., 2009).

PERK, yapisal ve islevsel olarak IRE1 a baglantili olan ve trans otofosforilasyon
ve dimerizasyon ile aktive edilen bir tip 1 transmembran kinazdir (Ron ve Walter 2007).
ER stres kosullar1 altinda, PERK asagi substrat olan Okaryotik translasyon baslatict
faktorii-2a'y1 (EIF2a) serin 51'de fosforile ederek ER liimeninde protein sentezinin
inhibisyonuna neden olur (Harding ve ark., 2000, Scheuner ve ark., 2001, Lu ve ark.,
2004). Bu blokaj, ER'de katlanmis proteinlerin siirekli birikimini azaltarak ER stresini
azaltmaktadir. Buna ilaveten, ATF4 transkripsiyon faktoriinii kodlayan mRNA'nin segici

olarak translasyonuna izin verir.

ATF6a, ER stresinin {i¢iincii bir sensoriidiir ve ER hedefli tip 2 transmembran
proteinidir. Katlanmamis protein yanitinin altinda, ATF6 golgiye transfer olup S1P ve S2P
tarafindan boliinerek aktiflestirilmis ATF6a seklinde serbest birakilir. ER stres durumuna

ve GRP78, GRPY94 yigilmasina yanit olarak, IREla ve PERK aktivasyonuna benzer
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sekilde, redoks durumu, ATFa'nin aktivasyonunda rol oynamaktadir (Yamamoto ve ark.,

2007).

IREla, PERK ve ATF6a'nin aktivasyonunun azaltilmig translasyon, arttirilmig ER
protein katlama kapasitesi ve yanlis katlanmis ER proteinlerinin temizlenmesi gibi ¢esitli
etkileri vardir. UPR stres sensorleri, UPR'nin proteostazdaki fonksiyonel roliinii gosteren

birkag transkripsiyon faktorii ile etkilesime girer ve onlar1 aktive eder.

Yiiksek konsantrasyonlarda Gamitrinib, kanser hiicrelerinde kokenlerine
bakilmaksizin ani bir hiicre 6liimiine neden olur (Siegelin ve ark., 2011). Mekanik olarak,
bu olay sitozolde hizli sitokrom-c salinimi ile mitokondriyal membran potansiyelinin ani
bozulmasimmi ile gerceklesmektedir. Buna karsilik, daha diisik Gamitrinib
konsantrasyonlar1 birka¢ organelde tanimlanmig stres yanitini ortaya cikarmaktadir.
Gamitrinibler, uygulamadan sonra hizli bir sekilde mitokondriye iletildiginden,
mitokondrideki katlanmamig protein yanmitina (mtUPR) aracilik edebilecekleri
gosterilmistir. Bu varsayim, LN229 glioblastoma hiicrelerinde mitokondriyal protein
katlanmasi1 analizi ile dogrulanmistir. Diisiik doz Gamitrinib-TPP uygulanan LN229
hiicrelerinde, tedaviye yanit olarak kendi mitokondrilerinde ¢oéziinmeyen, katlanmayan
proteinlerin birikimine neden olmakta bu organel icerisinde yanlis protein katlanmasi
oldugunu gostermektedir (Siegelin ve ark., 2011). Bununla birlikte indirek mitokondriyal
stres belirte¢i olan Superoksit dismutaz’in diislik ifadesi gerceklesmektedir (Mathew ve

ark., 2009, Siegelin ve ark., 2011).

Sekil 1.3’te gosterildigi gibi, Gamitrinib ile muamele edilen kanser hiicrelerinde
zamana bagli olarak ER-stres kaskadindaki bir ¢ok asamasinda gdrev alan proteinlerin
ifade seviyesinde artisa neden oldugu bulunmustur: 1) inositol-requiring-1 (IRE-1) kinaz
aktivasyonu ve onun sonrasinda XBP1 splicing ii) Aktive Edici Transkripsiyon Faktori 6

(ATF6) aktivasyonu ile GRP78 upregiilasyonu iii) PKR-like endoplazmiik retikulum
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kinase (PERK) aktivasyonu ile EIF20 fosforilasyonunda artis ve stres yanitt
transkripsiyon faktrii C/EBPb and CHOP’da artis gézlenmistir (Kang ve ark., 2009, Chae
ve ark., 2012).

Mitokondriyal stres Ornegin mitokondriyal katlanmamis protein yanitt gen
ifadelerini modiile etmektedir ve daha onceki caligsmalar ile tutarli olarak Gamitrinib-TPP
ozel bir transkripsiyonel programa neden olup birgok strese-yanit transkripsiyonel
faktorlerinin O6rnegin glioblastoma hiicrelerinde CHOP’un artisina neden olmaktadir
(Moisoi ve ark., 2009, Cao ve Kaufman 2012). Ozellikle, bu transkripsiyonel degisim
dizisi ne anti-apoptotik ne de pro-apoptotik Bcl-2 protein ailesine gerek duymaktadir
(Siegelin ve ark., 2011). CHOP, niikleer (geno-toksik), mitokondriyal ve en son
endoplazmik retikulum da dahil olmak {izere bir dizi hiicresel strese cevaben indiiklenen
bZIP transkripsiyon faktorleri ailesine aittir (Siegelin 2012). Cesitli caligmalarda strese
yanit olarak, bir ¢ok ilag bilesenlerinin CHOP ifadesini artirdig1 gosterilmistir (Siegelin
2012).

TRAP-1’in mitokondriyal lokalizasyonuna ragmen, endoplazmik retikulumda
proteozom diizenleyicisi olan partikiil TBP7 / Rpt3 ile etkilesime girerek mitokondriyal

hedefli proteinlerin olgunlagsmasini denetlemektedirler (Amoroso ve ark., 2012).

Gen ifade analizlerine gore Gamitrinib’in ER {izerindeki etkisi gozlenmistir.
Gamitrinibler, oncelikli olarak mitokondrileri hedef almaktadirlar ve bunun sonucunda

ATP iiretiminde azalma gergeklesmektedir (Chae ve ark., 2012).

Gamitrinib aracilt mitokondriyal proteotoksik stres yaniti ER-stres yanitina nasil
doniismektedir? Bir olasilik, diisiik dozdaki Gamitrinibin ER’ye yonlendirilip ER’de
bulunan TRAP-1 aktivitesini inhibe etmesidir. Buna ilaveten, mitokondriyal biitiinliigiin

ve metabolizma ile olan karsiliklt etkilesimin, ER'deki translasyon sonrasi
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modifikasyonlar diizenlemektedir (Chae ve ark., 2012). Mitokondriyal metabolizma ile
baglantili olarak, mitokondriyal Hsp90 saperon agimin hedef alinmasinin, timor
mitokondrisinde enerji iiretimini bozmanin yanisira ER-stresinin baglamasinda 6nemli rol

oynadigi bildirilmistir (Chae ve ark., 2012).

Gamitrinib ile azalan ATP miktari

. . /"( . -t .
Mitokondri ATP Miktarinin
' Tiikenmesi

Endoplazmik
Retikulum

IRE-1 ‘
¢ CHOP

GRP78

XBP1
Splizingi

Sekil 1.2. Gamitrinib, ER-stresindeki 3 sinyal yolaginin aktivasyonu saglamaktadir (Siegelin 2013)

Bu tez ¢alismasinda dncelikle KML’de Imatinib direnci gelistirilerek K562R siispanse ve
K562R-adh yapisan hiicrelerinin 6zellikleri aragtirllmistir. Direngli hiicrelerde kanser kok
hiicre 6zelligini analiz etmek amaci ile 3 hiicre grubunda (K562S, K562R ve K562R-adh)
kanser kok hiicre ve integrin PCR array panel genleri calisiimistir. Daha sonra Imatinib’e

direngte mitokondrilerin roliinii belirlemek amaciyla mitokondri saperonu olan Hsp90°nin
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inhibitorii kullanilarak mitokondriyal disfonksiyon gerceklestirip, coklu ila¢ direncinden
sorumlu MDR, ER stresi, otofaji, apoptoz ve metabolik genlerin ifadesi aragtirilmistir.
Ayrica AnnexinV ve kaspaz ile apoptoz tayini, ATP miktar analizi, TMRE-mitokondriyal

membran potansiyeli analizi ve sitokrom C salinimi analizi yapilmistir.

Hsp90 inhibitorii aracilt mitokondri disfonksiyonu gergeklestirilen hiicrelerde
kanser kok hiicre belirtecleri, apoptotik, otofajik, ER stress, metabolizma genlerinin
ifadesi belirlenerek hiicrelerin yeniden programlanmalari ve direncin nasil etkilendigi

arastirilmastir.
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2. GEREC VE YONTEM

Hiicre kiiltura

K562S K562R
K562R - adh

Hicrelerin karakterizasyonu
— *Flow sitometri-->CD24/CD44 +Realtime
*FISH KML hticresinin ' EMT/K6k Hiicre . .
; oldugunun Karakterizasyonu *Integrin Panel
*BCR - abl Realtime belirlenmesi *Kanser Kok Hucre Paneli

Hicrenin Karakterizasyonu Yapildiktan Sonra

Uygun Gamitrinib Dozu Belirlenmesi

Gamitrinib Aracili Mitokondri Disfonksiyonu Yapilarak Yolaklar Uzerinde Etkisinin Belirlenmesi

indiiklenen Oliim Mito-Tracker ile ilag Direnci Gen Metabolik
Yolaginin Arastirimas Mitokondri Sayisinin ifadesi Genlerin ifadesi
belirlenmesi
— i

Otofaji Apoptoz

+Realtime +Realtime ATP_ .
/ \L \ Tayini
. Kaspaz Aktivite Mitokondri Membran Efluks/influks gen Rh-123

Annexin Assay Potansiyeli ifadeleri Fonksiyon Analizi

Sekil.2.1. Gereg ve Yontem semast.

Bu tez ¢aligmasinda yapilan biitiin gere¢ ve yontemler kisaca sekil 2.1°de sema olarak

gosterilmistir (Sekil 2.1).
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2.1. Cahismada Kullanilan Yontemler

2.1.1. K-562S, K-562R ve K562R-adh Hiicre Hatlarinin Kiiltiirii ve Pasajlanmasi

Deneylerde kullanmak iizere ¢ogaltilan K-562S (Imatinib’e duyarl), K562R
(Imatinib’e direngli) siispanse ve K562R-adh (Imatinib’e direncli yapisan) hiicre

hatlarinin pasajlanmasi asagidaki basamaklar takip edilerek yapilmistir.

K5628S hiicreleri siispanse hiicrelerdir. Etiivde T-25 flask ve 10 ml besiyeri (RPMI
1640/Lonza) iginde bulunan K562S hiicreleri 15 ml’lik falkona alinarak 1000 rpm’de 4
dk. santrifiij edilmis ve slipernatanlar1 atilmistir. Pelet {izerine yaklasik 10 ml besiyeri

eklenerek 37°C’de %5 CO,’li etiivde kiiltiirleri gergeklestirilmistir.

K562R siispense hiicrelerimiz kendi laboratuvarimizda 18 ay siireyle 5 pM
Imatinib’e direngli hale getirilmis ve iiretilmistir. Etiivde T-25 flask ve 10 ml besiyeri
icinde bulunan K-562R hiicreleri 15 ml’lik falkona alinarak 1000 rpm’de 4 dk. santrifiij
edilmis ve siipernatanlar1 atilmigtir. Pelet tizerine 10 ml besiyeri eklenmis ve bu hiicreler
T-25 flask icine alinarak iizerlerine 5 uM Imatinib eklenen ortamda kiiltiirlerine devam

edilmisgtir.

Ancak K562R hattinin imatinib’e maruz birakildigi siiregte, belli bir hiicre
populasyonun yapigma 6zelligi gosterdigi tespit edilmis olup bu hiicrelere K562R-adh adi
verilmistir. Once siispanse olan hiicreler tamamen toplanmis daha sonra yapisan hiicreler
Tripsin/EDTA (%0.25 Tripsin + %0.1 EDTA/GIBCO) ile inkiibe edilerek, hiicrelerin

yapistiklart yiizeyden ayrilmasi saglanmistir. Tripsinin serum ile inaktivasyonu
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yapildiktan sonra 15 ml’lik falkona alinarak 1000 rpm’de 4 dk. santriflij edilmis ve
siipernatanlar1 atilmistir. Bu hiicreler T-25 flask icine alinarak iizerlerine 5 uM Imatinib

iceren 10ml besiyerinde kiiltiirlerine devam edilmistir.

2.1.2. Hiicre Sayimi ve Canh Hiicrelerin Belirlenmesi

Deneylerimiz sirasinda, hiicreler, 6li hiicrelerin mavi-mor renkte boyanarak ayirt
edilmelerine olanak saglayan Trypan mavisi boyasiyla boyanmislardir. Bu amagla esit
hacimde (20ul hiicre slispansiyonu+20ul Trypan mavisi) Trypan mavisi ve hiicre ¢ozeltisi
karistirilmistir (Strober 2001). Daha sonra, ml’deki hiicre sayisinin hesaplanmasina
olanak veren Neubauer laminin iizerine bu hiicre siispansiyonunundan koyularak lamin,
bilinen hacime sahip karelerinde sayim yapilmis ve elde edilen hiicre sayisi seyreltme

faktorii (2) ve lamin 10* carpani ile arpilarak m1’deki canli hiicre sayisi elde edilmistir.

2.1.3. MTT (Dimetil Tiazol) Hiicre Canhhk Testi

Wistar enstitiisii Prof. Dr. Dario Altieri’nin labinda sentezlenip bize hediye ettigi
Gamitrinib’in hiicreler lizerindeki sitotoksik ila¢ konsantrasyonlarini saptamak amaciyla
MTT yontemi kullanilmistir. MTT testi, metabolik olarak aktif hiicrelerinde bulunan
mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enziminin tetrazolyum boyasi ile verdigi reaksiyon
sonucunda olusan mor renkte ve suda ¢oziinmeyen formazan kristallerinin ¢oziiclide
coziilerek absorbansinin 6l¢iimii esasina dayanan bir testtir. MTT testi sonucunda olusan
mor rengin koyulugunun, canli hiicre sayisi ile korelasyon gosterdigi bildirilmistir

(Mosmann 1983).
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Gamitrinib’in etkin dozunun hiicre serilerinde belirlemek amaci ile asagidaki

protokol izlenmistir.

Hiicre kiiltiiriinde elde edilen hiicre serilerine ait hiicrelerden 96 kuyucuklu plagin
her bir kuyucuguna 4x10* hiicre olacak sekilde 100 pl hiicre besiyeri karisimi ekilmistir.
Plak kuyucuklarina hiicrelerin homojen bir bi¢cimde yayilmast saglanip farkl
konsantrasyonlarda Gamitrinib uygulanmistir. Hazirlanan Gamitrinib konsantrasyonlari
1,2.5,5,7.5, 10, 20, 30, 40 ve 50 uM seklindedir. Etken madde 24 saat, 48 saat ve 72
saat stireyle 37°C’de, %5 CO;’li etiivde uygulanmistir. Bunlarin yani sira kontrol amagl
olarak, Gamitrinib uygulanmayan kuyucuklara Gamitrinib’in ¢oziiciisii olan DMSO ayni
oranda uygulanmistir. K562S hiicrelerine uygulanan Imatinib konsantrasyonu 0.2 pM

iken, K562R ve K562R-adh hiicrelerine 5 uM Imatinib uygulanmistir.

24, 48, 72 saat sonrasinda hiicrelerin lizerine 10 ul MTT ajani, 5 mg/ml
konsantrasyonda eklenerek 4 saat 37°C’de, %5 CO;’li etiivde inkiibe edilir, 100 ul MTT
cozelti solusyonu eklenmistir, bir gece 37°C’de, %5 CO;’li etiivde inkiibe edildikten sonra

96 kuyulu plagin 6l¢iimii spektrofotometre cihazinda 550 ve 690 nm’de yapilmustir.

Gamitrinib uygulanmayan hiicrelerin absorbans degeri %100 canlilik olarak kabul
edildi ve diger hiicre gruplarindaki canlilik bu degerden hareketle yilizde olarak

hesaplandi.
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2.1.4. RNA izolasyonu

K562S, K562R ve K562R-adh hiicrelerinin kiiltliiri yapildiktan sonra ilag
tasinmasindan sorumlu, apoptotik, otofajik, metabolik, ER-stresinden sorumlu ve kok
hiicre belirtegleri olan genlerin ve bunlara ek olarak integrin ve kok hiicre PCR
arraylerindeki genlerin ifadelerini kantitatif es zamanli PCR (qQRT-PCR) ile saptamak
amactyla tiim &rneklerden RNA izolasyonu yapilmustir. Izolasyon sirasinda asagidaki
prosediir takip edilmistir.

e Kiiltiir ortamindaki hiicreler 300 x g’de 5 dk santrifiij edilmis ve supernatan kisim

atilmastir.

e Pelet tizerine (1x10° hiicreye 1 ml Trizol) Trizol eklenmis ve homojenize edilerek

hiicreler 15-30°C’de 5 dk inkiibe edilmistir.

e Her tiipe 200 ul kloroform eklenmistir. Tiipler elle 15 sn. boyunca sallandiktan
sonra 15-30°C’de 10 dk inkiibe edilmistir. 12,000 x g.’de 2-8°C, 13 dk santrifiij edilip
santrifiij sonrasi alttaki faz kirmiz1 fenol-kloroform fazi, ara faz ve renksiz-akici {iist faz
olmak iizere 3 faz olusmustur. Ust fazda yer alan RNA (DNA ara fazda ve protein ise alt

fazdadir. Bu fazlar saklanir.) yeni bir tiipe aktarilmistir.

e Uzerine 0.5mL izopropil alkol eklenmistir. 15-30°C’de 10dk inkiibe edilip tiipler
12,000 x g.de 10 dk 2-8°C’de santrifiij yapilmistir. Stipernatant atilip, 1 ml %75’lik etanol
eklenmis ve o6rnekler vortek yapilarak 7,500 x g.de 5 dk 2-8°C’de santrifiijlenmistir.

¢ RNA pelleti oda sicakliginda bekletilerek kurutulmus, sonrasinda RNA, RNaz
icermeyen DEPC’li su i¢inde ¢oziilmiistiir. Elde edilen RNA’larin konsantrasyonu ve
saflig1 spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Daha sonra %1°lik Agaroz Jel’de

yiiriitiilerek goriintiilenmistir.
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2.14.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen RNA ornekleri % 1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenmistir.

% 1’°lik agaroz jelin hazirlanisi:

* 100 ml 1X TBE tampon bir beher icerisine alinarak iizerine 1 g toz agaroz tartilip

eklenmistir.

* Beher mikrodalga firinda 350°C’de 3 dk isitilarak agarozun erimesi ve su

icerisinde ¢oziinmesi saglanmigtir.

* Beher kabin igerisine alinarak dis yiizeyinin musluk altina tutularak el yakmayacak

kivama gelene kadar bir miktar sogumasi saglanmaigtir.

* Behere 3.5 pl etidyum bromiir eklenerek karistirilmis ve jel tankinda donmaya

birakilmistir.

* Donan jel, i¢erisinde 1X TBE tamponu bulunan elektroforez tankina aktarilmistir.

* RNA oOrneklerinden 2 pl, ylikleme tamponundan 2 pl kanstirilarak jeldeki

kuyucuklara yiiklenmistir.

« Ornekler 90 voltta 15 dk yiiriitiilmiis ve daha sonra jel goriintiileme cihazinda

goriintlilenerek kaydedilmistir.
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2.1.5. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Real Time

PCR), integrin ve Kanser Kok Hiicre PCR array

Bu ¢alismada qRT-PCR yontemi kullanilarak genlerin ifadesi kantitatif olarak

analiz edilmistir. Ilk olarak hiicrelerden izole edilen RNA o6rneklerinden 500 ng

kullanilarak "Transcriptor High Fidelity c-DNA synthesis kit” ile c-DNA sentezlenmistir

(Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. c-DNA sentez protokolii

Kalip-Primer Mix Hazirlanisi:

Hacim Final Konsantrasyon
Komponent

Degisken 500 n
Total RNA > £

60uM

Random Hexamer Primer 2pl "

Degisken Son hacim H,O ile 11.4 pl’ ye
H,0, PCR-grade tamamlanir.
Toplam Hacim 114 pl

65 °C’ de 10 dk inkiibasyon

Master Mix Hazirlanisi:

: Final Konsantrasyon
Komponentler Hacim Y
Transcriptor High Fidelity Revers 4ul 1X
Transkriptaz Reaksiyon Buffer (5X) K
Protector RNaz Inhibitor (40 U/ pl) 0.5 ul 20U
Deoksiniikleotid Karigimi (10 mM her 2l 1 mM her bir INTP
bir INTP)
5mM
DTT Lpl "
Transcriptor High Fidelity Revers 10U
Transkriptaz 1.1 pl
Toplam Hacim 20 pl

29 °C’ de 10 dk inkiibasyon

48 °C’ de 60 dk inkiibasyon

85°C’ de 5 dk revers transkriptaz inaktivasyon
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qRT-PCR uygulamalarinda kullanilacak olan ila¢ tasinmasindan sorumlu,
apoptotik, otofajik, metabolik, ER-stresinden sorumlu ve kok hiicre belirtegleri olan
genler ve HPRT (hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase) genlerine 06zgii
primerler "Perl Primer" programi kullanilarak tasarlanmistir (Housekeeping/referans gen:

Her dokuda hiicre hayatiyetini temin i¢in mutlak suretle ifadelenen genlerdir.) (Cizelge

2.2).

Cizelge 2.2. qRT-PCR Yapilan Genlerin Primer Dizileri

Gene Forward (5’- 3°) Reverse(5’- 3%)
BAD GATGAGTGACGAGTTTGTGGA CAAGTTCCGATCCCACCAG
BCL-2 CGCCCTGTGGATGACTGAGT GGGCCGTACAGTTCCACAA
BIM ATCTCAGTGCAATGGCTTCC CATAGTAAGCGTTAAACTCGTCTCC
BAX GACGGCAACTTCAACTGGG AGGAGTCTCACCCAACCAC
BCL-XL GATCCCCATGGCAGCAGTAAAGCAG CCCCATCCCGGAAGAGTTCATTCACT
MCL-1 CGAACCATTAGCAGAAAGTATCAC GATATGCCAAACCAGCTCCT
MDR-1 AAGGCATTTACTTCAAACTTGTCA GGATTCATCAGCTGCATTTTC
MRP-1 AGTGCTTTCAGAACACGGTC TTTCCCAGAAAGAGTAGAAGAGGT
OCT1 TCCTCTTCCTGCTCTACTACTGG TGGTCCATTATCTTTATTGCTTCA
ATGS TGGGCCATCAATCGGAAACTC TGCAGCCACAGGACGAAACAG
ATGI12 TCCGAGCCAGCGGCCTAACT AAGGAGGCGCCGGAGTAGGG
BECLIN1 AGCTGCCGTTATACTGTTCTG ACTGCCTCCTGTGTCTTCAATCTT
PKM2 CCACTTGCAATTATT TGAGGA A GTGAGCAGACCTGCCAGACT
PKM1 GAGGCAGCCATGTTCCAC TGCCAGACTCCGTCAGAACT
LDHA TTGGTCCAGCGTAACGTGAAC CCAGGATGTGTAGCCTTTGAG
LDHB TCCCGTGTCAACAATGGTAA CCCACAGGGTATCTGCACTT

HEXOKINASE 2
PDK1

ACCCGGGAAAGCAACTGTTTG
TGGTGGAAAAGGCAAAGGAAGTC

TCACCAGGATAAGCCTCACCAG
CAGACGCCTAGCATTTTCATAGC

HPRT TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
PERK GTCATCCAGCCTTAGCAAACC TGTCTTCCTCTTGTTCCATTTCGT
GRP78 GTCCTATGTCGCCTTCACTC GTAACCTTCTTTCCCAAATAAGCC
ATF6 GACATCAACAACCAAATCTG TAGAAGACAAATCCAACTCC

PCR Array, 96 kuyucuklu, 384 kuyucuklu plaka ya da 100 kuyucuklu bir diskte
hastalik odakl1 genlerin ve yolaklarin analizinin yani sira, uygun bir RNA kalite kontrolii
icin, optimize ger¢ek zamanli PCR deneyleri setidir. PCR Array, gen ekspresyon
analizlerini ger¢ek zamanli PCR hassasiyeti ve bir mikrodizinin (microarray) ¢oklu gen
profilleme yetenegi ile gerceklestirir. Bu yontemde kullanima hazir olan master miks ve
cDNA 6rnegi ile bir karisim hazirlanir. Bu karisimdan her kuyucuga esit miktarda dagitilir
ve gercek zamanli PCR programinda okutulur. Bu ¢aligmada hiicrelerden RNA izole
edilerek cDNA sentezi yapilmis ve 88 integrin veya kok hiicre genleri ile 8 referans genin

ifadeleri analiz edilmistir (Cizelge 2.3 ve 2.4).
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Cizelge 2.3. Kok Hiicre Panelindeki Gen Listesi

Gene Table Gene Table

Position
AO01
A02
AO03
A04
AO5
AO6
A07
AO08

A0S
A10
All
Al2

BO1

BO2
BO3
BO4
BOS
BO6
BO7
BO8
BO9

B10

B11
B12
co1
co2

co3
co4

Ccos

Ccoe
co7
co8
Co9
c10
C11
C12
D01
D02
D03
D04
D05
D06
D07

D08

D0S
D10
D11

D12

Symbol
ALCAM
C5AR1
CD160
CD163
CD19
CD1A
cbic
CD1D

CD2
CD209
CD22
CD24

CD244

CD247
CD28
CD37
CD38
CD3D
CD3G
CD4
CD40

CD40LG

CD5
CD6
CD63
CD69

CcD7
CcD70

CD72

CD74
CD79A
CD79B

CD80

CDh83

CD86

CD8A

CcD8B

CD9%%6

CHST10
COL1A1
COL1A2
CR2
CSF1R

CTLA4

DPP4
ENG
EPCAM

FAS

Gene Name
CD166, MEMD
C5A, C5AR, C5R1, CD88
BY55, NK1, NK28
M130, MM130
B4, CVID3
CD1, FCB6, HTA1, R4, T6
BDCA1, CD1, CD1A, R7
CD1A, R3

LFA-2, SRBC, T11
CDSIGN, CLEC4L, DC-SIGN, DC-SIGN1
SIGLEC-2, SIGLEC2
CD24A

2B4, NAIL, NKR2B4, Nmrk, SLAMF4

CD3-ZETA, CD3H, CD3Q, CD3Z, T3Z, TCRZ

Tp44a

GP52-40, TSPAN26
T10

CD3-DELTA, T3D
CD3-GAMMA, T3G
CD4mut
Bp50, CDW40, TNFRSF5, p50

CD154, CD40L, HIGM1, IGM, IMD3, T-BAM,
TNFSFS5, TRAP, gp39, hCD40L
LEU1, T1

TP120
LAMP-3, ME491, MLA1, OMA81H, TSPAN30
AlM, BL-AC, P26, CLEC2C, EA1, GP32, 28, MLR-3

GP40, LEU-9, TP41, Tp40
CD27L, CD27LG, TNFSF7

CD72b, LYB2

DHLAG, HLADG, 11, 1a-GAMMA
IGA, MB-1
AGMS, B29, IGB
B7, B7-1, B7.1, BB1, CD28LG, CD28LG1, LAB7
BL11, HB15
B7-2, B7.2, B70, CD28LG2, LAB72
CD8, Leu2, MAL, p32
CD8B1, LEU2, LY3, LYT3, P37
TACTILE
HNK-1ST, HNK1ST
ola
ola
C3DR, CD21, CR, CVID7, SLEBY

C-FMS, CD115, CSF-1R, CSFR, FIM2, FMS, HDLS, M-
CSF-R
CD, CD152, CELIAC3, CTLA-4, GRD4, GSE, IDDM12

ADABP, ADCP2, CD26, DPPIV, TP103
END, HHT1, ORW1

DIARS, EGP-2, EGP314, EGP40, ESA, HNPCCS, KS1,
4, KSA, M4S1, MIC18, MK-1, TACSTD1, TROP1

ALPS1A, APO-1, APT1, CD95, FAS1, FASTM,
TNFRSF6

Position
EO1
EO2
EO3
E04
EO5
EO6
EO7
EO8

EOS
E10
E11
E12

FO1

F02
FO3
F04
FO5
Fo6
FO7
FO8
F0O9

F10

F11
F12
GO1
GO02

GO03
Go4

GO5

GO06
GO7
GO08
G09
G10
G11
G12
HO1
HO02
HO3
HO4
HO5
HO6
HO7

HO8

HO9
H10
H11

H12

Symbol
FCER1A
FCER2
FCGR1A
HLA-A
HLA-DRA
ICAM2
IL12RB1
IL1IR2

IL2RA
ITGAL
ITGA2
ITGA3

KLRB1

KLRC1
KLRD1
KRT18
KRTS5
KRT8
MS4A1
MYH10
MYH9

MYOCD

NCAM1
NOS3
NTSE

PECAM1

RETN
S100A8

SELP

ST6GAL1
TEK
TNFRSF4
TNFRSF8
TPSAB1
VCAM1
VWF
ACTB
B2M
GAPDH
HPRT1
RPLPO
HGDC
RTC

RTC

RTC
PPC
PPC

PPC

Gene Name
FCE1A, FcERI
BLAST-2, CD23, CD23A, CLEC4J, FCE2, IGEBF
CD64, CD64A, FCRI, IGFR1
HLAA
HLA-DRA1, MLRW
CD102
CD212, IL-12R-BETA1L, IL12RB

CD121b, CDW121b, IL-1R-2, IL-1RT-2, IL-1RT2,
IL1R2c, IL1RB
CD25, IDDM10, IL2R, TCGFR

CD49a, VLA1
BR, CD49B, GPla, HPA-5, VLA-2, VLAA2

CD4SC, GAP-B3, GAPB3, ILNEB, MSK18, VCA-2,
VL3A, VLA3a
CD161, CLEC5B, NKR, NKR-P1, NKR-P1A, NKRP1A,
hNKR-P1A
CD159A, NKG2, NKG2A

cD94
CYK18, K18
CK5, DDD, DDD1, EBS2, K5, KRT5A
CARD2, CK-8, CK8, CYKS, K2C8, K8, KO
B1, Bp35, CD20, CVIDS, LEU-16, MS4A2, S7
NMMHC-11B, NMMHCB

BDPLT6, DFNA17, EPSTS, FTNS, MHA, NMHC-11-A,
NMMHC-11A, NMMHCA
MYCD

CD56, MSK39, NCAM
ECNOS, eNOS
CALJA, CD73, ESNT, NT, NT5, NTE, eN, eNT

CD31, CD31, EndoCAM, GPIIA', PECA1, PECAM-1,
endoCAM
ADSF, FIZZ3, RETN1, RSTN, XCP1

60B8AG, CAGA, CFAG, CGLA, CP-10, L1Ag, MA387,
MIF, MRP8, NIF, P8
CD62, CD62P, GMP140, GRMP, LECAM3, PADGEM,
PSEL
SIAT1, ST6Gall, ST6N

CD2028B, TIE-2, TIE2, VMCM, VMCM1
ACT35, CD134, OX40, TXGP1L
CD30, D1S166E, Ki-1
TPS1, TPS2, TPSB1
CD106, INCAM-100
F8VWF, VWD
BRWS1, PSITPSBP1
G3PD, GAPD
HGPRT, HPRT
L10E, LPO, PO, PRLPO, RPPO
HIGX1A
RTC

RTC

RTC
PPC
PPC

PPC
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Cizelge 2.4. Integrin Panelindeki Gen Listesi

Gene Table Gene Table

Position Symbol Gene Name Position Symbol Gene Name
Al ADAMTS1 ADAM Metallopeptidase With E1l ITGB6 Integrin, Beta 6
Thrombospondin Type 1 Motif, 1
A2 ADAMTS13 ADAM Metallopeptidase With E2 ITGB7 Integrin, Beta 7
Thrombospondin Type 1 Motif, 13
A3 ADAMTS8 ADAM Metallopeptidase With E3 ITGB8 Integrin, Beta 8
Thrombospondin Type 1 Motif, 8
A4 CD44 CD44 Molecule (Indian Blood Group) E4 LAMA1 Laminin, Alpha 1
A5 CDH1 Cadherin 1, Type 1, E-Cadherin ES LAMA2 Laminin, Alpha 2
A6 CNTN1 Contactin 1 E6 LAMA3 Laminin, Alpha 3
A7 COL11A1 Collagen, Type XI, Alpha 1 E7 LAMB1 Laminin, Beta 1
A8 COL12A1 Collagen, Type XlI, Alpha 1 E8 LAMB3 Laminin, Beta 3
A9 COL14A1 Collagen, Type XIV, Alpha 1 E9 LAMC1 Laminin, Gamma 1
Al0 COL15A1 Collagen, Type XV, Alpha 1 E10 MMP1 Matrix Metallopeptidase 1
All COL16A1 Collagen, Type XVI, Alpha 1 E11 MMP10 Matrix Metallopeptidase 10
Al2 COL1A1 Collagen, Type |, Alpha 1 E12 MMP11 Matrix Metallopeptidase 11
B1 COL4A2 Collagen, Type 1V, Alpha 2 F1 MMP12 Matrix Metallopeptidase 12
B2 COL5A1 Collagen, Type V, Alpha 1 F2 MMP13 Matrix Metallopeptidase 13
B3 COL6A1 Collagen, Type VI, Alpha 1 F3 MMP14 Matrix Metallopeptidase 14
B4 COL6A2 Collagen, Type VI, Alpha 2 F4 MMP15 Matrix Metallopeptidase 15
B5 COL7A1 Collagen, Type VII, Alpha 1 F5 MMP16 Matrix Metallopeptidase 16
B6 COL8A1 Collagen, Type VIII, Alpha 1 F6 MMP2 Matrix Metallopeptidase 2
B7 CTGF Connective Tissue Growth Factor F7 MMP3 Matrix Metallopeptidase 3
B8 CTNNA1 Catenin (Cadherin-Associated Protein), Alpha F8 MMP7 Matrix Metallopeptidase 7
1, 102kda
B9 CTNNB1 Catenin (Cadherin-Associated Protein), Beta 1, F9 MMP8 Matrix Metallopeptidase 8
88kda
B10 CTNND1 Catenin (Cadherin-Associated Protein), Delta F10 MMP9 Matrix Metallopeptidase 9
1
B11 CTNND2 Catenin (Cadherin-Associated Protein), Delta F11 NCAM1 Neural Cell Adhesion Molecule 1
2
B12 ECM1 Extracellular Matrix Protein 1 F12 PECAM1 Platelet/Endothelial Cell
Adhesion Molecule 1
c1 FN1 Fibronectin 1 G1 SELE Selectin E
c2 HAS1 Hyaluronan Synthase 1 G2 SELL Selectin L
c3 ICAM1 Intercellular Adhesion Molecule 1 G3 SELP Selectin P (Granule Membrane
Protein 140kda, Antigen CD62)
ca ITGA1 Integrin, Alpha 1 G4 SGCE Sarcoglycan, Epsilon
c5 ITGA10 Integrin, Alpha 10 G5 SPARC Secreted Protein, Acidic, Cysteine-
Rich (Osteonectin)
[¢5} ITGA11 Integrin, Alpha 11 G6 SPG7 Spastic Paraplegia 7 (Pure And
Complicated Autosomal
c7 ITGA2 Integrin, Alpha 2 G7 SPP1 Secreted Phosphoprotein 1
c8 ITGA3 Integrin, Alpha 3 G8 TGFBI Transforming Growth Factor, Beta-
Induced, 68kda
co ITGA4 Integrin, Alpha 4 G9 THBS1 Thrombospondin 1
Cc10 ITGAS Integrin, Alpha 5 G10 THBS2 Thrombospondin 2
C11 ITGA6 Integrin, Alpha 6 G11 THBS3 Thrombospondin 3
C12 ITGA7 Integrin, Alpha 7 G12 TIMP1 TIMP Metallopeptidase Inhibitor
D1 ITGA8 Integrin, Alpha 8 H1 TIMP2 TIMP Metallopeptidase Inhibitor
D2 ITGA9 Integrin, Alpha 9 H2 TNC Tenascin C
D3 ITGAD Integrin, Alpha D H3 VCAM1 Vascular Cell Adhesion Molecule
D4 ITGAL Integrin, Alpha L H4 VCAN Versican
D5 ITGAM Integrin, Alpha M H5 ACTB Actin, Beta
D6 ITGAV Integrin, Alpha vV H6 B2M Beta-2-Microglobulin
D7 ITGAX Integrin, Alpha X H7 GAPDH Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase
D8 ITGB1 Integrin, Beta 1 H8 GUSB Glucuronidase, Beta
D9 ITGB2 Integrin, Beta 2 H9 HPRT1 Hypoxanthine
D10 ITGB3 Integrin, Beta 3 H10 PGK1 Phosphoglycerate Kinase 1
D11 ITGB4 Integrin, Beta 4 H11 PPIA Peptidylprolyl Isomerase A

D12 ITGBS Integrin, Beta 5 H12 RPL13A Ribosomal Protein L13a



2.1.6. FISH Analizi

K562R-adh hiicrelerinin KML hiicre serisi oldugunu belirlemek amaci ile BCR-
ABL prob kullanilarak FISH analizi gerceklestirilmistir.

e Onceden hazirlanmis ve -20°C” de saklanan besiyeri;

%20 FBS, %2 L-Glutamin ve % 1.5 Penisilin-Streptomisin iceren 100ml RPMI
1640 kullanilmadan 6nce 37°C de 1sitilmistir.

Cikarim igsleminde Kullanilan Soliisyonlar;

* Phytohemaglutinin (PHA)

* Sol A ve Sol B (Synchroset)

* Kolsisin (kolsemid) (Biolojical Industries)

* Hipotonik soliisyon: 7SmM KCL (Sigma)

* Carnoy fiksatifi: Methanol + Asetik asit (Merck) 3:1

FISH Soliisyonlar1:

* 20xSSC (Standart Saline Sitrat)

* 0.4xSSC

* 2xSSC

» Tween 20 yikama soliisyonu : 2xSSC + 40 pul Tween 20
* % 70, % 85 ve %100’liik EtOH

* Hibridizasyon soliisyonu ( Cytocell)

* DAPI (0.125 pg /ul)

* FISH problar1

Hiicre Kiiltiiru

* 2 adet Sml kiiltiir besiyerine 1.106 hiicre ekilmistir.
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« Uzerine phytohemaglutinin soliisyonundan 4 damla damlatilip hafifce
calkalandiktan sonra 37°C'lik etiivde 72 saatlik inkiibasyona birakilmaistir.

« Kiiltiirdeki 2. hiicreye ise 48. saatte sol A soliisyonundan 20 pl eklenmistir.

* 67. saatte sol A sollisyonlar1 koyulan 2. hiicreye sol B soliisyonundan 20ul
eklenmistir ve 37°C'lik etiivde inkiibasyona birakilmistir.

* 72. saatin dolmasina 1.5 saat kala tiim kiiltiir tiiplerimize Sml'lik enjektdre ¢ekilen

kolsisin soliisyonundan 2 damla damlatilmistur.

Kromozom Cikarim Islemi (Harvest)

* 72. saatlik kiiltlir sonunda hiicreler 2000 rpm' de 4 dakika santrifiij edilmistir.

 Siipernatant uzaklastirilip pellete damla damla ve vortekslenerek 5ml taze
hazirlanmis Carnoy fiksatifi eklenmistir ve tekrar 2000 rpm'de 4 dakika santrifiij
edilmistir. Bu islem gerektigi kadar tekrarlanmastir.

* Pellet pastor pipetle iyice karigtirilmistir. Alkol ile temizledigimiz lamlarin tizerine
damlatarak preparatlar hazirlanmis ve kurumaya birakilmistir.

* Lamlar etanolde yikanmistir (%70, %85, %100) her birinde 2 dakika RT'de
bekletilmistir.

* Daha sonra kurumaya birakilmaistir.

Prob Hazirlanmast:

e 1ul probtan 40pl hibridizasyon soliisyonundan ependorfun igine alinmistir. lyice
pipetaj yapilarak karistirilmastir.

Denattirasyon:

* 2ul prob karisimi numune iizerine dikkatlice damlatilmis ve 18X18 mm lamel ile

kapatilmigtir. Yapistirici ile yapistirilmig ve kurumaya birakilmigtir.

* Hibridizasyon cihazinda 75 °C'de 5 dakika denatiire edilmistir.

» Hibridizasyon cihazinda nemli ortamda 42°C'de bir gece siiresince inkiibe
edilmisgtir.

 Lamel ve kalan yapiskan dikkatlice ¢ikarilmistir.

* Bir sale igerisinde lam 0.4 x SSC, pH 7'de 72 °C'de 2 dakika yavasg¢a yikanmustir.
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* 2 x SSC, %0.05 Tween-20'de pH 7°de RT'de 1 dakika yikanmustir.

* Lam kurutulmus ve probun koyuldugu bolgeye 5 ul DAPI damlatilip tizeri lamelle
kapatilmigtir.

* Preparatlar karanlikta -20°C’de bekletilmis ve floresan mikroskobunda

incelenmistir.

2.1.7. CD24 ve CD44 Proteinlerinin Akim sitometri ile Analizi

K562S, K562R ve K562R-adh hiicrelerinde kanser kok belirteci hiicre ylizey

proteinleri olan CD24 ve CD44’{in analizinde asagidaki basamaklar izlenmistir:

e Oncelikle hiicreler flasktan toplanmstir.

e Hiicreler 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

e Pelet lizerine PBS eklenmis ve santrifiij edildikten sonra supernatan kisim

uzaklastirllmistir. Bu islem iki kez tekrarlanmistir.

e Pelet, Blocking buffer igerisinde ¢oziiliip 4 tiipe boliinmiistir.

e Birinci tlip boyasiz, ikinci tiip izotip, Ugilincl tiip CD24 ve CD44 tiip i¢in

ayrimstir.

¢ Primer antikorlar kendilerine ait tiiplere eklenmis ve her dort tiip 30-45 dakika

boyunca karanlikta oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra iki kez PBS ile yikanmistir.
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e Pelet PBS igerisinde resiispanse edilerek ACCURI C6 akim sitometre (akim
sitometry) cihazinda analiz edilmis ve sonuglar boyanma yiizdeleri seklinde ve ortalama

floresans yogunlugu (MFT) olarak kaydedilmistir.

2.1.8. Mitokondri Miktarinin Floresan Belirteclerle Tayini:

K562R hiicrelerinde direngten sorumlu mekanizmalardan biri olabilecek mitokondri
kitlesinin tayini i¢in; canli hiicrelerde mitokondrileri boyayan ve mitokondriyal kitle ve
lokalizasyonu i¢in kullanilabilen kirmizi-floresan bir boya olan MitoTracker Red boyasi

kullanilmistir ve akim sitometrik olarak dl¢iim yapilmistir.

e K5628, K562R ve K562R-adh hiicreleri (5x10° hiicre/kuyu) olacak sekilde 12-
kuyulu plaklara ekilmistir. K562S, K562R ve K562R-adh hiicreler sirasiyla 0.2 uM ve 5

uM imatinb ve 10 ve 50 pM Gamitrinib ile 48 saat boyunca muamele edilmistir.

K562S, K562R ve K562R-adh hiicreleri, mitokondriye 6zgii floresan boya olan
mitoTracker Red ile 20 dakika 37 °C derecede inkiibe edildikten sonra RPMI besiyeri ile
3 kez yikanip, akim sitometri cihazinda analiz edilmistir. Analiz sonucunda direngli
hiicrelerde ve duyarli hiicrelerde mitokondriyal boyanma yiizdeleri ve MFI’lar

saptanmistir.
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2.1.9. Annexin V-PE ve 7AAD ile Apoptoz Tayini

Annexin V-PE, apoptotik hiicreleri belirlemek i¢in kullanilan ve hiicre ylizeyinde
filip flop yapan fosfotidil serine diger fosfolipidlere kiyasla yiiksek ilgiyle baglanan bir
boyadir. Annexin V baglanmasi kalsiyum bagimlidir ve Annexin V boyama protokoliinde

ifade edilmis en uygun kalsiyum ve tuz konsantrasyonlarinda gerceklesmektedir.

e K5628, K562R ve K562R-adh hiicreleri (5x10° hiicre/kuyu) olacak sekilde 12-
kuyulu plaklara ekilmigtir. K562S, K562R ve K562R-adh hiicrler sirasiyla 0.2 uM ve 5
uM imatinb ve 10 ve 50 pM Gamitrinib ile 48 saat boyunca muamele edilmistir.

e Inkiibasyon sonrasi kuyulardaki hiicreler toplanarak PBS ile yikama islemi
gerceklesmistir (yikama islemi 2 kere yapilir). BD Biosciences kit’in protokoliine uygun

olarak hiicreler 1X binding buffer solusyonunda tekrar slispanse edilmistir.

¢ 100 pl siispanse hiicrelerin tizerine 5 pul PE Annexin V-PE and 5 pl 7AAD

eklenmistir.

¢ Hafifce vortex edilmistir.

e Hiicreler 15 dakika boyunca oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyondan sonra hiicreler 1X binding buffer ile yikanmustur.

200 pl 1X binding buffer eklenerek akim sitometri (Accuri C6) cihazi ile analiz
yapilmustir.
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2.1.10. Kaspaz 3/7 Aktivasyonunun Tayini

Hiicre serilerinde apoptoz varligini ve diizeylerini kiyaslamak amaciyla kaspaz 3/7

aktivasyonunun tayini ger¢eklestirilmistir.

e K5628, K562R ve K562R-adh hiicreleri (5x10° hiicre/kuyu) olacak sekilde 12-
well plate kuyularia ekilmistir. K562S, K562R ve K562R-adh hiicreler sirastyla 0.2 uM
ve 5 uM Imatinib ve 10 ve 50 uM Gamitrinib ile 48 saat boyunca muamele edilmislerdir.

e Hiicreler, toplam hacim 1 ml olacak sekilde kuyulardan toplanmustir.

e Hiicrelerin iizerinde 1 pL of Cell Event Caspase-3/7 Green Detection boyasi

(Caspase-3 Colorometric Kit, Cat no: BF3100. RD systems) eklenmistir.

e 30 dakika boyunca 37 °C inkiibasyon yapilmistir.

e | uL of the | mM SYTOXTM AADvancedTM dead cell boyasi eklenerek 5 dakika
inkiibasyon yapilmustir.

o Ornekler daha sonra akim sitometri (Accuri C6) cihazi ile analiz edilmistir.
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2.1.11. Rhodamin Assay ile P-glikoprotein Aktivite Tayini

Hiicre serilerinde P-glikoproteinin, hiicreden Rhodamin 123 gibi boyalar1
pompalama kabiliyeti, Pgp'min aktivitesini fonksiyonel olarak belirlemek amaciyla

kullanilmistir.
e K5628, K562R ve K562R-adh hiicreler (5x10° hiicre/kuyu) olacak sekilde 12-
kuyulu plaklara ekilmistir. K562S, K562R ve K562R—adh hiicreler sirasiyla 0.2 uM ve 5

uM Imatinib ve 10 ve 50 uM Gamitrinib ile 48 saat boyunca muamele edilmislerdir.

e Hiicreler, toplam hacim 1 ml olacak sekilde kuyulardan toplanmistir. Hiicrelere

150 ng/ml Rh 123 eklenerek 37°C’de 30 dk inkiibe edilmistir.

e Hiicreler iki kez PBS ile yikanmistir. Hiicreler RPMI da restispanse edilerek 90 dk
37°C’de inkiibe edilmistir.

¢ PBS ile yikama islemi yapildiktan sonra ornekler akim sitometri (Accuri C6)

cihazi ile analiz edilmistir.

2.1.12. ATP Olgiim Testi

Direncten sorumlu mekanizmalardan, metabolizmanin etkilendigini test etmek

amaci ile gergeklestirilmistir.
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ATP ol¢limii i¢in, hiicre/doku lizatlari, biyolojik sivilar ve kan hiicrelerindeki
toplam ATP'yi 6lgmek icin saglam ve basit bir yontem olan Mitokondriyal ATP
konsantrasyonu Kolorimetrik ATP Assay Kiti kullanmilmistir. Yontem, gliseroliin
fosforilasyonuyla kolorimetrik olarak kolayca Olgililebilen bir {iriiniin iiretilmesi
prensibine dayanmaktadir. Kitin protokolii izlenerek 570 nm’de spektrofotometrik olarak

ATP miktar 6l¢limii yapilmigtir.
e K5628, K562R ve K562R-adh hiicreler (5x10° hiicre/kuyu) olacak sekilde 12- well
plate kuyularina ekilmistir. K562S, K562R ve K562R-adh hiicreler sirasiyla 0.2 uM ve 5

uM Imatinib ve 10 ve 50 uM Gamitrinib ile 48 saat boyunca muamele edilmislerdir.

e Her gruptaki hiicreler, 2 kuyu birlestirilerek hiicre sayis1 1x10° hiicre olacak

sekilde toplanmigtir. Hiicreler 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

e Hiicreler 100 pl of ATP Assay Buffer da lizis edildikten sonra 15,000 x g de 2 dk

santrifiij edilmistir.

e Siipernatant toplanmis ve 50 pl alinarak 96 kuyulu plaklara konulmustur.

¢ 50ul ATP Reaction Mix eklenerek, 30 dk karanlik bir ortamda inkiibe edilmistir.

Orneklerde spektrofotometri cihazi ile iiretilen ATP miktar1 kolorimetrik olarak

Ol¢iilmiistiir.
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2.1.13. Mitobiyogenez

Mitokondri biyogenez analizi i¢in Abcam’s MitoBiogenesis' " Akim Sitometri kit’i
kullanilmistir. Yontemin prensibi; biri mitokondriyal DNA (mtDNA) tarafindan kodlanan
ve digeri nikkleer DNA (nDNA) tarafindan kodlanan iki 6nemli mitokondriyal protein

arasindaki oran1 Akim sitometri yontemi ile degerlendirmeye dayanir.

Iki proteinin her biri, farkli bir oksidatif fosforilasyon enzim kompleksinin alt

birimleridir;

Bu proteinlerden biri mtDNA tarafindan kodlanan Kompleks IV’ {in (COX-I) 1.
altbirimi olan mtDNA tarafindan kodlanan MTCOI1 proteini digeri ise Kompleks II'nin
(SDH-A) 70 kDa’luk alt {initesini olusturan ve niikleer DNA tarafindan kodlanan SDHA
proteinidir. Kompleks IV, mitokondride kodlanan proteinleri icerirken, Kompleks II'nin
proteinleri tamamen c¢ekirdekte kodlanmaktadir. Bu kit ile MTCOl ve SDHA
proteinlerine 6zgii antikorlar kullanilarak bu iki protein arasindaki oranin akim sitometri

yontemi ile degerlendirmesi yapilmistir.

e K5628, K562R ve K562R-adh hiicreler (5x10° hiicre/kuyu) olacak sekilde 12-
kuyulu plaklara ekilmistir. K562S, K562R ve K562R-adh hiicreler sirasiyla 0.2 uM ve 5
uM Imatinib ve 10 ve 50 uM Gamitrinib ile 48 saat boyunca muamele edilmislerdir.

¢ 350-500 g’de 5dk santrifiij edildikten sonra siipernatan kismi uzaklastirilmistir.

e Pelletin iizerine Iml PBS eklendikten sonra, hafif darbeler ile peletin PBS’de

¢oziilmesi saglanmistir.

¢ 350-500 g’de 5dk santrifiij edildikten sonra siipernatant kism1 uzaklastirilmistir.
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e Pelletin iizerine 100ul 1X Blocking Buffer eklenip, pellet reslispanse edilmis ve
tiipler hafifce alt {ist edilerek 15 dk oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

¢ Primer antikor ile 1 saat karanlik bir ortamda oda 1s1sinda inkiibasyon yapilmastir.

¢ 350-500 g’de 5dk santrifiij edildikten sonra siipernatan kismi uzaklastirilmistir.

e Hiicreler PBS ile yikanmuistir.

e Hiicreler, 100 pl PBS’de resiispanse edilerek, akim sitometri (Accuri C6) cihazi

ile analiz edilmistir.

2.1.14. Mitokondriyal membran potansiyelinin belirlenmesi

Aktif mitokondriyi boyamak amaciyla TMRE (tetramethylrhodamine, ethyl ester)
boyast kullanmilmistir.  TMRE, goreceli olarak negatif yiiklerinden dolayr aktif
mitokondride kolayca biriken, hiicreye niifuz eden, pozitif yiiklii, kirmizi-turuncu bir
boyadir. Depolarize veya inaktif mitokondride membran potansiyelinin diismesi ve
TMRE boyasinin birikiminin azalmasi prensibine dayanan yontemle akim sitometri ile

Mitokondriyal membran potansiyeli belirlenmistir.

e K5628, K562R ve K562R-adh hiicreler (5x10° hiicre/kuyu) olacak sekilde 12
kuyulu plaklara ekilmistir. K562S, K562R ve K562R-adh hiicreler sirasiyla 0.2 uM ve 5

uM Imatinib ve 10 ve 50 uM Gamitrinib ile 48 saat boyunca muamele edilmislerdir.
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e Pozitif kontrol hazirlamak i¢in (mitokondriyal membran potansiyel kayb1), 50 mM
CCCP’den 1 p alip kontrol tiiptine eklenmis ve 50 pM son konstantrasyonuna getirilip,
hiicreler 15 dakika boyunca 37 ° C'de inkiibe edilmistir.

eHer Ornege (200 nM nihai konsantrasyon) 100 pl TMRE etiketleme
sollisyonundan eklenmistir ve hiicreler inkiibatorde (37 © C ve % 5 COy) 15 ila 30 dakika
inkiibe edilmistir.

¢ 300 g’de 5dk santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi1 uzaklastirilmistir.

e Pelletin {izerine 1ml 1XPBS eklendikten sonra, hafif darbeler ile peletin PBS’de

¢oziilmesi saglanmistir, bu asama 4 kez tekrar edilmistir.

e Hiicrelerin tizerine 1ml 1X PBS eklenerek yeniden siispanse hale getirilmistir.

e Akim sitometri (Accuri C6) cihazi ile analiz edilmistir

2.1.15. Hiicre Dongiisii Tayini

Orneklerin hiicre déngiisii profili, DNA'nin bir PI (floresan boya) ile boyanmasi ve
yogunlugunun Oolgiilmesiyle belirlenmistir. PI DNA'y1 stokiyometrik olarak boyar,
boylece GO/G1, S faz1 ve G2/M fazdaki hiicrelerin tanimlanmasi gergeklestirilmistir

(Pozarowski ve Darzynkiewicz 2004).

e K5628, K562R ve K562R-adh hiicreler (5x10° hiicre/kuyu) olacak sekilde 12-
kuyulu plaklara ekilmistir. K562S, K562R siispanse ve K562R yapisan hiicreler sirasiyla

52



0.2 uM ve 5 uM Imatinib ve 10 ve 50 pM Gamitrinib ile 48 saat boyunca muamele

edilmiglerdir.

¢ 350-500 g’de 5dk santrifiij edildikten sonra siipernatan kismi1 uzaklastirilmistir,

e Pelletin iizerine Iml PBS eklendikten sonra, hafif darbeler ile peletin PBS’de

cozlilmesi saglanmstir,

e Hiicreler bir gece boyunca ethanol 70% ile fikse edilmistir,

e Hiicreler 100 ul RNaz ile 37°C de 30 dakika inkiibe edilmistir,

e Hiicreler 400 ul PI soliisyonu ile 4°C de 30 dakika karanlik ortamda boyanmustir,

e Farkli fazlardaki hiicrelerin analizi akim sitometri (Accuri C6) cihazi ile

gerceklestirilmistir.

2.1.16. Sitokorom C Saliniminin Saptanmasi

Hiicrede apoptozun aktive olma yollarindan biri, sitokrom C'nin mitokondriden
sitozole salinmasidir. Bu nedenle Gamitrinib’in ve/veya Imatinib kombinasyonlarinin
apoptotik etkisini belirlemek amaci ile sitoplazmik sitokrom C tayini western blot analizi

ile gerceklestirilmistir.
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e K5628, K562R ve K562R-adh hiicreler (5x10° hiicre/kuyu) olacak sekilde 12-
kuyulu plaklara ekilmistir. K562S, K562R ve K562R-adh hiicreler sirasiyla 0.2 uM ve 5
uM Imatinib ve 10 ve 50 pM Gamitrinib ile 48 saat boyunca muamele edilmislerdir,

e Hiicreler daha sonra 600g de, 5 dakika 4°C santrifiij edilip toplanmaistir,

e Hiicrelerin 1 ml soguk PBS ile yikama islemi gerceklesip, 600 g’de 5dk 4°C

santrifiij edildikten sonra siipernatan kismi uzaklastirilir,

e Hiicreler 100 ul DTT ve proteaz inhibitdr iceren 1x sitozol ekstaksiyon buffer ile

suspanse hale getirilmis, daha sonra 10 dk buzda inkiibe edilmistir,

e Hiicreler soguk doku parcalayicisi ile homojenize hale getirilmistir (bu islem

buzun iizerinde 30-50 kere tekrar edilir),

¢ Homojenize olan hiicreler 1.5 ml’mikrosantrifiij tiiplere transfer edilip, daha sonra

700 g de 10 dakika 4°C santrifiij edilmistir,

e Siipernatan yeni 1.5 mI’lik tiiplere aktarilip, 10000g de 30 dakika 4°C’de santirifiij

edildikten sonra siipernatan kismai sitozolik lizat1 olarak toplanmistir,

e Westen blot teknigiyle sitozolik sitokrom C tayini yapilmistir.

2.1.17. Western Blot Analizi

Sitoplazmik Sitokrom C tayini i¢in western blot analizi yapilmistir,
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e K562S, K562R ve K562R-adh hiicrelerinden elde edilen sitozolik ekstreler,

Bradford metoduna gore protein tayini yapilmistir,

e Bu ekstrelerin %15°lik SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile molekiil
biiytikliiklerine gore ayrilmalari saglanmigtir. Bu amagla, esit miktarda protein igeren
ornekler ylikleme tamponu ile karistirilmis ve 100°C’de 4 dakika denatiire edilmistir. Esit
miktarda protein (100ug) iceren sitozolik lizatlar, %15°lik SDS-PAGE’e yiiklenerek
100V’da 2 saat jelde yiiriitilmustiir.

¢ PVDF membrana transfer edilerek blotlama islemi ger¢eklestirilmistir. Bu amagla,
elektroforez tamamlandiktan sonra jeller camlardan ¢ikartilmis ve 25 mM Tris, 0,192 M
glisin, %20(v/v) metanol, 0,5 g SDS igeren transfer tamponunda, 10 dakika oda
sicakliginda orta hizda ¢alkalanarak dengeye getirilmistir. SDS-PAGE sonucu elde edilen
jel boyutunda kesilen ve metanolle 30 saniye aktive edilmis PVDF membran, blotlama
sirasinda kullanilacak siingerler ve filtre kagitlar1 birka¢ dakika transfer tamponunda
1islatilmis ve western blot modiiliiniin kullanma talimatina uygun sekilde katottan anoda
dogru, siinger, filtre kagidi, jel, membran, filtre kagidi ve iki siinger {ist {iste konarak ve
arada hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edilerek sandvi¢ yapilmis ve 1 saat 100 V’da

transfer yapilmistir.

e Membran bloklama islemi %10 yagsiz siit tozunun PBS’deki ¢ozeltisi kullanilarak

oda sicakliginda 1 saat diisiik hizda calkalama ile gerceklestirilmistir.

¢ Primer antikor (Mouse anti-cytochrome C antibody, beta-actin) ile inkiibasyon
asamasinda, anti sitokrom c primer antikor, PBS igerisinde 1:200 seyreltilmis ve membran
ile +4°C’de bir gece diisiik hizda calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
membran {i¢ kez, beser dakika PBS tween de orta hizda ¢alkalanarak yikanmistir.

e Daha sonra membran, sekonder antikor (Anti-Mouse IgG (H+L), AP Conjugate)

ile 1 saat orta hizda ¢alkalanarak, oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Sekonder antikor,
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PBS-tween i¢inde 1:1000 oraninda seyreltilmis ve membran ile inkiibe edilmistir.
Ardindan PBS tween ¢ozeltisi ile yiiksek hizda calkalanarak 20 dakika yikanmistir. En
son asamada membranlarda olugan protein bantlari, Millipore ECL ajan1 kullanilarak Li-
cor Oyssey Fc goriintiileme sistemi ile goriintiilenmis ve bant yogunluklar1 Imagel

programu ile hesaplanarak analiz edilmistir.

2.1.18. istatisitk

Olgiimle elde edilen verilerin analizinde SPSS 21.0 istatistik yazilim1 (IBM Corp.
Armonk, N.Y., U.S.A.) kullanilmistur. ikiden fazla sayidaki gruba ait veriler tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve bu analizi takiben Tukey post-hoc testi kullanilarak analiz

edilmigtir. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir.
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3. BULGULAR

3.1.  KS562R-adh Hiicrelerin Fenotipik ve Fonksiyonel Karakterizasyonu

K562R (suspanse) hiicreleri kendi labratuvarimizda 5 pM Imatinib’e direncli hale
getirilmistir (Hekmatshoar ve ark., 2018). K562R hiicrelerinin devamli ve uzun siireli
Imatinib’e maruz birakildig siirecte, yayilmis ve yapisan hiicre morfolojisine sahip kiigiik

hiicre popiilasyonun varlig1 tespit edilmistir.

Bu yapisan hiicre morfolojisine sahip olan K562R-adh hiicreler daha sonra K562R
siispanse olan hiicrelerden ayrildi ve baska bir flaskta 5 uM Imatinib varhginda kiiltiire

edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Hiicrelerin Isik mikroskopi goriintiisii; A) K562S B) KS62R C)K562R-adh (40x)

Calismamizda yapisan K562R-adh hiicrelerimizin karakterizasyonu yapilmistir.
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Yapisan bu hiicre popiilasyonun KML kdkenli oldugunu belirtmek amaci ile bu

hiicrelerde BCR-ABL taramasi yapilmaigstir.

3.1.1. FISH Yontemi ile BCR-ABL Fiizyon Geni Analizi

Yapisan bu hiicre popiilasyonun KML koékenli oldugunu belirtmek amaci ile FISH
yontemi ile BCR-ABL analizi yapilmis, elde edilen sonuglara gore K562R-adh
hiicrelerinde BCR-ABL fiizyon geni saptanmustir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. K562R-adh hiicrelerinde metafaz ve interfaz kromozomlarindaki BCR-ABL fiizyon geninin FISH
analizi. Yesil:BCR, Kirmizi:ABL, Sari:BCR-ABL fiizyon genini gostermektedir (x40).
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3.1.2. BCR-ABL Fiizyon Geninin Kantitatif Real Time-PCR Analizi

BCR-ABL fiizyon geninin FISH yontemi ile tespiti yapildiktan sonra, qRT-PCR ile
de her 3 hiicre serisi (K562S, K562R ve K562R-adh) arasinda BCR-ABL ifadesi bakilmis,
elde edilen sonuglara gore BCR-ABL amplifikasyonu asagidaki tabloda belirtildigi gibi
K562R-adh, K562S ve K562R hiicrelerinde yiiksek oranda saptanmistir, ABL geni

internal kontrol olarak kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. BCR-ABL real time sonuglari

CT Degerleri BCR-ABL ABL
K562R-adh 16.68 17.64
K562R 18.24 19.18
K5628 17.30 18.39

3.1.3. Kantitatif Es Zamanh PCR Array Analizi

K562S, K562R ve K562R-adh hiicrelerde qRT-PCR array yapilarak, hiicreler

arasinda integrin ve kanser kok hiice panelindeki genlerin ifade analizi yapilmistir.

K562R-adh hiicrelerimiz aderan Ozellik gosterdigi i¢in, integrin hiicre paneli

kullanilirken, EMT gecisinin gerceklestigini ve bu hiicrelerin kok hiicre 6zelligini
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tagidigini arasgtirmak amaci ile de kanser kok hiicre paneli kullanilarak 176 genin taramasi

yapilmustir.

3.1.3.1. Integrin Hiicre Panelinde Artan ve Azalan Genlerin ifadeleri

K562R hiicreleri K562S hiicreleri ile kiyaslandiginda 23 genin ifadesinde artig diger
yandan 37 genin ifadesinde azalma saptanmistir (Sekil 3.3 A).

K562R-adh hiicreleri K5628S hiicresiyle kiyaslandiginda, 42 genin ifadesinde artis
gozlenirken 19 genin ifadesi azalmistir (Sekil 3.3. B). K562R-adh hiicreleri K562R

hiicreleri ile kiyaslandiginda 57 genin ifadesi yiiksek ve 4 genin ifadesi azalmis olarak

bulunmustur (Sekil 3.3. C).

Hiicreler arasi ortak artan ve azalan genlerin analizi venn semasi ile gdsterilmistir

(Sekil 3.4 ve Sekil 3.5).

Hiicreler arasindaki kiyaslamadan elde edilen artan ve azalan gen ifade sonuglari

“‘heat map’’ analizi ile gosterilmistir (Sekil 3.6).
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Integrin paneli artan genler
K562S/K562R K562S/K562R-adh
21 ortak gen
THBS1
SELP
COL1A1
TIMP2
ITGB3
ITGB6
COL15A1
ITGA9
ITGA10
ITGA2
20 ortak gen MIMP3
MMP16 1TGB5
MMP13 MMP12
THBS2 TG4
COL7A1 COLSAL
ITGA8 MIMIPS
ITGB2 CTNNBL
ADAMTS13 SGCE
ITGA7 MMP11
THBS3 SPG7
MMP14
ITGAX
ITGAV
LAMB3
CTNND1
MMP10
K562R/K562R-adh eeL
TIMP1
ITGB7
COL6A1
MMP15

Sekil 3.4. integrin panelindeki hiicreler arasinda yiiksek olarak ifade olan ortak genler

Integrin paneli azalan genler
K562S/K562R K562S/K562R-adh
16 ortak gen
CNTN1
NCAM1
HAS1
PECAM1
CTNNAL
ICAM1L
16 0 LAMC1
(e2) ITGAL
ITGAS
SPARC
ITGA6
COL4A2
ITGA4
1 ECM1
2.6%) COL6A2
‘ 2 ortak gen FN1
‘ SELE
ITGAM
1
25%)
K562R/K562R-adh

Sekil 3.5. Integrin panelindeki hiicreler arasinda diisiik ifade olan ortak genler
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THBS2
SGCE
MMP10
ITGA8
COL7A1
MMP11
THBS3
MMP 14
LAMB3
ITGA5
FN1
NCAM1
HAS1
ITGA4
ECM1
LAMCH
CTNNA1
CNTN1
ITGAB
SPARC
COL6A2
PECAM1
ITGB7
ITGA1
ICAM1
MMP15
ITGB1
CTNND1
TIMP1
ITGAV
COLBA1
SELE
COL16A1
ITGAM
SPG7
CTNNBH1
MMP12
ITGB5
MMP8
ITGA7
ITGA2
ITGA10
ITGB4
ITGAX
COL5A1
COL4A2
MMP13
MMP3
ADAMTSH:
ITGA9
COL15A1
ITGB3
ITGB6
TIMP2
ITGB2
COL1A1
COL11A1
SELP
VCAN
THBS1
MMP16

[

Sekil 3.6. Integrin hiicre paneli heat map analiz sonuglar1 (1.K562S/K562R 2.K562S/K562R-adh
3.K562R/K562R-adh)
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3.1.3.2. Kanser Kok Hiicre Panelinde Artan ve Azalan Genlerin ifadeleri

K562R hiicreleri K5628S hiicresi ile kiyaslandiginda 46 genin ifadesinde artis diger
yandan 28 genin ifadesinde azalma saptanmustir (Sekil 3.7. A).

K562R-adh hiicreleri K5628S hiicresiyle kiyaslandiginda, 53 genin ifadesinde artis
gozlenirken 21 genin ifadesi azalmistir (Sekil 3.7.B). K562R-adh hiicreleri K562R
hiicreleri ile kiyaslandiginda 52 genin ifadesi yiiksek ve 21 genin ifadesi azalmis olarak

bulunmustur (Sekil 3.7. C).

Hiicreler arasi ortak artan ve azalan genlerin analizi venn semasi ile gdsterilmistir

(Sekil 3.8 ve Sekil 3.9).

Hiicreler arasindaki kiyaslamadan elde edilen artan ve azalan gen ifade sonuglari

“‘heat map’’ analizi ile gosterilmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.7. Kanser Kok Hiicre Paneli A) K562R hiicrelerinin K5628 hiicreleri ile kiyaslandiginda ifadeleri

artan ve azalan genler B) K562R-adh hiicrelerinin K562S hiicreleri ile kiyaslandiginda ifadeleri artan ve

azalan genler B) K562R-adh hiicrelerinin K562R hiicreleri ile kiyaslandiginda ifadeleri artan ve azalan

genler.
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Kanser kok hiicre paneli artan genler 34 onakgenl
K562S/K562R K562S/K562R-adh o
CD44
9 ortak gen NOs2
—ALCAM PTPRC
KITLG ENG
GATA3 MERTK
ABCG2 PTCH1
'ABCBS ZEBL
NANOG DLLL
D34 TWIST1
ZEB2 DLL4
SIRTL THYL
MYCN
WwC1l
GSK3B
AXL
FLOT2
IKBKB
DNMT1
10 ortak gen KLF17
FGFR2 POUSF1
DKK1 EGF
PLAT MYC
MS4A1 TWIST2
TAZ MAML1
DDR1 NOTCH1
STAT3 JAK2
FZD7 ATXN1
L8 LIN28A
ERBB2 ATM
K562R/K562R-adh o
YAP1

Sekil 3.8. Kanser kok hiicre panelindeki hiicreler arasinda yiiksek olarak ifade olan ortak genler

Kanser kok hiicre paneli azalan genler

K562S/K562R K562S/K562R-adh

9 ortak gen

ALDH1A1

9 ortak gen
3 ortak gen ETFA

SAV1 HDAC1
LATS1 WEE1
PLAUR LIN28B
NFKB1
CHEK1

ID1

KIT

FOXA2

K562R/K562R-adh

Sekil 3.9. Kanser kok hiicre panelindeki hiicreler arasinda diisiik olarak ifade olan ortak genler
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Sekil 3.10. Kanser kok hiicre paneli heat map analiz sonuglart (1.K562S/K562R 2.K562S/K562R-adh
3.K562R/K562R-adh)
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Integrin ve kok hiicre panelinde yer alan genlerin iligkili oldugu yolaklarin
belirlenmesi amaci ile KEGG (The Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genomes) yolak
analizi yapilmistir (Sekil3.11 ve. Sekil 3.12).

Kok hiicre pluripotent dzelligini diizenleyen sinyal yolagi.

Merke transkripyonel 2
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Sekil 3.11: Kok hiicre pluripotent 6zelligini diizenleyen sinyal yolagi.
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Sekil 3.12. Fokal adezyon yolagi
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Array sonuglarina gére CD24/CD44 genlerinin ifade sonuglari (kat degisimi) Cizelge

3.2.’de belirtilmistir.

Cizelge 3.2. CD24 ve Cd44 genlerinin mRNA seviyesindeki ifadeleri.

K562S/K562R K562S/K562R-adh K562R/K562R-adh
CD24 Kat degisimi: 0.040 Kat degisimi: 0.113 Kat degisimi: 2.807
CD44 Kat degisimi: 149.431 Kat degisimi: 185.091 Kat degisimi: 1.261

Elde ettigimiz sonuglara gére hem siispanse hem de adezif direngli hiicrelerimizde

CD44’1in yiiksek oranda ifade edildigi bulunmustur. Bir kok hiicre belirteci olarak kabul
edilen CD44’iin direngli hiicrelerde duyarli hiicrelere gore 149.431 ve 185.991 kat fazla

ifadesi olmasi direngli hiicrelerin kok hiicre karakterinde oldugunu destekler yondedir

(Cizelge 3.2).

CD24 ve CD44 genlerinin real-time sonuglarini desteklemek amaci ile bu

hiicrelerde yiizey proteinlerinin ifadesi i¢in akim sitometri ile analiz yapilmistir (Sekil

3.13).
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izotip CD24 CD44
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400000
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200000

Sekil 3.13. K562S, K562R ve K562R-adh hiicrelerinde akim sitometri yontemi ile CD24 ve CD44 yiizey

proteinlerinin oranlarr.
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3.2. Mitokondriyal HSP90 (TRAP-1) Inhibitérii Olan Gamitrinib’in Hiicre
Canlih@ Uzerindeki Etkisi

Gamitrinib 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 20, 30, 40, 50 uM doz araliginda tek basina ve Imatinib
ile kombine sekilde K562S, K562R ve K562R-adh hiicrelerine uygulanip, canlilik
izerindeki etkisi 24, 48 ve 72. saatlerde arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gére K562S
hiicreleri i¢in 10 pM gamitrinib etkili bulunurken, K562R ve K562R-adh hiicreleri i¢in
50 uM Gamitrinib etkili doz olarak belirlenmistir. Gamitirinb’in tek basma ve Imatinib
ile (K562S hiicreleri icin 0.2 pM Imatinib, K562R ve K562R-adh hiicreleri Imatinibe
direngli olduklarindan Gamitrinib ile kombine uygulandiginda 5 pM Imatinib
kullanilmistir) kombine uygulandiginda ilaglarin etkilerinin gézlendigi en etkin saatin 48.

saat oldugu belirlenmistir. Yapilan biitiin deneylerde;

K562S hiicrelerine 0.2 pM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib, K562R ve K562R-adh
hiicrelerinde ise 5 pM Imatinib, 50 uM Gamitrinib optimum dozlar olarak belirlenmis ve

bu dozlar kullanilmistir (Sekil 3.14).

71



24.saat yuzde canlihk orani

. 1

K5625 +ima 24h K562S -ima 24h K562R +ima 24h K562R -ima 24h

Yiizde Canlilik

K562R-adh +ima 24h K562R-adh -ima 24h
Kontrol HW1uM M25uM ES5uM E7,5uM 10uM E20uM E30uM E40UM  ES0UM

l‘T
? 'II

48.saat yiizde canlilik

KS62R +ima 48h KS62R -ima 48h KS62R-adh +ima 48h

100

80

yizde Canlilik

60

a0
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K625 +ima 48h K5625 -ima 48h

KS62R-adh -ima 48h
MKontrol W1uM &2,5uM ESuM E7,5uM @10uM W20uM W30uM E40UM  MS0uM

72.saat yiizde canlilik
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40 . "
: [T [T

K5625 +ima 72h K625 -ima 72h K562R +ima 72h KS62R -ima 72h K562R-adh +ima 72h K562R-adh -ima 72h

MKontrol M1uM M25uM M5uM E7,5uM @10uM E20uM E30uM E40uM  ESOUM

Sekil 3.14. Gamitrinib’in K562S, K562R ve K562R-adh hiicelerinin canlilig1 iizerindeki etkisi A)24.saat,
B)48.saat ve C)72.saat
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3.3. Gamitrinib Uygulanan K562S, K562R ve K562R-adh Hiicrelerinde Annexin
V-PE ve TAAD ile Apoptoz Tayini

K562S hiicrelerinin canliligi (PE-/7AAD-), kontrol grubunda 82.81+0.47655%
iken, 0.2 uM Imatinib, 10 uM Gamitrinib ve 0.2 uM Imatinib+10 uM Gamitrinib kombine
olarak uygulandiginda canlilik orani sirasiyla 76.59 + 0.83%, 55.33 + 0.97%, 52.21 +

1.80% olarak belirlenmis ve istatistiksel olarak anlamli derecede azalma gdstermistir.

K562S hiicrelerinde erken apoptoz (PE+/7AAD-), kontrol grubunda 13.45+ 0.71%
iken, 0.2 uM Imatinib, 10 uM Gamitrinib ve 0.2 uM Imatinib+10 uM Gamitrinib kombine
olarak uygulandiginda, erken apoptoz oranlari sirastyla 16.21 + 0.31%, 14.35 + 0.82%,
15.29+ 0.11% olarak hesaplanmigtir ve istatistiksel olarak anlamli derecede artis

gostermistir (Sekil 3.15).

K562S hiicrelerinde ge¢ apoptoz (PE+/7AAD+), kontrol grubunda 3.56+ 0.27404
% iken, 0.2 uM Imatinib, 10 pM Gamitrinib ve 0.2 uM Imatinib+10 pM Gamitrinib
kombine olarak uygulandiginda, ge¢ apoptoz orani sirastyla 6.33 +0.59%, 27.10 +£1.73%,
29.36 + 1.97% olarak saptanmistir ve istatistiksel olarak anlamli derecede artma

gostermistir (Sekil 3.15).

K5628 hiicrelerinin nekroz (PE-/7AAD+), kontrol grubunda 0.17 £+ 0.12% iken, 0.2
uM Imatinib, 10 pM Gamitrinib ve 0.2 pM Imatinib+10 pM Gamitrinib kombine olarak
uygulandiginda, ge¢ apoptoz orani sirastyla 0.86 + 0.07%, 3.21 + 0.11%, 3.13 £ 0.27 %
olarak bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamli derecede artma gostermistir. (Sekil 3.15

ve Sekil 3.18).
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Sekil 3.15. K562S hiicrelerinin Annexin V sonucu (¥* p<0.001, *p<0.05).

K562R hiicrelerinin canliligi (PE-/7AAD-), kontrol grubunda 85.5+0.7% iken, 0.2
uM Imatinib, 10 pM Gamitrinib ve 0.2 pM Imatinib+10 pM Gamitrinib kombine olarak
uygulandiginda canlilik orani sirasiyla 85.61 = 0.97%, 55.34+ 0.98%, 29.85+ 3.89%

istatistiksel olarak anlamli derecede azalma gdstermistir (Sekil 3.16).

K562R hiicrelerinin erken apoptoz (PE+/7AAD-), kontrol grubunda 7.5+ 0.45%
iken, 0.2 uM Imatinib, 10 uM Gamitrinib ve 0.2 uM Imatinib+10 uM Gamitrinib kombine
olarak uygulandiginda, erken apoptoz orani sirasiyla 7.73+ 0.72%, 21.48+ 0.11%, 14.87+
1.51% olarak istatistiksel olarak anlamli derecede artma gostermistir (Sekil 3.16).

K562R hiicrelerinin ge¢ apoptoz (PE+/7AAD+), kontrol grubunda 6.33+ 0.53 %
iken, 0.2 uM Imatinib, 10 uM Gamitrinib ve 0.2 uM Imatinib+10 uM Gamitrinib kombine
olarak uygulandiginda, ge¢ apoptoz orani sirasiyla 6.22 + 0.44%, 21.71 + 0.9%, 51.22 +

5.26% olarak istatistiksel olarak anlamli derecede artma gostermistir (Sekil 3.16).
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K562R hiicrelerinin nekroz (PE-/7AAD+), kontrol grubunda 0.66 + 0.12% iken, 0.2
uM Imatinib, 10 pM Gamitrinib ve 0.2 pM Imatinib+10 pM Gamitrinib kombine olarak
uygulandiginda, ge¢ apoptoz orani sirastyla 0.43 + 0.11%, 1.45 + 0.21 %, 4.06 + 0.18 %

olarak istatistiksel olarak anlamli derecede artma gostermistir (Sekil 3.16 ve Sekil 3.18).

Annexin V K562R
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Sekil 3.16. K562R hiicrelerinin Annexin V sonucu (** p<0.001, *p<0.05).

K562R-adh hiicrelerinin canliligi (PE-/7AAD-), kontrol grubunda 86.76+ 1.01 %
iken, 0.2 uM Imatinib, 10 uM Gamitrinib ve 0.2 uM Imatinib+10 uM Gamitrinib kombine
olarak uygulandiginda canlilik orani sirasiyla 87.92 + 0.24%, 83.41 + 0.62%, 46.91 +

4.92% istatistiksel olarak anlamli derecede azalma gostermistir (Sekil 3.17).

K562R-adh hiicrelerinin erken apoptoz (PE+/7AAD-), kontrol grubunda 5.52+
0.38% iken, 0.2 uM Imatinib, 10 pM Gamitrinib ve 0.2 uM Imatinib+10 M Gamitrinib
kombine olarak uygulandiginda, erken apoptoz orani sirasiyla 5.22+ 0.62%, 4.93+ 0.21%,
10.16+ 0.47% olarak istatistiksel olarak anlamli derecede artma gdstermistir (Sekil 3.17).
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K562R-adh hiicrelerinin ge¢ apoptoz (PE+/7AAD+), kontrol grubunda 6.8+ 0.64 %
iken, 0.2 uM Imatinib, 10 uM Gamitrinib ve 0.2 uM Imatinib+10 uM Gamitrinib kombine
olarak uygulandiginda, ge¢ apoptoz orani sirastyla 6.05+ 0.23%, 10.78+ 0.47%, 40.28+

4.7% olarak istatistiksel olarak anlamli derecede artma gostermistir (Sekil 3.17).

K562R-adh hiicrelerinin nekroz (PE-/7AAD+), kontrol grubunda 0.9 + 0.3% iken,
0.2 puM Imatinib, 10 pM Gamitrinib ve 0.2 uM Imatinib+10 uM Gamitrinib kombine
olarak uygulandiginda, ge¢ apoptoz orani sirasiyla 0.8+0.7%, 0.86 £ 0.15 %, 2.63 + 0.69%

olarak istatistiksel olarak anlamli derecede artma gostermistir (Sekil 3.17 ve Sekil 3.18).
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Sekil 3.17. K562R-adh hiicrelerinin annexin V sonucu (** p<0.001, *p<0.05).
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Sekil 3.18. Gamitrinib uygulanan K562S, K562R ve K562R-adh hiicrelerinin Annexin V sonucu

3.4. Gamitrinib Uygulanan K562S, K562R ve K562R-adh Hiicrelerinde Kaspaz

Aktivitesi Analizi.

Gamitrinib’in apoptotik etkisini belirlemek icin, diger bir apoptoz belirteci olan

kaspaz 3/7 aktivasyon tayini yapildi ve sonuglar Sekil 3.19 ve Sekil 3.20 te gosterilmistir.

Kaspaz aktivitesi total floresan degerleri ile gosterilmistir. Total floresan miktari
sirayla kontrol K562S’de 11546.72 + 310.5, 0.2 puM Imatinib uygulanan K562S
hiicrelerinde 38797.56 + 2688.63, 10 uM Gamitrinib uygulanan K5628S hiicrelerinde ise
74927.72 £+ 6939.12 ve kombine olarak 0.2 pM Imatinib ve 10 pM Gamitrinib uygulanan
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hiicrelerde 69862.75 + 4942.37 saptanmistir. Biitiin gruplardaki kaspaz aktivitesi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur p<0.001(Sekil 3.20).

K562R hiicrelerinde, total floresan miktar1 kontrol grubunda 7812.01+205.38, 5 uM
Imatinib uygulanan hiicrelerde 11010.69 + 1388.64, 50 pM Gamitrinib uygulanan
hiicrelerde 25261.63 + 316.05 ve kombine olarak 5 uM Imatinib ve 50 pM Gamitrinib
uygulanan hiicrelerde ise bu deger 35667.28 + 566.94 bulunmustur. Kaspaz aktivitesi
Gamitrinib’in tek basma ugulandigir hiicrelerde kontrol grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli artis gostermistir p<0.05. Buna ilaveten Gamitrinib ve
Imatinib’in kombine olarak uygulandig: hiicrelerdeki kaspaz aktivitesi, kontrol grubuyla

kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur p<0.001(Sekil 3.20).

K562R-adh hiicrelerinde, kontrol, 5uM Imatinib uygulanan K562R-adh, 50 pM
Gamitrinib uygulanan K562R-adh ve kombine olarak 5 uM Imatinib ve 50 pM Gamitrinib
uygulanan hiicrelerde total floresan miktari sirasiyla 12556.32 + 575.51, 16342.72 +
209.98, 20533.44 + 218.11ve 44060.87 + 719,71 olarak saptanmistir. Gamitrinib ve
Imatinib’in kombine olarak uygulandig: hiicrelerdeki kaspaz aktivitesi, kontrol grubuyla

kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur p<0.001 (Sekil 3.20).
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Sekil 3.19. Gamitrinib uygulanan K562S, K562R ve K562R-adh hiicrelerinde kaspaz aktivitesi sonuglari
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Sekil 3.20. Gamitrinib uygulanan K562S, K562R ve K562R-adh hiicrelerinde kaspaz aktivitesi tayini bar

grafigi
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3.5. Gamitrinib Uygulanan K562S, K562R ve KS562R-adh Hiicrelerinde

Sitoplazmik Sitokrom C Salinim Analizi

Gamitrinib aracilikli apoptozun indiiklenmesinin diger bir belirteci olan sitokrom
C’ nin sitoplazmaya salinimi, protein seviyesinde western blot teknigiyle bakildi, elde
edilen sonuglara gore, her 3 hiicre serisinde Imatinib ve Gamitrinib tek basma
uygulandiginda sitokrom C artis1 gdzlenmis, 6zellikle imatinib ve Gamitrinib kombine
uygulandiginda apoptoz belirteci olarak en yiiksek sitokrom C salinimi gosterilmistir, tim

bu sonuglar Sekil 3.21 de gosterilmistir.

Sitokrom C/beta-aktin
12 Ima+gami gami ima Kontrol
1
038
8 D S - — itokrom-C
04
0,2
0
Ks62SKontrol  KS62Sima K625 gami  K562S ima+gami - - B— : Beta-Aktin
Sitokrom C/beta-aktin Kontrol ima gami ima+gami
1 "’
0,6 .
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0,2

Beta-Aktin
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K562R Kontrol KS62R ima KS62R gami  K562R ima+gami
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KS562R-adh Kontrol  K562R-adhima K562R-adh gami K562R-adh ima+gami

Sekil 3.21. A) K5628, B) K562R ve C) K562R-adh hiicrelerine imatinib, Gamitrinib ve kombinasyon olarak

uygulanmasi sonucundaki mitokondrilerinden salinan sitoplazmik sitokrom C western sonuglart.
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v Ilag (Imatinib, Gamitrinib ve kombine Imatinib ve Gamitrinib) uygulamalar
sonucunda indiiklenen apoptozun hiicrelerdeki morfolojik degisikliklerini izlemek amaciyla 151k

mikroskobunda hiicreler fotograflanmistir ( Sekil 3.22).

Kontrol imatinib Gamitrinib Gamitrinib +imatinib

S99

He9sX

ype-4zg9sy

Sekil 3.22. K562S, K562R ve K562R-adh hiicrelerine Imatinib, Gamitrinib ve kombinasyon olarak

uygulanmasi sonucundaki 151k mikroskopi goriintiileri (40x)

3.6.  Apoptotik Genlerin Analizi

Gamitrinib’in apoptoz, otofaji, ER-stress, metabolizma, kok hiicre ve ilag
taginmasindan sorumlu genlerin mRNA ifadeleri iizerindeki etkisini arastirmak amaci ile
qRT-PCR ile gen ifadeleri arastiriimstir.

Tim genlerin ifadelerindeki degisim, her hiicre tipindeki ilag uygulanan hiicre
gruplarinin kendi gruplarindaki ilag uygulanmayan kontrol gruplarina kiyaslanarak

hesaplanmustir.
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Apoptoz yolagindaki pro-apoptotik (BAX, BIM, BAD) ve anti-apoptotik (BCL-2,
BCL-XL) genlerinin ifadeleri Sekil 3.23 gosterilmistir.

3.6.1. BAX Gen ifadesi

0.2 uM Imatinib uygulanan K562S hiicrelerindeki gen ifadesi K562S kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.08 + 0.16 kat bulunurken, 10 uM Gamitrinib uygulanan
K562S ve kombine 0.2 puM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S
hiicrelerindeki gen ifadeleri sirayla 3.09 £ 0.03 ve 11.07 £ 1.46 kat artmistir (Sekil 3.23A).

5 uM Imatinib uygulanan K562R hiicrelerindeki gen ifadesi K562R kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.16 + 0.11 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 0.98 = 0.02 ve 2.08 + 0.13 kat olarak saptanmistir (Sekil 3.23B).

5 uM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicrelerindeki gen ifadesi K562R-adh kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 2.4+ 0.27 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 3.69 + 0.14 ve 1.80+ 0.12 kat artig gostermistir (Sekil 3.23C).

K562R ve K562R-adh hiicrelerinin kontrol gruplarindaki BAX genin ifadesi K562S
hiicrelerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirayla 1.31+ 0.15 ve 0.97+ 0.09 kat olarak
saptanmigken, K562R-adh hiicrelerindeki kontrol grubu K562R hiicrelerinin kontrol
grubuyla kiyaslandiginda 0.74 + 0.02 kat bulunmustur (Sekil 3.23D).
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3.6.2. BCL-2 Gen ifadesi

0.2 uM Imatinib uygulanan K562S hiicrelerindeki gen ifadesi K562S kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.58 + 0.15 kat bulunurken, 10 uM Gamitrinib uygulanan
K562S ve kombine 0.2 puM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S
hiicrelerindeki gen ifadeleri sirayla 0.53 = 0.51 ve 2.74 + 0.32 kat olarak bulunmustur
(Sekil 3.23A).

5 uM Imatinib uygulanan K562R hiicrelerindeki gen ifadesi K562R kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.93 + 0.13 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 0.39 = 0.09 ve 0.05 + 0.01 kat azalmistir (Sekil 3.23B).

5 uM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicrelerindeki gen ifadesi K562R-adh kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.5 + 0.07 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 2.2 + 0.16 ve 0.48 £ 0.02 kat degisimi gostermistir (Sekil 3.23C).

K562R ve K562R-adh hiicrelerinin kontrol gruplarindaki BCL-2 genin ifadesi K562S
hiicrelerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirayla 12 + 3.13 ve 10.74 + 1.69 kat olarak
saptanmigken, K562R-adh hiicrelerindeki kontrol grubu K562R hiicrelerinin kontrol
grubuyla kiyaslandiginda 0.91 + 0.08 kat bulunmustur (Sekil 3.23D).
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3.6.3. BCL- XL Gen ifadesi

0.2 uM Imatinib uygulanan K562S hiicrelerindeki gen ifadesi K562S kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.45 + 0.02 kat bulunurken, 10 uM Gamitrinib uygulanan
K562S ve kombine 0.2 puM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S
hiicrelerindeki gen ifadeleri sirayla 1.98+0. 11 ve 1.21+0.16 kat olarak bulunmustur (Sekil
3.23A).

5 uM Imatinib uygulanan K562R hiicrelerindeki gen ifadesi K562R kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.54 + 0.054 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 0.284+0.01 ve 0.15+ 0.01 kat azalmistir (Sekil 3.23B).

5 uM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicrelerindeki gen ifadesi K562R-adh kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.07+ 0.13 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 0.82 £0.03 ve 0.21+ 0.02 kat degisimi gostermistir (Sekil 3.23C).

K562R ve K562R-adh hiicrelerinin kontrol gruplarindaki BCL- XL genin ifadesi
K562S hiicrelerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirayla 2.61 + 0.17 ve 3.57 + 0.55 kat
olarak saptanmisken, K562R-adh hiicrelerindeki kontrol grubu K562R hiicrelerinin
kontrol grubuyla kiyaslandiginda 1.36 + 0.21 kat bulunmustur (Sekil 3.23D).
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3.6.4. BAD Gen ifadesi

0.2 uM Imatinib uygulanan K562S hiicrelerindeki gen ifadesi K562S kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.5 + 0.11 kat bulunurken, 10 uM Gamitrinib uygulanan
K562S ve kombine 0.2 puM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S
hiicrelerindeki gen ifadeleri sirayla 4.04 = 0. 47 ve 4.58 £+ 1.084 kat artis gostermistir
(Sekil 3.21A).

5 uM Imatinib uygulanan K562R hiicrelerindeki gen ifadesi K562R kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.13 + 0.12 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 1.27 = 0.10 ve 3.05 £ 0.30 kat artmistir (Sekil 3.23B).

5 uM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicrelerindeki gen ifadesi K562R-adh kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.43 + 0.09 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 0.85 = 0.05 ve 1.15 £ 0.11 kat degisimi gostermistir (Sekil 3.23C).

K562R ve K562R-adh hiicrelerinin kontrol gruplarindaki BAD genin ifadesi K562S
hiicrelerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirayla 1.78 = 0.19 ve 2.41 + 0.24 kat olarak
saptanmigken, K562R-adh hiicrelerindeki kontrol grubu K562R hiicrelerinin kontrol
grubuyla kiyaslandiginda 1.35 + 0.02 kat bulunmustur (Sekil 3.23D).
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3.6.5. BIM Gen ifadesi

0.2 uM Imatinib uygulanan K562S hiicrelerindeki gen ifadesi K562S kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.34 + 0.10 kat bulunurken, 10 uM Gamitrinib uygulanan
K562S ve kombine 0.2 puM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S
hiicrelerindeki gen ifadeleri sirayla 0.98 = 0.09 ve 1.32 &+ 0.17 kat degisimi bulunmustur
(Sekil 3.23A).

5 uM Imatinib uygulanan K562R hiicrelerindeki gen ifadesi K562R kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.46 + 0.16 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 0.914+0.07 ve 1.26+ 0.14 kat degisimi gostermistir (Sekil 3.23B).

5 uM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicrelerindeki gen ifadesi K562R-adh kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 2.11 + 0.12 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 0.70 = 0.05 ve 1.13 £ 0.06 kat degisimi gostermistir (Sekil 3.23C).

K562R ve K562R-adh hiicrelerinin kontrol gruplarindaki BIM genin ifadesi K562S
hiicrelerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirayla 0.79 + 0.07 ve 0.95 £ 0.06 kat olarak
saptanmigken, K562R-adh hiicrelerindeki kontrol grubu K562R hiicrelerinin kontrol
grubuyla kiyaslandiginda 1.2 £ 0.1 kat bulunmustur (Sekil 3.23D).
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3.7.  ER Stres Yolagindaki Genlerin Ifadeleri

Gamitrinib’in er stresi yolagindaki genlerin ifadesini ne yonde etkiledigini
belirlemek amagli GRP78, CHOP, IRE-1, ATF6 ve PERK genlerinin ifadesine
bakilmistir.

3.7.1. GRP 78 Gen ifadesi

0.2 uM Imatinib uygulanan K562S hiicrelerindeki gen ifadesi K562S kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.18 + 0.01kat bulunurken, 10 uM Gamitrinib uygulanan
K562S ve kombine 0.2 puM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S
hiicrelerindeki gen ifadeleri sirayla 1.14 + 0.03 ve 0.66 + 0.05 kat degisimi gostermistir
(Sekil 3.24A).

5 uM Imatinib uygulanan K562R hiicrelerindeki gen ifadesi K562R kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.87 + 0.03 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 3.39 = 0.36 ve 1.81 £ 0.09 kat olarak saptanmistir (Sekil 3.24B).

5 uM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicrelerindeki gen ifadesi K562R-adh kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.92 + 0.06 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 1.71 = 0.1 ve 0.85 £ 0.05 kat degisim gostermistir (Sekil 3.24C).
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K562R ve K562R-adh hiicrelerinin kontrol gruplarindaki GRP 78 genin ifadesi K562S
hiicrelerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirayla 0.34 = 0.01 ve 0.63 + 0.02 kat olarak
saptanmigken, K562R-adh hiicrelerindeki kontrol grubu K562R hiicrelerinin kontrol
grubuyla kiyaslandiginda 1.83 + 0.11 kat bulunmustur (Sekil 3.24D).

3.7.2. CHOP Gen ifadesi

0.2 uM Imatinib uygulanan K562S hiicrelerindeki gen ifadesi K562S kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.29 + 0.01kat bulunurken, 10 uM Gamitrinib uygulanan
K562S ve kombine 0.2 puM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S
hiicrelerindeki gen ifadeleri sirayla 1.57 £ 0.26 ve 1.71% 0.34 kat degisimi gostermistir
(Sekil 3.24A).

5 uM Imatinib uygulanan K562R hiicrelerindeki gen ifadesi K562R kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.29 + 0.03 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 0.65 = 0.06 ve 0.86 + 0.18 kat azalmistir (Sekil 3.24B).

5 uM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicrelerindeki gen ifadesi K562R-adh kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.93 + 0.15 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 1.86 = 0.36 ve 0.86 £+ 0.07 kat degisim gostermistir (Sekil 3.24C).
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K562R ve K562R-adh hiicrelerinin kontrol gruplarindaki CHOP genin ifadesi K562S
hiicrelerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirayla 0.48 + 0.07 ve 0.58 £ 0.03 kat olarak
saptanmigken, K562R-adh hiicrelerindeki kontrol grubu K562R hiicrelerinin kontrol
grubuyla kiyaslandiginda 1.22 + 0.14 kat bulunmustur (Sekil 3.24D).

3.7.3. IRE-1 Gen ifadesi

0.2 uM Imatinib uygulanan K562S hiicrelerindeki gen ifadesi K562S kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.21 + 0.01kat bulunurken, 10 uM Gamitrinib uygulanan
K562S ve kombine 0.2 puM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S
hiicrelerindeki gen ifadeleri sirayla 2.6 £ 0.06 ve 2.39 + 0.51 kat degisimi gostermistir
(Sekil 3.24A).

5 uM Imatinib uygulanan K562R hiicrelerindeki gen ifadesi K562R kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.77 + 0.04 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 1.28 = 0.18 ve 1.25 £ 0.13 kat degisimi gostermistir (Sekil 3.24B).

5 uM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicrelerindeki gen ifadesi K562R-adh kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.20 + 0.21 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 3.53 = 0.11 ve 1.09 £ 0.09 kat degisim gostermistir (Sekil 3.24C).
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K562R ve K562R-adh hiicrelerinin kontrol gruplarindaki IRE-1 genin ifadesi K562S
hiicrelerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirayla 0.41 = 0.01 ve 0.61 + 0.03 kat olarak

saptanmigken, K562R-adh hiicrelerindeki kontrol grubu K562R hiicrelerinin kontrol
grubuyla kiyaslandiginda 1.48 + 0.06 kat bulunmustur (Sekil 3.24D).

3.7.4. ATF-6 Gen ifadesi

0.2 uM Imatinib uygulanan K562S hiicrelerindeki gen ifadesi K562S kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.4 + 0.002 kat bulunurken, 10 uM Gamitrinib uygulanan
K562S ve kombine 0.2 puM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S
hiicrelerindeki gen ifadeleri sirayla 0.85 + 0.07 ve 1.02 + 0.15 kat degisimi gostermistir
(Sekil 3.24A).

5 uM Imatinib uygulanan K562R hiicrelerindeki gen ifadesi K562R kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.97 + 0.09 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 1.53 = 0.39 ve 1.11 £ 0.17 kat degisimi gostermistir (Sekil 3.24B).

5 uM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicrelerindeki gen ifadesi K562R-adh kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.30 + 0.03 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 2.43 = 0.23 ve 1.43 £ 0.03 kat artis1 gostermistir (Sekil 3.24C).
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K562R ve K562R-adh hiicrelerinin kontrol gruplarindaki ATF6 genin ifadesi K562S
hiicrelerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirayla 0.61 + 0.05 ve 0.57 £ 0.05 kat olarak

saptanmigken, K562R-adh hiicrelerindeki kontrol grubu K562R hiicrelerinin kontrol
grubuyla kiyaslandiginda 0.92 + 0.07 kat bulunmustur (Sekil 3.24D).

3.7.5. PERK Gen ifadesi

0.2 uM Imatinib uygulanan K562S hiicrelerindeki gen ifadesi K562S kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.74 + 0.29 kat bulunurken, 10 uM Gamitrinib uygulanan
K562S ve kombine 0.2 puM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S
hiicrelerindeki gen ifadeleri sirayla 1.15 + 0.40 ve 2.53 & 1.13 kat artis gostermistir (Sekil
3.24A).

5 uM Imatinib uygulanan K562R hiicrelerindeki gen ifadesi K562R kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.07 + 0.15 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 1.31 = 0.27 ve 1.54 £ 0.26 kat degisimi gostermistir (Sekil 3.24B).

5 uM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicrelerindeki gen ifadesi K562R-adh kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.93 + 0.04 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 1.4340.21 ve 0.92+ 0.13 kat degisimi gostermistir (Sekil 3.24C).
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K562R ve K562R-adh hiicrelerinin kontrol gruplarindaki PERK genin ifadesi K562S
hiicrelerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirayla 1.13 + 0.46 ve 1.52 + 0.40 kat olarak
saptanmigken, K562R-adh hiicrelerindeki kontrol grubu K562R hiicrelerinin kontrol
grubuyla kiyaslandiginda 1.39 £+ 0.21 kat bulunmustur (Sekil 3.24D).
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3.8. Otofajik Gen Ifadeleri

Gamitrinib’in otofaji yolagini tizerindeki etkisini arastimak amaci ile otofajide rol

oynayan BECLIN-1, ATGS5 ve ATG7 genlerinin mRNA ifade seviyelerine bakilmaistir.

3.8.1. BECLIN-1 Gen ifadesi

0.2 uM Imatinib uygulanan K562S hiicrelerindeki gen ifadesi K562S kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.67 + 0.07 kat bulunurken, 10 uM Gamitrinib uygulanan
K562S ve kombine 0.2 puM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S
hiicrelerindeki gen ifadeleri sirayla 2.06 + 0.13 ve 1.65 + 0.31 kat degisimi gostermistir
(Sekil 3.25A).

5 uM Imatinib uygulanan K562R hiicrelerindeki gen ifadesi K562R kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.98+ 0.08 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 1.78 = 0.04 ve 2.04 £ 0.35 kat artis1 gostermistir (Sekil 3.25B).

5 uM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicrelerindeki gen ifadesi K562R-adh kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.93 + 0.09 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 1.12 = 0.07 ve 1.10+ 0.06 kat degisimi gostermistir (Sekil 3.25C).
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K562R ve K562R-adh hiicrelerinin kontrol gruplarindaki BECLINI genin ifadesi
K562S hiicrelerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirayla 1.24 + 0.09 ve 2.65 + 0.11 kat
olarak saptanmisken, K562R-adh hiicrelerindeki kontrol grubu KS562R hiicrelerinin
kontrol grubuyla kiyaslandiginda 2.13 + 0.19 kat bulunmustur (Sekil 3.25D).

3.8.2. ATG 5 Gen ifadesi

0.2 uM Imatinib uygulanan K562S hiicrelerindeki gen ifadesi K562S kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.71 + 0.03 kat bulunurken, 10 uM Gamitrinib uygulanan
K562S ve kombine 0.2 puM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S
hiicrelerindeki gen ifadeleri sirayla 1.01 + 0.88 ve 1.11 + 0.15 kat bulunmustur (Sekil
3.25A).

5 uM Imatinib uygulanan K562R hiicrelerindeki gen ifadesi K562R kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.03+ 0.10 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 1.30 = 0.04 ve 1.37 £ 0.08 kat artis1 gostermistir (Sekil 3.25B).

5 uM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicrelerindeki gen ifadesi K562R-adh kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.14 + 0.09 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 1.32 = 0.12ve 1.30 £ 0.01 kat degisimi gostermistir (Sekil 3.25C).
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K562R ve K562R-adh hiicrelerinin kontrol gruplarindaki ATGS genin ifadesi
K5628 hiicrelerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirayla 0.69 + 0.03 ve 0.81 + 0.05 kat
olarak saptanmisken, K562R-adh hiicrelerindeki kontrol grubu K562R hiicrelerinin
kontrol grubuyla kiyaslandiginda 1.17 + 0.02 kat bulunmustur (Sekil 3.25D).

3.8.3. ATG 7 Gen ifadesi

0.2 uM Imatinib uygulanan K562S hiicrelerindeki gen ifadesi K562S kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.88 + 0.04 kat bulunurken, 10 uM Gamitrinib uygulanan
K562S ve kombine 0.2 puM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S
hiicrelerindeki gen ifadeleri sirayla 1.01 + 0.17 ve 2.29 + 0.66 kat bulunmustur (Sekil
3.25A).

5 uM Imatinib uygulanan K562R hiicrelerindeki gen ifadesi K562R kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.02 + 0.10 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 1.31 = 0.06 ve 1.41 £ 0.12 kat olarak bulunmustur (Sekil 3.25B).

5 uM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicrelerindeki gen ifadesi K562R-adh kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.28 + 0.11 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 1.88 = 0.10ve 1.29 £ 0.09 kat degisimi gostermistir (Sekil 3.25C).

K562R ve K562R-adh hiicrelerinin kontrol gruplarindaki ATG7 genin ifadesi
K562S hiicrelerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirayla 1 + 0.05 ve 1.53 + 0.05 kat
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olarak saptanmisken, K562R-adh hiicrelerindeki kontrol grubu K562R hiicrelerinin

kontrol grubuyla kiyaslandiginda 1.52 + 0.07 kat bulunmustur (Sekil 3.25D).
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3.9. lla¢ Tasiyict Pompalarin Gen Ifadeleri

Gamitrinib’in ilag tastyicit pompalarin gen ifadeleri tizerindeki etkisini aragtirmak
amaci ile MDR-1, MRP-1 ve OCT-1 genlerinin ifadeleri arastirilmistir, elde edilen

sonuglara gore;

3.9.1. MDR-1 gen ifadesi

0.2 uM Imatinib uygulanan K562S hiicrelerindeki gen ifadesi K562S kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.09 + 0.02 kat bulunurken, 10 uM Gamitrinib uygulanan
K5628 hiicrelerindesi gen ifadesi 3.92 + 0.73 kat bulunmustur (Sekil 3.26A).

5 uM Imatinib uygulanan K562R hiicrelerindeki gen ifadesi K562R kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.62+ 0.10 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 0.41 = 0.04 ve 0.46 £ 0.05 kat olarak bulunmustur (Sekil 3.26B).

5 uM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicrelerindeki gen ifadesi K562R-adh kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.92 + 0.13 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 2.21 = 0.09 ve 0.46 + 0.04 kat degisimi gostermistir (Sekil 3.26C).
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K562R ve K562R-adh hiicrelerinin kontrol gruplarindaki MDR-1 genin ifadesi
K562S hiicrelerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirayla 344.36 + 24.12 ve 492.64 +
31.11 kat olarak saptanmisken, K562R-adh hiicrelerindeki kontrol grubu K562R
hiicrelerinin kontrol grubuyla kiyaslandiginda 1.43 + 0.045 kat bulunmustur (Sekil
3.26D).

3.9.2. MRP-1 gen ifadesi

0.2 uM Imatinib uygulanan K562S hiicrelerindeki gen ifadesi K562S kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.22 + 0.11kat bulunurken, 10 uM Gamitrinib uygulanan
K562S ve kombine 0.2 puM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S
hiicrelerindeki gen ifadeleri sirayla 2.54 + 0.15 ve 3.58 £ 0.42 kat artmistir (Sekil 3.26A).

5 uM Imatinib uygulanan K562R hiicrelerindeki gen ifadesi K562R kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.17+ 0.14 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 1.42 = 0.11 ve 1.62 £ 0.25 kat olarak bulunmustur (Sekil 3.26B).

5 uM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicrelerindeki gen ifadesi K562R-adh kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.71 + 0.17 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 1.80 = 0.13 ve 1.59 £ 0.13 kat degisimi gostermistir (Sekil 3.26C).
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K562R ve K562R-adh hiicrelerinin kontrol gruplarindaki MRP-1 genin ifadesi
K562S hiicrelerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirayla 1 =0.12 ve 1.2 £ 0.1 kat olarak

saptanmigken, K562R-adh hiicrelerindeki kontrol grubu K562R hiicrelerinin kontrol
grubuyla kiyaslandiginda 1.2 £ 0.06 kat bulunmustur (Sekil 3.26D).

3.9.3. OCT-1 gen ifadesi

0.2 uM Imatinib uygulanan K562S hiicrelerindeki gen ifadesi K562S kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.34 + 0.60 kat bulunurken, 10 uM Gamitrinib uygulanan
K562S ve kombine 0.2 puM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S
hiicrelerindeki gen ifadeleri sirayla 6.79 £ 3.08 ve 16.22 + 1.59 kat artmistir (Sekil 3.26A).

5 uM Imatinib uygulanan K562R hiicrelerindeki gen ifadesi K562R kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.28 + 0.48 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 3.16 = 0.59 ve 7.17 £ 2.19 kat artis gostermistir (Sekil 3.26B).

5 uM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicrelerindeki gen ifadesi K562R-adh kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.71 + 0.25 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 3.55 + 0.44 ve 2.87 £ 0.64 kat artis1 gostermistir (Sekil 3.26C).

K562R ve K562R-adh hiicrelerinin kontrol gruplarindaki OCT-1 genin ifadesi K562S
hiicrelerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirayla 0.58 + 0.05 ve 1.46 + 0.15 kat olarak
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saptanmigken, K562R-adh hiicrelerindeki kontrol grubu K562R hiicrelerinin kontrol
grubuyla kiyaslandiginda 2.5 & 0.09 kat bulunmustur (Sekil 3.26D).
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3.10. Metabolik Yolaklardaki Genlerin ifadesi

Gamitrinib’in metabolik yolaklardaki genlerin ifadesini etkilemektedir, bu nedenle

HK, PDK-1, PKM-1, PKM-2, LDHA ve LDHB genlerinin ifadesi incelenmistir.

3.10.1. HK Gen ifadesi

0.2 uM Imatinib uygulanan K562S hiicrelerindeki gen ifadesi K562S kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.59 + 0.08 kat bulunurken, 10 uM Gamitrinib uygulanan
K562S ve kombine 0.2 puM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S
hiicrelerindeki gen ifadeleri sirayla 1.49 + 0.25 ve 1.15 £ 0.33 kat degisikligi yapilmistir
(Sekil 3.27A).

5 uM Imatinib uygulanan K562R hiicrelerindeki gen ifadesi K562R kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.15 + 0.14 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 0.52 = 0.08 ve 0.48 + 0.04 kat azalmistir (Sekil 3.27B).

5 uM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicrelerindeki gen ifadesi K562R-adh kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.89 + 0.28 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 5.74 = 1.10 ve 0.75 £ 0.09 kat degisikligi gostermistir (Sekil 3.27C).
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K562R ve K562R-adh hiicrelerinin kontrol gruplarindaki HK1 genin ifadesi K562S
hiicrelerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirayla 0.73 £ 0.12 ve 0.44 £ 0. 01 kat olarak

saptanmigken, K562R-adh hiicrelerindeki kontrol grubu K562R hiicrelerinin kontrol
grubuyla kiyaslandiginda 0.61 + 0.1 kat bulunmustur (Sekil 3.27D).

3.10.2. PKM-1 Gen ifadesi

0.2 uM Imatinib uygulanan K562S hiicrelerindeki gen ifadesi K562S kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.15 + 0.01 kat bulunurken, 10 uM Gamitrinib uygulanan
K562S ve kombine 0.2 puM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S
hiicrelerindeki gen ifadeleri sirayla 2.53 + 0.30 ve 1.62 + 0.33 kat degisikligi yapilmistir
(Sekil 3.27A).

5 uM Imatinib uygulanan K562R hiicrelerindeki gen ifadesi K562R kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.89 + 0.06 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 0.71 = 0.08 ve 0.95 + 0.11 kat azalmistir (Sekil 3.27B).

5 uM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicrelerindeki gen ifadesi K562R-adh kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.99 + 0.08 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 1.84 = 0.09 ve 0.78 £ 0.05 kat degisikligi gostermistir (Sekil 3.27C).
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K562R ve K562R-adh hiicrelerinin kontrol gruplarindaki PKM1 genin ifadesi K562S
hiicrelerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirayla 1.8 + 0.2 ve 1.95 + 0.18 kat olarak

saptanmigken, K562R-adh hiicrelerindeki kontrol grubu K562R hiicrelerinin kontrol
grubuyla kiyaslandiginda 1.08 + 0.02 kat bulunmustur (Sekil 3.27D).

3.10.3. LDHA Gen ifadesi

0.2 uM Imatinib uygulanan K562S hiicrelerindeki gen ifadesi K562S kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.50 + 0.09 kat bulunurken, 10 uM Gamitrinib uygulanan
K562S ve kombine 0.2 puM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S
hiicrelerindeki gen ifadeleri sirayla 0.46 + 0.03 ve 0.32 £ 0.03 kat azalmistir (Sekil 3.25A).

5 uM Imatinib uygulanan K562R hiicrelerindeki gen ifadesi K562R kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1.12 + 0.33 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 0.79 + 0.13 ve 0.27 & 0.04 kat degisikligi bulunmustur (Sekil 3.27B).

5 uM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicrelerindeki gen ifadesi K562R-adh kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 0.65+ 0.05 kat bulunurken, 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R ve kombine 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerindeki
gen ifadeleri sirayla 0.95 = 0.03 ve 0.40 £ 0.0 kat azalmistir (Sekil 3.27C).

K562R ve K562R-adh hiicrelerinin kontrol gruplarindaki LDHA genin ifadesi K562S
hiicrelerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirayla 0.61 = 0.01 ve 0.45 + 0.04 kat olarak

saptanmigken, K562R-adh hiicrelerindeki kontrol grubu K562R hiicrelerinin kontrol
grubuyla kiyaslandiginda 0.73 + 0.07 kat bulunmustur (Sekil 3.27D).
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3.11. Gamitrinib’in ATP Uretimi Uzerindeki Etkisi

Gamitrinib’in hiicrelerin ATP iiretimi tizerindeki etkisi arastirilmistir ve elde edilen

sonuglara gore;

ATP iiretim miktari, K562S hiicrelerinin kontrol grubunda 7.86 = 0.60 iken, 0.2 pM
Imatinib, 10 uM Gamitrinib ve 0.2 uM Imatinib+10 pM Gamitrinib kombine olarak
uygulandiginda ATP miktari sirasiyla 7.85 £1.86, 6.6 + 4.35ve 4.03 + 0.16 bulunmustur
(Sekil 3.28).

K562R hiicrelerinde kontrol grubunda ATP iiretim miktar1 12.03 + 2.54 bulunurken,
5 uM Imatinib, 50 uM Gamitrinib ve 5 uM Imatinib+50 uM Gamitrinib kombine olarak
uygulanan hiicre gruplarinda ATP {iretim mikatr1 sirastyla 8.85 +2.51,2.84 +0.99 ve 1.58
+ 0.21 olarak saptanmistir (Sekil 3.28).

ATP iiretim miktar1 K562R-adh hiicrelerinin kontrol grubunda 8.83 + 0.21
bulunurken, 5 uM Imatinib, 50 pM Gamitrinib ve 5 pM Imatinib+50 uM Gamitrinib
kombine olarak uygulanan hiicre gruplarinda ATP {iretim mikatr1 sirasiyla 6.96 + 1.52,

4.93 + 1.39 ve 1.93 £ 0.5 olarak belirlenmistir (Sekil 3.28).

111



ATP

201

W Kkontrol

ma
BN gami
ima+ gami
0- T I i

)
o
&

nMol/ug protein
o

o

Sekil 3.28. Gamitrinib uygulanan K562S, K562R, K562R-adh hiicrelerinde ATP iiretimi {izerindeki etkisi

3.12. Gamitrinib’in Hiicre Dongiisii Uzerindeki Etkisi

Sekil 3.29°de hiicre dongiisiiniin degisik fazlarinda bulunan hiicreler yiizde olarak

gosterilmistir.

G0/G1 fazindaki hiicre sayisi, K562S Kontrol 32.67 + 2.85, 0.2 uM Imatinib
uygulanan K5628 hiicrelerinde 35.92 + 1.82, 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S 36.41

+ 1.23 ve kombine olarak 0.2 pM Imatinib ve 10 pM Gamitrinib uygulanan hiicrelerde ise
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39.4 + 1.12 olarak bulunmustur. Sadece kombine Imatinib ve Gamitrinib uygulanan
gruptaki hiicre sayist kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur (Sekil 3.30; p<0.05).
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Sekil 3.29. Gamitrinib uygulanan K562S, K562R ve K562R-adh hiicrelerinin hiicre dongiisii analizi

K562R hiicrelerindeki G0/G1fazindaki hiicre sayist sirastyla, K562R kontol (26.14
+ 0.41), 5uM Imatinib uygulanan K562R (28.02 + 0.49), 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R (21.19 £ 0.97) ve kombine olarak 5 uM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R (23.64 + 0.39) bulunmustur (Sekil 3.31).
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GO0/G1 fazinda bulunan K562R-adh hiicrelerinin kontrol grubundaki hiicre sayisi
35.54 + 0.6 iken, SpM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicre sayis1 36.37 + 0.65, 50 pM
Gamitrinib uygulanan K562R-adh hiicre sayis1 21.25 + 0.97 ve kombine olarak 5 pM
Imatinib ve 50 pM Gamitrinib uygulanan K562R-adh hiicre sayis1 20.18 + 0.85 olarak
bulunmustur. Gamitrinib’in tek basina veya Imatinib ile uygulanan gruplardaki hiicre
sayilar1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil

3.32; p<0.001).

Sub G0/G1fazindaki hiicre sayisi, K562S kontrol 0.94+ 0.11, 0.2 uM Imatinib
uygulanan K562S hiicrelerinde 3.04 + 0.12, 10 uM Gamitrinib uygulanan K5628S 4.92 +
0.27 ve kombine olarak 0.2 pM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib uygulanan hiicrelerde ise
13.82 + 0.98 olarak bulunmustur. Gamitirinb’in tek basina veya Imatinib ile uygulanan

gruplardaki hiicre sayilar1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur p<0.001(Sekil 3.30).

K562R hiicrelerindeki GO/G1fazindaki hiicre sayisi sirastyla, K562R kontol (5.22 +
0.30), 5uM Imatinib uygulanan K562R (5.14 + 0.23), 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R (4.39 + 0.30) ve kombine olarak 5 uM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R (14.70 + 0.79) bulunmustur. Sadece kombine Imatinib ve Gamitrinib uygulanan
gruptaki hiicre sayist kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur (Sekil 3.31; p<0.001).

Sub GO/G1 fazinda bulunan K562R-adh hiicrelerinin kontrol grubundaki hiicre
sayist 1.52 +0.73 iken, 5uM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicre sayis1 1.72 + 0.18, 50
uM Gamitrinib uygulananK562R-adh hiicre sayis1 3.7 + 0.24 ve kombine olarak 5 uM
Imatinib ve 50 pM Gamitrinib uygulanan K562R-adh hiicre sayis1 19.01 + 1.21 olarak
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bulunmustur. Gamitirinb’in Imatinib ile uygulanan gruptaki hiicre sayilar1 kontrol grubu

ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 3.32; p<0.001).

S fazindaki hiicre sayis1, K562S kontrol grubunda 16.64 + 0.43, 0.2 uM Imatinib
uygulanan K5628S hiicrelerinde 17.96 + 0.47, 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S 12.60
+0.69 ve kombine olarak 0.2 pM Imatinib ve 10 pM Gamitrinib uygulanan hiicrelerde ise
11.23 + 0.43 olarak bulunmustur. Gamitirinb’in tek basina veya Imatinib ile uygulanan
gruplardaki hiicre sayilar1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur (Sekil 3.30; p<0.001).

K562R hiicrelerindeki S fazindaki hiicre sayisi sirasiyla, K562R kontol (9.9 + 0.23),
5uM Imatinib uygulanan K562R (8.61 + 0.85), 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R (9.92
+ 0.13) ve kombine olarak 5 pM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R (7.83
+ 0.11) bulunmustur. Sadece kombine Imatinib ve Gamitrinib uygulanan gruptaki hiicre
sayist kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil

3.31; p<0.05).

S fazinda bulunan K562R-adh hiicrelerinin kontrol grubundaki hiicre sayisi
10.88+0.21 iken, SuM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicre sayis1 9.88+0.73, 50 uM
Gamitrinib uygulanan K562R-adh hiicre sayis1 9.12+0.086 ve kombine olarak 5 pM
Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R-adh hiicre sayis1 7.49+ 0.38 olarak
bulunmustur. Gamitirinb’in Imatinib ile uygulanan gruptaki hiicre sayilar1 kontrol grubu

ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 3.32; p<0.001).

G2/M fazindaki hiicre sayisi, K562S kontrol grubunda 11.55 + 0.26, 0.2 uM
Imatinib uygulanan K562S hiicrelerinde 9.28 + 0.23, 10 uM Gamitrinib uygulanan K562S
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11.20 £ 0.67 ve kombine olarak 0.2 pM Imatinib ve 10 uM Gamitrinib uygulanan
hiicrelerde ise 8.23 + 0.35 olarak bulunmustur. Imatinib’in tek basina veya Gamitrinib ile
kombine uygulandig1 gruplardaki hiicre sayilar1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 3.30; p<0.05, p<0.001).

K562R hiicrelerindeki G2/M fazindaki hiicre sayisi sirastyla, K562R kontrol (9.37
+ 0.23), 5uM Imatinib uygulanan K562R (7.95 + 0.3), 50 pM Gamitrinib uygulanan
K562R (8.65 £ 0.26) ve kombine olarak 5 uM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan
K562R (6.32 + 0.18) bulunmustur. Sadece kombine Iimatinib ve Gamitrinib uygulanan
gruptaki hiicre sayist kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur (Sekil 3.31; p<0.05).

G2/M fazinda bulunan K562R-adh hiicrelerinin kontrol grubundaki hiicre sayisi
8.84 + 0.47 iken, SuM Imatinib uygulanan K562R-adh hiicre sayis1 6.82 £ 0.66, 50 uM
Gamitrinib uygulanan K562R-adh hiicre sayis1 9.71 + 0.571 ve kombine olarak 5 pM
Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562R-adh hiicre sayis1 5.46 + 0.45 olarak
bulunmustur. Gamitirinb’in Imatinib ile kombine uygulandigi gruptaki hiicre sayilari
kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 3.32;
p<0.001).
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Sekil 3.32. K562R-adh hiicrelerinin hiicre dongiisii analizi

3.13. MitoTracker Red ile Boyanma Sonuglar:

Sekil 3.33’de mitoTracker boyama sonuclar1 yiizde olarak gosterilmistir. Sekil
3.32°de ise total floresan miktarlar1 grafik olarak gosterilmistir. Mitokondri sayisinin

belirlenmesinde mitoTracker red boyas1 kullanilmistir.
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Sekil 3.34°de gosterildigi gibi K562S hiicrelerinde boyanmanin floresan siddeti
13983.83 + 546.51, 0.2 uM Imatinib uygulanan K5628 hiicrelerinde 18964.83 + 1136.18,
10 uM Gamitrinib uygulanan K562S hiicrelerinde 27005.12 + 2448.03 ve kombine olarak
0.2 uM Imatinib ve 10 pM Gamitrinib uygulanan hiicrelerde ise 26572.04 + 2727.05
olarak Olgiilmiistir. Bu sonucglara gore, KS562S hiicrelerinde Gamitrinib ve
Imatinib/Gamitrinib kombinasyonunun mito-red boyanmasini {izerinde anlaml artisa yol

actig1 belirlenmistir (p<0.001).

K562R hiicrelerinde ise, mito-red total floresan miktari kontrol grubunda 8464,25 +
1053,66, 5uM Imatinib uygulanan hiicrelerde 10828.36 + 216.27, 50 uM Gamitrinib
uygulanan hiicrelerde 20439.19 + 4620.12 ve kombine olarak 5 uM Imatinib ve 50 pM
Gamitrinib uygulanan hiicrelerde ise 32579.49 + 626.764 olarak bulunmustur. Bu
sonuglar, K562R hiicrelerine Gamitrinib’in tek basma ve Imatinible kombine
uygulanmasinin kontrol hiicrelerine gore MitoRed boyanmasini anlamli olarak arttirdigini

gostermistir (Sekil 3.34; p<0.001).

K562R-adh hiicrelerinde ise, kontrol, 5 uM Imatinib uygulanan K562R-adh, 50 pM
Gamitrinib uygulanan K562R-adh ve kombine olarak 5 uM Imatinib ve 50 pM Gamitrinib
uygulanan K562R-adh hiicrelerinde MitoRed total floresan miktari sirasiyla 5287.01 +
322.76, 7939.37 +£ 419.71, 11718.88 + 408.05 ve 22594.25 + 759.14 olarak 6l¢iilmiistiir.
Buna gore, Gamitrinib uygulanan ve Gamitrinib/Imatinib uygulanan K562R-adh
hiicrelerinde tedavisiz K562R-adh hiicrelerine gére MitoRed boyanma siddeti anlaml

olarak artmig bulunmustur (sirastyla p<0.05 ve p<0.001).
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Sekil 3.33. K562S, K562R , K562R-adh hiicrelerinin mitoTracker-red analizi
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Sekil 3.34. K562S, K562R, K562R-adh hiicrelerinin mitoTracker-red analiz grafigi

3.14. p-Glikoprotein Aktivitesinin Tayini icin Rh123 Boyanma Sonug¢lar:

MDR1(p-Glikoprotein) aktivitesinin bir gostergesi olan, Rh123 boyanmasi
sonuclar1 yiizde olarak sekil 3.35’te goOsterilmistir. Rh123 boyasmin hiicre i¢indeki
birikimin sekil 3.36°de grafik olarak gosterilmistir.
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Bu sonuglara gore, K562S hiicrelerinde floresan siddeti 358586.84 + 18955.53; 0.2
uM Imatinib uygulanan K5628S hiicrelerinde 228695.22 + 14597.30 10 pM Gamitrinib
uygulanan K5628 hiicrelerinde 62528.43 + 2403.23 ve kombine olarak 0.2 pM Imatinib
ve 10 uM Gamitrinib uygulanan hiicrelerde 22855.66 + 3258.37 olarak Ol¢iilmiistiir. Bu
sonuglara gére, Gamitrinib ve Imatinib Gamitrinib kombinasyonu uygulanan K562S
hiicrelerinde kontrol hiicrelerine gore floresan siddetinin anlamli olarak azaldigi, MDR

fonksiyonunun arttig1 saptanmistir (Sekil 3.36; p<0.001).

K562R hiicrelerinde ise, total floresan miktart kontrol grubunda 8053.04+803.02,
5uM Imatinib uygulanan hiicrelerde 8113.86 + 631.30, 50 uM Gamitrinib uygulanan
hiicrelerde 21863.37 + 771.89 ve kombine olarak 5 uM Imatinib ve 50 pM Gamitrinib
uygulanan hiicrelerde 23280.46 + 462.90 olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore, K562R
hiicrelerinde Imatinib ve Gamitrinibin tek basina ve kombine uygulamalarinin Rh123

boyanmasi tizerinde anlamli etki sergilemedigi belirlenmistir (Sekil 3.36; p>0.05).

K562R-adh hiicrelerinde, kontrol, 5uM Imatinib uygulanan K562R-adh, 50 pM
Gamitrinib uygulanan K562R-adh ve kombine olarak 5 uM Imatinib ve 50 pM Gamitrinib
uygulanan K562R-adh hiicrelerde total floresan miktari sirasiyla 6546.984+894.99,
9713.55 + 1061.60, 6784.40 + 371.58 ve 22800.41 + 1681.11 olarak saptanmistir. Bu
sonuglara gore, KS6R-adh hiicrelerinde ilag uygulamalar1 Rh123 boyanmasi tizerindeki

etkileri anlamli olarak farkli bulunmamistir (Sekil 3.36; p>0.05).
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Sekil 3.36.K562S, K562R, K562R-adh hiicrelerinin rhodamine123 grafigi
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3.15. Mitokondriyal Membran Potansiyeli Sonug¢lar:

TMRE boyanma sonuglaria gére CCCP uygulanan, madde uygulanmayan kontrol,
5uM Imatinib uygulanan, 50 uM Gamitrinib uygulanan ve kombine olarak 5 uM Imatinib
ve 50 uM Gamitrinib uygulanan K562S hiicrelerinde total floresan miktarlar1 sirasiyla
52841.48 + 1757.28, 101521.58 + 3913.54, 120720,81 + 7186,83, 71627.60 + 1134.27,
ve 38162.79 + 1325.85 olarak Ol¢iilmiistiir. Bu sonuglara gére, TMRE boyanma siddeti
CCCP, Gamitrinib ve Imatinib/Gamitrinib uygulanan hiicrelerde K562S hiicrelerine gore
anlamli (p<0.001) olarak azalirken, Imatinib uygulanan K562S hiicrelerinde ise anlamli

olarak artmistir (Sekil 3.37).

K562R hiicrelerinde ise CCCP uygulanan hiicrelerdeki TMRE floresan siddeti
6365.87 + 485.04 olarak olciilirken madde uygulanmayan kontrol, 5 uM Imatinib
uygulanan, 50 pM Gamitrinib uygulanan ve kombine olarak 5 uM Imatinib ve 50 pM
Gamitrinib uygulanan K562R hiicrelerinde sirasiyla 20020.26 + 570.68, 54746.30 +
4254.74, 18520.67 £271.57 ve 17641.78 + 2120.70 olarak dl¢iilmiistiir. Bu sonuglara gore
CCCP uygulanan ve Imatinib uygulanan K562R hiicrelerinde TMRE floresan siddetinde
anlamli azalma (p<0.001) saptanmistir. Gamitrinib ve Imatinib+Gamitrinib uygulanmasi
kontrol grubuna gore TMRE floresan siddetini azaltsa da bu azalma anlamh

bulunmamastir (Sekil 3.37).

K562R-adh hiicrelerinde, total floresan miktar1 CCCP uygulanan grupta 3494.0967
+ 196.36, kontrol grubunda 19938.17 + 1230.52, 5 uM Imatinib uygulanan hiicrelerde
33602.74 + 2847.27, 50 uM Gamitrinib uygulanan hiicrelerde 23904.24 + 300.31 ve
kombine olarak 5 uM Imatinib ve 50 uM Gamitrinib uygulanan hiicrelerde ise 12242.63
+ 597.24 bulunmustur. TMRE boyanmasi CCCP uygulanan hiicrelerde kontrol grubuna

gore anlamli (p<0.001) olarak azalmis, Imatinib uygulanan hiicrelerde ise anlaml
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(p<0.001) olarak artmistir. TMRE floresan siddeti diger ilag uygulanan K562R-adh
hiicrelerle kontrol K562R-adh hiicreler arasinda anlamli farklilik sergilememistir (Sekil

3.37).

TMRE
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Sekil 3.37. K562S, K562R, K562R-adh hiicrelerinin TMRE grafigi
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3.16. Mitobiyogenez Analizi

Calismamizda biri mitokondriyal DNA (mtDNA) tarafindan kodlanan Kompleks
IV’ {in (COX-I) 1. altbirimi olan MTCO1 proteinine digeri ise Kompleks II'nin (SDH-A)
70 kDa’luk alt {initesini olugturan ve niikleer DNA tarafindan kodlanan SDHA proteinine
ozgii antikorlar kullanilarak hiicrelerde bu iki protein arasindaki oranin akim sitometri
yontemi ile degerlendirmesi yapilmistir. MTCO1/SDHA oranindaki degisimler
biyogenezdeki degisimleri saptamamiza olanacak saglamistir.  Hiicrelerdeki
mitobiyogenez orani sirasiyla K562S hiicrelerinde 1 iken, Imatinib, Gamitrinib ve
kombine uygulanan K562S hiicrelerinde bu oran sirayla 1.18 +0.78 (p<0.05), 1.39 + 0.84
(p<0.001) ve 1.5 £+ 0.88 (p<0.001) olark bulunmustur. K562R hiicrelerde ise kontrol grubu
1 olarak hesaplanirken, imatinib, Gamitrinib ve kombine ilag uygulanan grupta sirayla
1.21 £ 0.076 (p<0.05), 1.26 + 0.62 (p<0.001) ve 1.48 + 0.88 (p<0.001) oraninda
bulunmustur. K562R-adh hiicrelerinde kontrol grubunda oran 1 olarak hesaplanirken
Imatinib, Gamitrinib ve kombine uygulanan hiicrelerde sirayla 1.16 + 0.05, 1.05 + 0.30
vel.51 £0.49 (p<0.001) orani ile hesaplanmistir (Sekil 3.38).
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4. TARTISMA

BCR-ABL fiizyon proteinin olusmasi ile tanimlanan KML miyeloproliferatif bir
hastaliktir. BCR-ABL fiizyon proteini yiiksek tirozin kinaz aktivitesine sahiptir, bu
nedenle KML tedavisinde tirozin kinaz inhibitdrleri kullanilmaktadir. imatinib birinci
nesil tirozin kinaz olarak, KML tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak tedavi siirecinde,
bazi hastalarda Imatinib’e kars1 diren¢ gelisimine, tedavinin basarisiz olmasina ve

hastaligin tekrarlamasina neden olmaktadir.

KML’de ilag¢ direncinden sorumlu mekanizmalarin arastirildigi bu tez calismasinda,
Imatinib’e duyarli K562S ve kendi laboratuvarimizda 5 pM Imatinibe kars: direngli hale
getidigimiz K562R hiicreler kullanilmistir.

Direncli hiicrelerin kiiltiirii esnasinda, imatinib’in varliginda belli bir hiicre
poplilasyonun yapisan hiicre 6zelligi gosterdigi tespit edilmistir ve bu hiicrelere K562R-

adh ad1 verilmistir.

Yapisan bu hiicre popiilasyonunun KML kokenli oldugundan emin olmak amaci ile,
qRT-PCR ve FISH teknigiyle BCR-ABL geninin hem mRNA seviyesinde ve hem protein

seviyesinde varlig1 gosterilmistir.

Puissant ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alisma da aym seklide Imatinib varliginda
direngli hale getirdikleri K562 hiicrelerinin kiiltiirii esnasinda yapisan hiicrelerin varligi
tanimlanmistir (Puissant ve ark., 2012). Bu ¢alismada K562 yapisan hiicrelerin kok hiicre

ozelliklerini tasidigi ve EMT’nin gergeklestigini gdstermek amaci ile hiicre ylizey
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glikoproteini olan ve hiicreler arasi etkilesimden, hiicre adezyonu ve go¢ etmesinden
sorumlu olan CD44 ve CD24 ifadeleri arastirilip, bunun sonucunda K562 yapisan
hiicrelerinde (IM-adh), CD44’lin yiiksek ifade oldugu ve CD24 ifadesinin azaldigi
gosterilmistir. Diger yandan duyarli IM-S hiicrelerde CD44 5% /CD24 Y™ olarak

bulunmustur (Puissant ve ark., 2012).

CD24 ve CD44, her ikisi hiicre yiizey glikoproteinleri olarak hiicreler arasi
etkilesimden, hiicre go¢ii ve adezyonundan gorev almaktadirlar. Her ne kadar CD44 ¢ok
sayida memeli hiicre tipinde ifade ediliyor ve lenfosit aktivasyonu, resirkiilasyon
(dolasim), homing ve hematopoezi igeren bir ¢ok ¢esitli hiicresel fonksiyonlara katilsa da,
CD24 ifadesi cogu B lenfositi ve farklilasan noroblastlarla sinirlidir (Gires 2011). Normal
olarak embriyonik gelisimden sonra susturulmus EMT programlari, metastaz bolgelerinde
yayilma, kolonizasyon/homing ve cogalmadan sorumlu mezenkimal bir fenotip elde

etmek icin CD44 yiiksek/CD24 diisiik hiicreler tarafindan yeniden aktive edilir.

Bu tez ¢alismasinda da Puissant ve arkadaglarinin sonuglari ile uyumlu olarak
K562R-adh ve K562R hiicre populasyonunda K5628S hiicreleri ile kiyaslandiginda gen
ifadeleri CD44 Y™ / D24 olarak bulunmustur.

Bu sonugclara istinaden, K562R-adh hiicrelerinde hiicre karakterizasyonunu daha
detayli incelemek amaci ile K562S, K562R ve K562R-adh hiicrelerinde integrin ve kanser

kok hiicre panelinde bulunan bir¢ok genin ifadesi PCR array ile arastirilmistir.

Integrin panelinde yer alan ve sadece K562R-adh hiicrelerde K562R hiicrelerine

kiyasla 2 kat ve lizerinde ifade artis1 gdsteren genler en yiiksek kat artisindan en diisiik kat
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artisina dogru siralandiginda, COL4A2, FN1, ITGAS, ITGA4; CTNNAI1, ECMI,
LAMCI1 ve CNTNI1 genleri olarak bulunmustur.

K562R-adh hiicrelerinde K562R hiicrelerine gore 23.14 kat artisla en fazla kat ifade
artigini sergileyen COL4A2 (kolajen tip 4 alfa 2) geni, bazal membranlarin baslica yapisal
bileseni olan tip 4 kolajenin alt iinitelerinden birini kodlama fonksiyonunu iistlenmektedir.
Bu alt tinitenin kanstatin olarak adlandirilan C-terminal kisminin, anjiyogenezin ve timor
biiylimesinin bir inhibitorii oldugu bilinmektedir

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1284). COL4A2’nin, baglanma partnerleriyle dogru

etkilesimi, bazal membranda kollajen yapmin bir arada kalmasini ve bdylece bazal
membranin biitlinliglinii saglamaktadir. Bu etkilesimdeki bozukluklar ECM’de defektlere
ve kanser anjiyogenezine yol agabilmektedir (Kurban ve ark., 2008). Literatiirde
COL4A2’nin kanserle iligkisine dair cesitli 6nemli bulgular ortaya konulmustur. 2007
yilinda yapilmis bir ¢aligmada merkezi sinir sisteminin primer tiimorlerinde, COL4A2
asir1 ifadesi tiimorlerde yiiksek proliferasyon ve zayif prognozla iliskilendirilmistir
(Lukashova-v Zangen ve ark., 2007). Beyin metastazli akciger ve melanoma kanserlerinde
anjiyogenezle iligkili genlerin arastirildigi bir ¢alismada ise, diagnoz yapilan biitiin
gruplarda COL4A2’nin 50 katin {izerinde ifade sergiledigi gosterilmistir (Ilhan-Mutlu ve
ark., 2016). Triple negatif meme kanserinde COL4A2 siRNA’sinin, bu hiicrelerin gogiinii
ve proliferasyonunu baskiladigi bildirilmistir (JingSong ve ark., 2017). Bu c¢alismalarin
yanisira, COL4A2’nin 6zofagus kanserinde diagnostik bir belirte¢ oldugu (Warnecke-
Eberz ve ark., 2016) ve prostat kanseri (Zhu ve ark., 2015), gastrik kanser (Mitchell ve
ark., 2014) ve over kanseri (Brown ve ark., 2015) gibi farkli kanserlerin patogenezinde de
rol oynadigina dair ¢esitli ¢aligmalar bulunmaktadir. COL4A2’nin kanserde ilag direci
gelisimindeki roliiniin dogrudan arastirildigi bir ¢aligmaya literatiirde rastlanmamastir.
Ancak, 2012 yilinda yapilmis olan bir caligmada periton yayiliml gastrik kanserin rodent
modelinde sisplatinin MDR1 ifadesini arttirdigi ve p38 MAPK inhibitorii ve sisplatin
kombinasyonunun ise MDR1 ifadesini azaltmanin yanisira COL4A?2 ifadesini de azalttig1

ve karin yayilimh gastrik kanserin tedavisinde basarili etkiler sergiledigi bildirilmistir
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(Graziosi ve ark., 2012). Literatiirde COL4A2’nin 16semi ve ilag direngli l6semi
hiicrelerindeki roliiniin arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmamaistir. Bu tez ¢alismamizda
elde edilen bulgular, COL4A2’nin, ila¢ diren¢li 16semi hiicrelerinin adherensinde
fonksiyon gosteriyor olabilecegine isaret etmektedir. Boylece, adheren karakterli ilag
direngli KML hiicrelerinde bu genin hedeflenmesi, terapétik bir yaklagim gelistirilmesine

olanak saglayabilir.

Integrin panelinde yer alan bir bagka gen olan FN1 (fibronektin 1) geni de K562R-
adh hiicrelerinde K562R hiicrelerine gore 6,62 kat artig sergilemistir. Fibronektin geni,
plazmada c¢oziiniir dimerik bir formda bulunan bir glikoprotein olan fibronektini
kodlamaktadir. Fibronektin, hiicre adhezyonu ve goc prosesleri ile yakindan iligkilidir

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2335). Fibronektinin farkli tipteki kanserlerdeki

roliine iligkin ¢esitli calismalar bulunmaktadir. FN1 upregiilasyonunun pankreatik kanal
adenokarsinomunun esansiyel bir histolojik 6zelligi olan tiip olusturarak biiyiimede ve
agresif invazyonda rol oynadig: bildirilmistir (Yamaguchi ve ark., 2019). FN1 geninin
ifadesi ayrica, lenf nodu metastazli papiller tiroid kanserinde relapsla (Zhai ve ark., 2019),
kolon kanserinde metastazla (Xie ve ark., 2019) adenokarsinomada zay1f hayatta kalimla
(Alshabi ve ark., 2019), gastrik kanserde EMT gecisiyle ve zayif prognozla
iligkilendirilmig(B. Xu ve ark., 2019), oral skuamoz hiicre karsinomunda ise
inhibisyonunun, kanser gelisimini baskiladigi bildirilmistir (Chen ve ark., 2019).
Fibronektinin ayrica akut myelojen l6semiye ilerleyen myelodisplastik sendromda da
artmig ifade sergiledigi belirlenmistir (Mahadevan ve ark., 2006). Bu ¢alismalarda genel
olarak FN1’deki artisin kanser patogenezinde olumsuz bir rol iistlendigi ortaya
cikmaktadir. FN1’in kanser ila¢ direncindeki roliiniin arastirildigi ¢aligmalarda ise,
FN1’in taksana direngli over kanserinde (Duran ve ark., 2017) ve vinkristine direngli
multiple myeloma hiicrelerinde arttig1 (Mutlu ve ark., 2012), ifadesinin akciger kanserinde
docetaksel direnci ile korelasyon sergiledigi (Qin ve ark., 2016) ve FN1 inhibisyonunun
ilag direncli meme kanserinde ilaca duyarliligi arttirdigi (Yang ve ark., 2017)

bildirilmigtir. Bizim de ¢alismamizda ilag direncli K562R hiicrelerin yiiksek aderan
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ozellik gosteren K562R-adh fraksiyonunda bu genin ifadesini artmis olarak bulmamiz,
direngli hiicrelerin bu alt populasyonunda bu genin ayirici bir belirteg ve bir terapi hedefi
olabilecegine isaret etmektedir.

Sonuglarimiza gore, integrin panelinde K562R-adh hiicrelerinde K562R hiicrelerine
gore en fazla artig sergileyen 3. gen, 6 kat fazla artis sergileyen ITGAS (integrin subunit
alpha 5) genidir. ITGAS geninin kanser hiicrelerinin hayatta kalimi, invazivligi ve ilag
direnci gelistirmesiyle iliskisine dair cesitli ¢aligmalar bulunmaktadir. ITGAS geninin
ifadesi, prostat kanseri hiicrelerinde apoptoza diren¢ ve invazivlikle (Martinucci ve ark.,
2019), akciger adenokarsinoma hiicrelerinde zayif prognozla (Yin ve ark., 2016) ve
pankreatif duktal adenokarsinoma hiicrelerinde ilag direnciyle iliskilendirilmistir (Wang
ve ark.,, 2015). Azasitidine cevap vermeyen hematopoietik projenitdr hiicrelerin
sessizliginde de ITGAS sinyal yolaginin gorev yaptigi bildirilmistir (Unnikrishnan ve ark.,
2017). Bu literatiir bulgulari, ITGAS geninin terapi direnci, invazivlik ve zayif prognozla
iliskili olduguna isaret etmektedir, bizim bulgularimiz da literatiirle uyumlu olarak daha
agresif Ozellik sergileyen K562adh hiicrelerde ITGAS geninin yiiksek ifadesini ortaya
koymustur. Ayrica, tez ¢alismamizda elde ettigimiz K56Radh hiicrelerinin sergiledigi
yiiksek ITGAS ifadesi, adheren ve siispanse direngli hiicreler i¢in ayirici bir belirteg, bir
terapi hedefi olabilir. Bu hiicrelerin siispanse KS562R hiicrelerinden ayriminin
yapilmasinda bir belirte¢ ve bunun yanisira adherens sergileyen direncli hiicrelerin

ortadan kaldirilmasinda bir terapi hedefi olarak diisiiniilebilir.

Integrin sinyal aginda gorev yapan NCAMI (neural cell adhesion molecule 1) geni
de K562R-adh hiicrelerinde K562R hiicrelerine gore 5.19 kat artisla en fazla artis
sergileyen 4. gen olarak bulunmustur. Bu gen, immiinglobulin siiper ailesinin bir liyesi
olan bir hiicre adhezyon proteinini kodlar. Bu protein, gelisim ve farklilagma sirasinda
hiicre hiicre interaksiyonlarindan ve hiicre-matriks interaksiyonlarindan sorumludur

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4684). NCAMI1’in kanserdeki roliine iliskin

yapilmis c¢alismalarda, NCAMUI’in pediatrik Wilms tiimoriinde, heterojen bir hiicre

populasyonunun icerdigi kiiclik bir hiicre fraksiyonunu olusturan kanser kok hiicre
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fraksiyonunun iki belirtecinden biri olarak belirlenmistir (Shukrun ve ark., 2014). Nadir
gorillen bir hematolojik malignansi olan blastik plazmasitoid dendritik hiicre
neoplazminda NCAMI ifade olunan genler arasinda belirlenmistir (Shukrun ve ark.,
2014). Difiiz biiyiik B hiicre lenfomasinda da NCAM1’in anormal ifadelendigi ve B hiicre
lenfoma alt tiplerinin belirlenmesi ve izlenmesinde kullanilabilecegi Onerilmistir
(Stacchini ve ark., 2012). Literatiirde NCAMI’in kemoterapi direnci ile iliskisi de
arastirtlmis ve ilaca direngli ve yiiksek agresiflik sergileyen olgun NK/T-hiicre neoplazmi
olan ekstranodal NK/T-hiicre lenfomasinda belirli 6l¢iide CD56 fenotipik ifadesi tipik
olarak saptanmistir ve nazal tipteki ekstranodal NK/T-hiicre lenfomasinda bu genin
belirteg olabilecegi onerilmistir (Tse ve Kwong 2016, Hu ve Oki 2018). Bu ¢alismalarla
paralel olarak, calisgmamizda elde edilen bulgulardan hareketle, adheren ve adheren
olmayan direngli KML hiicrelerimiz arasindaki ifade farkliligina dayanarak, direncli
KML hiicrelerinin alt populasyonlarinin belirlenmesinde ve takibinde NCAMI1 geni

kullanilabilir.

Calismamizda K562R-adh hiicrelerde K562R hiicrelerine gore artmig ifade
sergileyen bir diger gen olan Hyaluronan synthase 1 (HAS1) geni, integrin yolaginda yer
alan ve hyaluronan sentezinden sorumlu enzimi kodlayan gendir. Hyaluronan veya
hyaluronik asit (HA), bakterilerden memelilere kadar ¢ok ¢esitli organizmalar tarafindan
sentezlenen yiiksek molekiiler agirlikli, dallanmamis bir polisakarittir ve hiicre disi
matriksin bir bilesenidir. HA'nin, 10kosit reseptdrii CD44 ile etkilesimi, lokositler
tarafindan dokuya 0zgii aramada Onemlidir ve HA reseptorlerinin asir1 ekspresyonu,

timOor metastazi ile korelasyon gostermektedir (https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/

gene/3036). Kanserlerin biiylik cogunlugunda hyaluronan seviyeleri, artmis malignite ve
kotii prognoz ile dogrudan iliskilidir. Prostat kanserinde, 6rnegin, tiimor stromasinda
artmis HA, hiicre proliferasyonunda artis ve zayif prognoz ile baglantili bulunmustur
(Josefsson ve ark., 2011). Meme kanseri {lizerinde yapilan klinik ¢aligmalar, daha yiiksek
istilac1 potansiyel sergileyen kanser hiicrelerinde LMW - HA ekspresyonunun arttigini

gostermistir (Wu ve ark., 2015). Ayrica, HER2 - pozitif meme tiimorleri ve perineoplastik
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stromadaki yliksek stromal HA boyama diizeyi, lenf nodu pozitif meme kanseri ve azalmis
sagkalim ile iliskilendirilmistir (Auvinen ve ark., 2013). Ileri evre mesane kanseri
hastalarinin idrarinda (Morera ve ark., 2017) ve ileri evre bag boyun boynu skuamdéz
hiicreli karsinom hastalarinin tiikiiriglinde yiiksek CD44 ekspresyonu ile birlikte yiiksek
konsantrasyonlarda LMW - HA tespit edilmistir (Cohen ve ark., 2017). Biitiin bu
caligmalar, Ozellikle timor stromasindaki yiiksek HA seviyeleri ile pro-tiimdrijenik
mekanizmalar ve neoplastik progresyon arasinda gii¢lii bir korelasyon oldugunu ortaya
koymaktadir (Schwertfeger ve ark., 2015). Bununla birlikte, HA'nin kanserdeki rolii
oldukc¢a karmagiktir ve baz1 malignitelerin HA igerigini azalttig1 da bildirildigi i¢in biraz
tartismalidir. Ornegin, kotii farklilasmis skuaméz hiicreli karsinomlar, tiimérle iliskili
stromadaki sabit HA ekspresyonuna ragmen diisik HA konsantrasyonu gosterir
(Boregowda ve ark., 2006). Ayrica, evre I kutan6z melanomlarinin HA reseptorii CD44
seviyesinde azalma gosterdigi bildirilmistir (Karjalainen ve ark., 2000). Bizim
calisgmamizda HAS1’in K562R-adh hiicrelerde K562R hiicrelere gore artmis ifade
sergiledigi bulunmustur. Bu artisin, hiicrelerin yilizeye tutunma yeteneginin degismesine
ve ekstraseliiler matriksin tekrar modellenmesine yol agabilecek gen ifade artislari

arasinda olabilecegi diistiniilmektedir.

Integrin panelinde yer alan ve K562R adh hiicrelerde K562R hiicrelerine gore 3.8
kat ifade artis1 sergileyen PECAM-1 (CD31) geni, ¢esitli hematopoetik hiicrelerde ve
endotel hiicrelerinde ifade edilen immiinoreseptdr tirozin bazli inhibitér motif (ITIM)
iceren bir yiizey glikoproteinidir. PECAM-1'in yapisma, go¢ ve apoptozun
diizenlenmesinde rol oynadigi gdsterilmistir. Imatinib ile indiiklenen apoptozu inhibe
etmektedir. PECAM-1'in, Imatinib duyarliliklarim1 modiile etmek igcin BCR / ABL
eksprese eden hiicrelerin yapismasinin yani sira apoptozun diizenlenmesinde rol
oynayabilecegi Onerilmistir ve Ph + 16semilerde terapotik hedef igin olasi bir aday olarak
goriilmektedir. BCR / ABL eksprese eden hiicrelerde PECAM-1'in asir1 ifadesi, hiicre
yapigmasint arttirmaktadir ve kismen ITIM'den bagimsiz bir sekilde mitokondri

depolarizasyonunu ve kaspaz-3 yarilmasini igeren Imatinib kaynakli apoptozu kismen
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inhibe etmektedir (Wu ve ark., 2013). CD31, epitelyal-mezenkimal gecisi indiikleyerek
hepatoseliiler karsinomda tiimdr metastaz1 baslatir. ITGB1-FAK-Akt sinyal yolu CD31
icin epitelyal-mezenkimal ge¢isi indiiklemesi icin kritik dneme sahiptir (Y. Y. Zhang ve
ark., 2018). Calismamizda K562R-adh hiicrelerinde K562R hiicrelerine gore saptanmis
olan artmis PECAM-1 ifadesinin, bu literatiir bulgulariyla uyumlu olarak, K562R

hiicrelerinin yapigma 6zelligi kazanmasinda gorev yaptig1 diisiiniilmektedir.

Integrin panelinde yer alan ITGA1 (Integrin subunit alpha 1) ve ICAM1 genleri de
K562R-adh hiicrelerinde K562R hiicrelerine gore sirasiyla 3.37 ve 3.27 kat artisla daha
fazla ifade sergilemiglerdir. ITGA1 geni, integrin reseptorlerinin alfa 1 alt {initesini
kodlamaktadir. ITGA1l'in over kanserinde ilag direncinin diizenlenmesinde gorev
alabilecegi ve over kanserinin prognozu i¢in potansiyel bir biyolojik belirte¢ olarak
kullanilabilecegi Onerilmistir (Wei ve ark.,2008). Pankreas duktal adenokarsinomu
hiicrelerinde ise ITGA1'in TGFB/kolajen kaynakli EMT ve metastaz igin gerekli oldugu
ve ITGA1'in yeni bir biyobelirtec ve hasta sonuglarini iyilestirmek i¢in yararlanilabilecek
bir hedef oldugu gosterilmistir (Gharibi ve ark., 2017). Elde ettigimiz sonuglara gore,
artmis ITGA1 ifadesi, literatiir bulgulariyla paralel olarak direngli hiicrelerimizin
adherens sergileyen alt populasyonunda EMT gecisinin bir ifadesi olabilir. Direngli
aderan hiicrelerde artmis ifade sergileyen ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1)
geni ise endoteliyal hiicrelerde ve immiin sistem hiicreleri {izerinde ifade olan bir
glikoproteini kodlar. ilaca diren¢ gdsteren multiple myeloma hastalarinda, ICAM-1
ekspresyonu ilaca yanit veren hastalardan anlamli olarak daha yiiksek bulunmus ve
ICAM-1"in, ilaca cevap vermeyen hastalarin tanimlanmasinda molekiiler belirteg¢ olarak
kullanilmasi 6nerilmistir (Schmidmaier ve ark., 2006). Son yapilan ¢alismalarda, [CAM1
hepatoseliiler karsinoma kok hiicrelerinin bir belirteci olarak kullanilmaya baslanmistir
(Liu ve ark., 2013). ICAM1'in, yiiksek seviyede stemness faktorlerini ifade eden 6zofagus
kanseri hiicrelerinde yiiksek seviyede exprese oldugu ve ICAMI1'in ekspresyonunun
yiiksek oldugu, fare xenotransplantasyon modelinde kanser hiicresi kiitle veya sferoid

olusumuna, ilaca direncine ve tlimorigenezise katkida bulundugu gosterilmistir (Tsai ve
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ark., 2015). Caligmamizda elde ettigimiz direngli adherent hiicrelerde siispanse direngli
hiicrelere gore artmig ICAMI1 ifadesinin, literatiir bulgulariyla paralel olarak, adherent
direncli hiicrelerde ilaca yanit1 azalttig1 diislintilmektedir. Diger anlaml fark sergileyen
genlere benzer sekilde bu gen de ayrica bu hiicrelerin ayriminda belirteg olarak

kullanilabilir.

Calismamizda integrin panelinde yer alan ITGA6 (Integrin subunit alpha 6) geni
K562R-adh hiicrelerinde K562R hiicrelerine gore 3.24 kat artis gostermistir.

K562R-adh hiicrelerinde artmis ifade sergileyen ITGAG6 (integrin alfa 6) nin yiiksek
ifadesinin pankreatik kanserlerde invazyon ve metastazi baslattig1 ve kotii prognozun bir
belirteci oldugu bildirilmigtir (Wu ve ark., 2019). ITGA6'min HIF'ye bagh
diizenlemesinin, meme kanserlerinde KKH ve metastatik fenotipleri arttirdigi bir
mekanizma oldugunu gosterilmistir (Brooks ve ark., 2016). ITGA®6, over kanseri ve ilag
direnci ile anlamli sekilde iligkili bulunmustur. ITGA6'nin yiiksek ifadesi tedaviye kotii
sonugla iligskilendirilmis ve ITGA6'nin over kanserinde ilag direncinin diizenlenmesindeki
roliiniin daha iyi anlasilmasi ile over kanserinin prognozu i¢in potansiyel bir belirte¢
olabilecegini gostermislerdir (Wei ve ark., 2019). Integrin a6 (ITGA6) 'nin Artmis
Ifadesinin, akut Losemilerde Ila¢ Direncini Arttirdig1 da bildirilmistir (Yamakawa ve ark.,
2012). Bir baska integrin olan ITGA4 (integrin alfad) inhibisyonunun ilaca direngli pre-
B akut lenfoblastik 16semiyi kemoterapiye duyarli hale getirdigi bildirilmistir. Literatiir
bulgularinda bildirildigi {izere bu genin kotii prognoz ile pozitif korelasyon sergiledigi
dikkate alindiginda, K562R-adh hiicrelerinde bu gen hedeflenerek ila¢ direncinin geri

dondiiriilmesine yonelik terapi yaklagimlar: gelistirilebilir.

Calismamizda, integrin sinyal yolaginda yer alan CTNNAI1 geni de K562R-adh
hiicrelerinde, K562R hiicrelerine gore 2,56 kat artmig ifade sergilemistir. Son yillarda
yapilan caligmalar, CTTNA1’in normal hematopoietik kok hiicrelerde (HSCs) eksprese

edildigini ancak AML’de, insan 16semi baslatici hiicrelerde (human leukemia initiating
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cells (LICs)) ekspresyonunun oldukea diisiik oldugunu gostermistir. PTEN, CEBPalfa ve
CTNNA1 gibi tiimdr baskilayict genlerin fonksiyonunun kaybinin, 16komogenezde
onemli rol oynadig1 gosterilmistir (Fu ve ark., 2010). Cesitli solid tiimorlerden myeloid
malignansilere donilisen insan kanser hiicre serilerinde, CTNNA1 fonksiyon kaybina
neden olan mutasyonlar ya da CTNNAI1 seviyelerinde azalma oldugu ve hastalik
ilerlemesiyle yakindan iligkili oldugu bildirilmistir (Liu ve ark., 2007) ve bizimde

sonuclarimiz bu ¢aligmalarla uyumludur.

Calismamizda K562 R adh hiicrelerde, K562R hiicrelerine gore 2,54 kat artmis ifade
sergileyen hiicre dis1 matriks proteini 1 (ECM1), epiteliyal organlarda ifade edilen ve
hiicre dis1 stroma i¢ine salgilanan bir glikoproteindir (Lee ve ark., 2015). Invaziv duktal
meme karsinomlari, larenks karsinomlari, hepatoseliiler karsinomlar, kolanjio
karsinomalar, 6zofagus skuamoz hiicreli karsinomalar, gastrik, kolorektal, akciger ve
tiroid kanserleri dahil olmak iizere, g¢esitli malignitelerde artan ECM1 ekspresyonu
bildirilmigstir (Kebebew ve ark., 2006, Xiong ve ark., 2012). Hepatoseliiler karsinoma
orneklerinde yiiksek bir ekspresyon sergileyen ECM1, klinikopatolojik verilerle yakindan
iliskilidir ve EMT'yi indiikleyerek hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinin migrasyonunu ve
invazyonunu indiikler (Chen ve ark., 2016). Literatiir bulgulartyla uyumlu olarak, bu tez
calismasinda ECM1 ifadesi K562R-adh hiicrelerde siispanse K562R hiicrelerine kiyasla

artmistir.

K562R-adh hiicrelerimizde K562R hiicrelere gore artis gdsteren integrin panel
genleri arasinda LAMCI1(2.35 kat) ve CNTN1(2.27 kat) de bulunmustur. LAMCI, bir
ekstraseliiler matriks proteini olan ve doku gelisimi, timor hiicre invazyonu ve metastazi
gibi pek ¢ok biyolojik ve patolojik siiregte yer alan laminin y1chain’i kodlar. Yapilan bir
calismada, LAMCI protein ve mRNA diizeylerinin hepatoseliiler karsinoma dokularinda
kanser olmayan dokularla karsilastirildiginda artmis oldugu bulunmustur (Zhang ve ark.,

2017) LAMC1’in glioma ilerlemesinde 6nemli rol oynadigi ve teshis ve tedavide
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kullanilabilecegi belirtilmistir (Liu ve ark., 2019). Calismamizda K562 LAMCI1 gen
ifadesi Radh hiicrelerde, K562R hiicrelerine gore 2,35 kat artmis bulunmustur. Literatiirde

16semi hiicrelerinde LAMCI ifadesinin arastirildigi bir ¢calismaya rastlanmamastir.

Immiinoglobulin (Ig) familyasmnin bir iiyesi olan Contactin-1 (CNTN1), bir néronal
hiicre adezyon molekiilii olarak islev goren bir glikosilfosfatidilinositol (GPI) bagl
ndronal membran proteinidir (Falk ve ark., 2002). CNTNI, insan beyni ve sinir
dokularinda bol miktarda bulunur ve sinir sistemi gelisiminde énemli rol oynar (Bizzoca
ve ark., 2012). Son zamanlarda, ¢esitli ¢calismalar, CNTN1'in, akciger adenokarsinomu,
skuamo6z karsinom, hepatoseliiler karsinom ve mide kanseri gibi birgok kanserin
ilerlemesinin 6nemli bir aract oldugunu ortaya koymustur (Liu ve ark., 2012, H. M. Wu
ve ark., 2012). Calismamizda, literatirde CNTNI1’in kanserlesme ile korelasyon
gosterdigine iliskin bu bulgularla paralel olarak K562 R adh hiicrelerinde, K562R
hiicrelerine gore 2,28 kat artmig CNTN1 ifadesi bulunmustur.

Integrin panelinde yer alan ve calismamizda K562R hiicrelerinde K562S
hiicrelerine gore %50 ve lizerinde kat azalma gdsteren genler yiiksek kat azaligindan diistik
kat azalisina gore siralandiginda ITGB2, MMP10, LAMB3, ADAMTS13, MMP15,
ITGAX, ITGB7 ve THBS2 genleri olarak belirlenmistir.

ITGB2 (Integrin beta zinciri-2, CD18), insanlarda ITGB2 geni tarafindan kodlanan
bir integrin beta zinciri proteinidir. CDI18, hiicresel yapisma ve hiicre yiizeyi
sinyallesmesinde ve ayrica immiin sistemde Onemli roller oynamaktadir. CDI18
ekspresyonundaki eksiklikler, insanlarda dolasimdaki beyaz kan hiicrelerinde yapisma
kusurlarina yol acarak bagisiklik sisteminin yabanci istilacilarla savasma kabiliyetini
azaltir (Arnaout 1990). Calismamizda ise K562R hiicrelerinde K562S hiicrelerine kiyasla

0,01 kat azaldig1 tespit edilmistir. Hiicrelerimizde ITGB2’nin ilag direncinde azalisini
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destekleyen bir ¢alismada ise prednisone, vincristine ve melphalan direnci gelistirilen
RPMI-8226 miyeloma hiicrelerinde mikroarray calismasi yapilmis ve cesitli ECM
elementlerinin ekspresyonlar1 aragtirilmistir. ITGAL ve ITGB2’nin ekspresyonlarinin
vincristine direngli hiicrelerde artarken prednisone direngli hiicre popiilasyonlarinda

azaldig1 tespit edilmistir (Mutlu ve ark., 2012).

Calismamizda, K562R hiicrelerinde K562S hiicrelerine gore azalmis ifade
sergileyen genler arasinda MMP10 ve MMP15 genleri de belirlenmistir. MMP’ler, ECM
proteinlerinin pargalanmasi ve yeniden sekillenmesi ile ilgili stroma bdlmesinde tiretilen,
bir enzim ailesidir. Graudens ve arkadaslari, ila¢ direngli tiimdrlerde MMP kodlayan
genlerin diisiik ifadesini bildirmislerdir (Graudens ve ark., 2006). Calismamizda, bu
literatiir bulgusuna paralel olarak direncli hiicrelerde diisiik MMP-10 ve MMP-15 ifadesi

belirlenmistir.

K562R hiicrelerinde K562S hiicrelerine gore daha diisiik ifadesini belirledigimiz bir
baska gen olan LAMB3 geninin ifade diizeylerinin ise tiroid kanser hastalarinda artmis
olarak bulunmasi bu genin proliferasyon ve metastaz ile iliskili oldugunu ortaya
koymustur (Wang ve ark., 2018). 2010 yilinda yapilmis olan bir diger calismada ise
LAMB3 geninin hipermetilasyonla azalmis ifadesinin kanserde sisplatin direncinde rol
oynuyor olabilecegi Onerilmistir (Chang ve ark., 2010). Bizim de c¢alismamizda bu
literatiirle uyumlu olarak Imatinib direngli K562 hiicrelerinde LAMB3 ifadesi K562S

hiicrelerine kiyasla azalmis olarak belirlenmistir.

Integrin sinyal yolaginda yer alan ve K562R hiicrelerinde K562S hiicrelerine gore
azalmis ifade sergileyen bir gen olan ITGAX ’in HUVEC'lerdeki asir1 ekspresyonunun,
over kanseri hiicrelerinin sferoid olusumunu uyarabildigi ve ITGAX'in kanser gelisimi

sirasinda PI3K / Akt sinyal aracili VEGFR2 / VEGF-A asir1 ekspresyonu yoluyla
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anjiyogenezi uyardigi bildirilmistir (J. Wang ve ark., 2019). Baska calismalarda ise,
ITGAX geni, yeni agresif prostat kanserine ve melanomaya yatkinlik genleri arasinda
bildirilmigtir (Lenci ve ark., 2012, Williams ve ark., 2014). Literatiir bulgular
degerlendirildiginde, kanserlesme siirecinde ITGAX’in genel olarak artmis ifade
sergiledigi bildirilmistir. Calismamizda, literatiirden farkli olarak direngli K562

hiicrelerinde bu genin ifadesi azalmis olarak bulunmustur.

Calismamizda, K562R hiicrelerinde K562S hiicrelerine gore azalmis ifade
sergileyen bir diger gen ise metalloproteinaz olan ADAMTSI13’ tir, bu genin {iriinii olan
protein spesifik olarak, multimerik von Willebrand faktorii (VWF), Tyr1605 ve Met1606
rezidiileri arasinda A2 domaininde yikar. ADAMTSI13, endotel hiicrelere komsu olan,
hepatik satellit hiicrelerinde tretilir. VWF, vaskiiler endotel hiicrelerde sentezlenir ve
plazmaya, biiylikk VWF multimerleri olarak salinir. ADAMTS13 ve VWF arasinda
dengesizlik, VWF multimerlerinin uygunsuz olarak yikilmasina, birikmelerine ve yiiksek
shear stres altinda, platellet trombus olusumunun indiiklenmesine neden olur (Takaya ve
ark., 2019). ADAMTSI13, mikrovaskiilatiirde ateroskleroz ve inmede 6nemli bir koruyucu
etki yaratir. ADAMTSI13’lin plazmadaki seviyelerinin azalmast ve artmig VWF
seviyeleri, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar ile (ateroskleroz, inme ve
vaskiiler yeniden modellenme gibi) iligkilidir (Andersson ve ark., 2012). ADAMTSI3,
calismamizda, direncli hiicrelerde, duyarl hiicrelere gore, 0,24 kat azalmistir. Literatiirde,
kemoterapiye direngli bir intravascular biiyiik B-hiicre lenfomas1 (IVL) hastasinda diisiik
ADAMTSI13 ifadesi bildirilmistir (Kanno ve ark., 2008). Calismamizda elde ettigimiz
bulgular bu yayinla paralellik gostermektedir, direngli K562 hiicrelerinin sergiledigi
diisik ADAMTS13 ifadesi, bu hiicrelerin duyarli hiicrelerden ayriminin yapilmasina ve
takibine iliskin bir belirte¢ ve bir terapdtik hedef olabilir. Literatiirde KML ve Imatinib

direncli KML’de ADAMTSI13 gen ifadesine iligkin bir ¢alismaya rastlanmamastir.
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K562R hiicrelerinde K5628S hiicrelerine gore azalmis ifade sergileyen THBS geni
tarafindan kodlanan protein, trombospondin ailesine aittir. Hiicre-hiicre ve hiicre-matris
etkilesimlerine aracilik eden disiilfit bagli bir homotrimerik glikoproteindir. Bu proteinin,
giiclii bir tiimor biiylimesi ve anjiyogenez inhibitdrii olarak islev gordiigii gosterilmistir

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7058). siHa servikal kanser hiicrelerinde THBS2’nin

azalmig ifadesinin hiicrelerin proliferasyon, invazyon ve migrasyonunu arttirdigi
bildirilmigtir (Sun ve ark., 2019). Ayrica, THBS2 ifadesi artmis olan mesane kanseri
hiicrelerinde ECM-reseptor etkilesimi ile iligkili gen kiimelerinin zengin oldugu ve ayrica
artmis THBS2 ifadesinin diger aday genlerle birlikte mesane kanserinin ilerlemesi ve

prognozu i¢in biyobelirteg olabilecegi bildirilmistir (Shi ve Tian 2019).

Bizim ¢alismamizda, literatiirde yer alan bazi ¢alismalar ile paralel olarak K562R

hiicrelerinde K562S hiicrelerine kiyasla THBS gen ifadesi azalmis olarak bulunmustur.

K562R hiicrelerinde K5628 hiicrelerine gore azalmig ifade sergileyen ITGB7 geni,
integrin siiper ailesinin bir iiyesi olan bir proteini kodlar. Bu ailenin iiyeleri, hiicre dis1
matristen hiicreye sinyal vermede islev yapan adezyon reseptorleridir. Islevsel olarak,
ITGB7'nin shRNA aracili susturulmasinin, hiicre dis1 matriks elemanlarina (fibronektin,
E-kadherin) MM-hiicresi yapismasini azalttigini ve onlar1 bortezomib ve melfalan'a
duyarli hale getiren hiicre yapisma aracili ila¢ direncini (CAM-DR) tersine ¢evirdigi
bildirilmigtir. Bir baska ¢alismada ise, trizomi 12 kronik lenfositik 16semi hiicrelerinde
integrin sinyalizasyonunun arttig1 bildirilmistir (Riches ve ark., 2014). Bu calismalarda da
bildirildigi gibi ITGB7 geni, kanserlesme siirecinde dnemli rol oynayan bir gendir ve bu
nedenle bizim hiicrelerimizde de diren¢ gelisimi sirasinda sergiledigi ifade degisimi

oldukc¢a anlamlidir.
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Kok hiicre paneli genler arasinda yer alan genler arasinda K562R-adh hiicrelerde,
K562R hiicrelerine gore SOX2, KLF4, ALDH1A1 ve CD24 genleri iki kattan daha fazla
artis gostermislerdir. K562R-adh hiicrelerde K562R hiicrelerine gére 10.05 kat artigla en
fazla kat artis1 sergileyen SOX2 (SRY-box transcription factor 2) geni, embriyonik
gelisimin diizenlenmesinde ve hiicre kaderinin belirlenmesinde rol alan SRY ile ilgili
HMG-box (SOX) transkripsiyon faktorleri ailesinin bir tiyesini kodlar. Bu genin {iirlind,
merkezi sinir sistemindeki kok hiicre bakimi i¢in gereklidir ve ayrica midede gen

ekspresyonunu da  diizenler  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6657). SOX2

ekspresyonunun diizensizligi, kanser patogenezine katkida bulunan 6nemli bir faktordiir.
Sayisiz aragtirma, SOX2 gen lokusunun amplifikasyonunun ve artmis SOX2 ifadesinin
kanser ilerlemesini etkiledigini bildirmistir. SOX2 kanser hiicrelerinde proliferasyon,
epitelyal-mezenkimal gecis (EMT), gog¢, istila, metastaz, sferoid ve koloni olusumu,
tiimoriin baslatilmasi, kanser kok hiicre olusumu, apoptoz ve tedaviye direng gibi birgok
ozelligi kontrol eder. Ilging bir sekilde, SOX2’nin sergiledigi etki kanser tipine bagl
olarak degisebilir. Bass ve ark, SOX2 lokusunun 6zofagus ve akciger skuamoz hiicreli
karsinomlarda (SCC'ler) c¢ogaldigint ve bunun sonucunda ger¢eklesen SOX2 ifade
artisinin ankorajdan bagimsiz biiylime ve SCC (skuamoz hiicre karsinoma)'lerin artmasina
yol agtigin1 géstermistir (Bass ve ark., 2009). SOX2’nin kanserdeki ifadesi arastirildiginda
genel olarak artmis ifade profili sergiledigi belirlenmistir. Meme, kolorektal kanser,
ozofagus kanseri, glioblastoma, karaciger kanseri, akciger adenokarsinomu, narofarinks
kanseri, prostat kanseri, sinonasal kanser, kii¢tik hiicreli ve kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanseri, over kanseri ve bag ve boyun kanserinde artmis ifade sergiledigi, gastrik kanserde
ise azalmis ifade sergiledigi bildirilmistir. Kanser gelisiminde ve terapi direncinde 6nemli
rol oynayan faktorlerden biri de kanser kok hiicrelerin varligidir. Kanser kok hiicre (KKH)
modeline gore, timor kitlesi icerisinde tedaviye direncli kiigiik bir kok hiicre benzeri hiicre
poplilasyonu bulunmakta ve bu populasyon bir tiimoriin biiylimesini siirdiirmekte ve
baslangigta basarili bir tedaviden sonra niikslere neden olmaktadir (Kreso ve Dick 2014).
Kanser kok hiicreler, kendini yenileme kapasitesini normal kok hiicrelerle paylastigindan
ve SOX2, pluripotent kok hiicrelerin ‘stemness’mnin korunmasinda 6nemli bir rol

oynadigindan, bir¢ok ¢alismanin SOX2'nin, KKH'nin ‘stemness’ ve kendini yenilemesini
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diizenlemeyle ilgili oldugunu bildirmesi sasirtici degildir. Calismamizda, K562R-adh
hiicrelerinde SOX2 geninin artmis ifade sergilemeleri, bu hiicrelerin K562R hiicrelere
kiyasla daha yogun bir sekilde kok hiicre karakteri kazanmasiyla iligkilendirilebilir.
Meme kanserinde, SOX2 eksprese eden bir kok hiicre popiilasyonunun Ostrojen
reseptorlii antagonisti tamoksifen ile tedaviye direng gosterdigi bildirilmistir. Bu
popiilasyonun biiyiikliigii ve tamoksifene karsi direnci, SOX2 ekspresyonu ile pozitif
yonde iligkilidir (Piva ve ark., 2014). SOX2'nin terapi direnci ile iligkisine ve bu iligkinin
genis bir molekiiler mekanizma araciligiyla gerceklestigine dair bir¢ok calisma
bulunmaktadir. Meme kanseri kok hiicrelerinin paklitaksele duyarliliginin SOX2 varligina
baglt oldugu, SOX2'nin yikilmasimin kemosensitiviteyi arttirarak bu hiicrelerin istila
kapasitesini azalttig saptanmistir (Mukherjee ve ark., 2017). Benzer sekilde, tamoksifene
kars1 direngli olan kok hiicre benzeri fenotipli meme kanseri hiicrelerinin direncinin de
SOX2'in (Piva ve ark., 2014) disiiriilmesiyle ortadan kaldirilabildigi gosterilmistir
(Mukherjee ve ark., 2017). PC3 prostat kanseri hiicrelerindeki yliksek SOX2 seviyelerinin
de, PI3K / Akt yolunu aktive ederek paklitaksele kars1 direnci arttirdigi bildirilmistir (Li
ve ark., 2014). Yumurtalik kanseri hiicre hatlarinin, ektopik olarak SOX2'yi asir1 eksprese
ettikten sonra karboplatin, sisplatin ve paklitaksele karsi direng gelistirdigi bildirilmistir.
Ote yandan, SOX2-pozitif over kanseri hiicrelerinde SOX2'nin baskilanmasinin, onlar1 bu
bilesiklere duyarli hale getirdigi bildirilmistir (Bareiss ve ark., 2013). Prostat kanserinde
oldugu gibi, yumurtalik kanserinde de paklitakselin direncinin PX3K / Akt yolu ile SOX2
tarafindan desteklendigi gosterilmistir (Li ve ark., 2015). Glioblastoma ve
medulloblastomada da SOX2’nin ila¢ direncinin bir aracist oldugu dogrulanmistir
(Vanner ve ark., 2014, Song ve ark., 2016). Gastrik kanserde, doksorubisine kars1 gelisen
kemodirencin, SOX2'nin diisiiriilmesinden sonra azaldigi bildirilmistir (Tian ve ark.,
2012). Yiiksek SOX2 ekspresyonu pankreas kanserinde gemsitabin direncinde de
gosterilmistir (Jia ve ark., 2019). Biitiin bu ¢aligmalar, SOX2’nin farkli kanser tiplerinde
ilag direncinin gelisimi ile korelasyonunu ortaya koymaktadir. Calismamizda K562R
hiicrelerinde K5628 hiicrelerine gore ve K562R-adh hiicrelerde K562R hiicrelerine gore
belirledigimiz artmig SOX2 ifadesi bu calismalarla da paralellik gostermektedir ve
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SOX2’nin tek basina ya da kombine terapilerle hedeflenmesi, direngli K562 hiicre

modelinde direncin ortadan kaldirilmasinda olumlu sonuglar verebilir.

KLF4, K562R-adh hiicrelerde K562R hiicrelerine gore 3,5 kat artis gdstermistir.
Niikleer KLLF4 birikimi, cetuximab ila¢ direnci ile iligkilidir ve nazofarengeal karsinomun
(NPC) kotii prognozunu ongormektedir. NPC hastalarinda KLF4 ekspresyonu ile
epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) biyobelirtegleri arasindaki klinik korelasyonu ortaya
koymuslardir. KLF4'lin stemness fenotipini azaltmak, EMT'yi inhibe etmek ve tiimor
ilerlemesini 6nlemek i¢in NPC'de bir tiimor baskilayici olarak islev gordiigi gosterilmistir
(Li ve ark., 2018). Direngli Burkit lenfoma hiicre hatlarinda KLF4 ekspresyonunun
inhibisyonu, hiicre biiyiimesini inhibe etmektedir ve hiicreleri ilaca bagli apoptoza duyarl
hale getirmistir. KLF4'i asir1 eksprese eden B lenfoma tedavisinde terapotik miidahale
icin hedef olarak kabul edilebilecegini Onerilmistir (Mayra et al.,2015). Bizim
calismamizda da KLF4 gen ekspresyonu, K562R adh hiicrelerde, K562 R hiicrelerde

artmig olmasi bu literatiir bilgileri ile uyumludur.

ALDHI1A1, K562R-adh hiicrelerde, K562R hiicrelerine gore 3,13 kat artis
gostermistir. Erken kok hiicre farklilasmasi i¢in bir kok hiicre marker: olan, aldehit
dehidrojenaz (ALDH), servikal karsinoma hiicrelerinden izole edilen kok hiicre benzeri
hiicrelere ek olarak, servikal epitelyal lezyonlarda ve karsinomda tespit edilebildigi
gosterilmistir (Yao ve ark.,, 2011). ALDHI1AL, aktivitesinin yiiksekligi, pek c¢ok
malignanside, kanser kok hiicre 6zelligi gosteren bir alt populasyonunu karakterize eder
(Liu ve Zheng 2013). ALDH1A1 aktivitesinin inhibisyonunun, ovaryum kanser hiicresi
serilerinde, ilag transporterlarinin ekspresyonunun azalmasina ve kemoterapiye direncin
azalmasma yol actigi gosterilmistir (Januchowski ve ark., 2016). Bu ¢alismada,
ALDHI1AT1 gen ekspresyonunun, K562R- adh hiicrelerde, K562 R hiicrelere yiiksek

olmasi, bu iki hiicrenin ayrilmasinda kullanilabilir.
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CD24, K562R-adh hiicrelerde, K562R hiicrelerine gore 2,81 kat artis gdstermistir.
Lu ve arkadaglarinin 2018 de yaptig1 calismada hepatoseliiler karsinom hiicre hatlarinda
CD24 ekspresyonu ile ilag direnci arasinda bir korelasyon oldugunu saptamislardir (Lu ve
ark., 2018). CD24, literatiirde, diren¢li ve aderan hiicrelerde ilk kez arastirilmistir. Bu

bakimdan direncli hiicrelerin bir alt popiilasyonu olan aderan hiicrelerin ayrilmasi igin

kullanilabilir.

K562R ve K562R-adh hiicrelerinin K562S hiicreleri ile kiyaslandiginda ortak olarak
artan Integrin panelindeki genler: THSB1,VCAN, SELP, ITGB3, ITGB6, COL15A1,
ITGA9, ITGA10 genlerinin KML direngli hiicrelerde ifadesi artmis bulunmustur.

K562R hiicrelerinde K562S hiicrelerine gore ve K562R-adh hiicrelerde K562S
hiicrelerine gore anlamli kat artis1 sergileyen THBS1 geni, hiicreler arasi ve hiicre-matriks
aras1 etkilesimlerine aracilik eden bir adezif glikoproteindir. Bu protein trombosit
agregasyonu, anjiyogenez, helicre adezyonu, gocii ve timor olusumunda rol oynadigi
gosterilmistir (https:// www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7057). Puissant ve akdaslar1 yaptgi
caligmada, Imatinib’e direngli ve yapisan 6zelligi gdsteren K562R hiicrelerdinde THBS
anlamli olarak artmigti (Puissant ve ark., 2012). Bu tez calismasinda da bu calisma ile
uyumlu olarak Imatinib direncli yapisan K562R-adh hiicrelerinde K562S hiicreleri ile

kiyaslandiginda artmis bulunmustur.

K562R hiicrelerinde K562S hiicrelerine gore ve K562R-adh hiicrelerde K562S
hiicrelerine gdre anlamli kat artis1 sergileyen VCAN geni, adezyonu, proliferasyonu, gé¢
ve anjiyogenezde rol oynamaktadir ve doku morfogenezi ve korunmasinda énemli rol
oynamaktadir. VCAN’nin KML’deki imatinib direnciyle ilgili calisma bulunmamaktadir.
Bu tez ¢alismasinda VCAN’nin KML direncinde rolii olabilecegi ilk defa dnerilmistir.
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K562R hiicrelerinde K562S hiicrelerine gore ve K562R-adh hiicrelerde K562S
hiicrelerine gore anlamli kat artis1 sergileyen SLEP geni trombosit aktivasyonu ve
degraniilasyonu sirasinda plazma membranina yeniden dagitir ve aktif endotel
hiicrelerinin veya trombositlerin l16kositlerle etkilegsmesine aracilik etmektedir. Bu tez
calismasinda SLEP geninin yiiksek ifade olmas1 ile KML Imatinib direnci ile ilgili, ilk kez

Onerilmistir.

K562R hiicrelerinde K562S hiicrelerine gore ve K562R-adh hiicrelerde K562S
hiicrelerine gore anlamli kat artis1 sergileyen ITGB3, trombositlerde alfa IIb zinciri ile
birlikte bulunur. Integrinler ayrica hiicre adezyonunda ve hiicre yiizeyi aracili
sinyalizasyonda  yer  alirlar.  (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000259207-
ITGB3/pathology). Direngli hiicre grubumuzun her ikisinde yiiksek ifade edilen
ITGB3’un mezenkimal akciger kanserinde, kemoresistansin indiiklenmesinde, ITGB3

ekspresyonunun yalniz bagina yeterli oldugu gosterilmistir (Hong ve ark., 2018).

ITGB3’iin dahil olmasmin ardindan, FAK/Akt yolagmin aktivasyonu, IM-R Adh

hiicrelerin invazyon ve migrasyonuna aracilik eder (Puissant ve ark., 2012)

Integrin p6 (ITGB6), epitel-spesifik bir integrindir. Oral skuaméz kanserlerde
(OSCC) upregiile olmaktadir ve OSCC’nin ilerleesi ve metastazi ile iligkilidir (M. Xu ve
ark., 2019). KML’deki Imatinib ilaci ile baglanti literatiir de gdsterilmemistir, bu tez
caligmasinda ilk olarak kML ’deki ilag direci ile ilgili baglantili bulunmustur.

COL15A1 (Kollajen tip XV alfa 1 zincir), tip XV kollajenin alfa zincirini kodlar.
FACIT kollajen ailesinin bir {iyesidir. Genig bir doku dagilimina sahiptir. Basement

membranlarin  altta yatan bag dokusu stromalarina yapigmast islevini gorir
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1306). COL15Al'in insan ve fare aterosklerozunda
up regiile edildigi gosterilmistir (Connelly ve ark., 2013). Bazal membran bolgesinden
kolajen XV kaybinin agresif meme tiimorlerinin, kolon karsinomlarinin ve melanomlarin
invazyon ve metastazlarindan once geldigi ile ilgili arastirmalar, bu proteinin hiicre dis1
matriksi stabilize etmede ve bdylece distal metastaz1 onlemede kritik bir role sahip
olabilecegini gdstermektedir (Amenta ve ark., 2000). CML Imatinib direnci ile baglat1 ilk

kez bizim tez ¢alismamizda gosterilmistir.

Integrin alfa9 (ITGA9), hizlandirilmis hiicre gogiinii kolaylastiran ve anjiyogenez,
lenfanjiyogenez, kanser hiicresi proliferasyonu ve goc¢ gibi ¢esitli biyolojik
fonksiyonlari diizenleyen daha az ¢aligilmis integrin alt {initelerinden biridir (Mostovich
ve ark., 2011). ITGA9’un tiimdr dokularindaki ekspresyonu ile ilgili cok fazla data yoktur.
ITGA9 ‘un melanoma hiicrelerinde eksprese oldugu (Lydolph ve ark., 2009), kiigiik
hiicreli akciger kanserlerinde ve medullablatomalarda upregiile oldugu gosterilmistir
(Hibi ve ark., 1994, Fiorilli ve ark., 2008). ITGA9’un normal yetigkin kolon hiicrelerinde
olmadig1 ve 10 primer kolon adenokarsinoma hiicresinden 6’sinda eksprese edildigi ve 7
kolon adenokarsinoma hiicresinden 2’sinde eksprese edildigi gosterilmistir. (Caco-2 and
T84)(Basora ve ark., 1998). Bu genin CML’deki Imatinib direnci ile iliskisi ilk olarak bu

tez caligmasinda onerilmektedir.

ITGA10,metastaz riski ve survivalda azalma ile iliskili bir gendir. Ek olarak,
ITGAI10 ekspresyonu, primer tiimorlere gore metastatik tiimdrlerde anlamli derecede
yiiksektir (Okada ve ark., 2016). Kollajen ile iligkli integrinler arasinda, integrin-a10 en
az calisilan integrindir ve overekspresyonunun tiimor hiicrelerinin migrasyonunu

hizlandirdig bildirilmistir (Wenke ve ark., 2007).
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Losemi hiicrelerinde ERG yiiksek ifade olunmasi, CD24, CD44, ITGBS, ITGB3,
ITGA2B ve ITGA10 gibi mezankim-benzeri belirteclerinin ifadesini artirmaktadir. Bu

genlerin ifadesinde artigin kempoterapiden kagista etkili oldugu bulunmustur .

K562R ve K562R-adh hiicrelerinin K562S hiicreleri ile kiyaslandiginda ortak olarak
artan genler DACHI1, ALCAM, JAG1, CD44, KITLG, ITGA2, GATA3, ABCG2, PTPRC

genlerinin ifadesi aartmis bulunmustur.

K562R hiicrelerinde K562S hiicrelerine gore ve K562R-adh hiicrelerde K562S
hiicrelerine gore anlamli kat artis1 sergileyen ortak genler arasinda yer alan DACHI1 geni,
gelisim sirasinda gen ekspresyonunu ve hiicre kaderinin tayinini diizenlemek i¢in diger
DNA baglayici transkripsiyon faktorleriyle birlesen kromatin ile iliskili bir proteini
kodlar. Bu genin ifadesinin, baz1 metastatik kanser formlarinda kayboldugu ve zayif
prognoz ile korele oldugu bildirilmistir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1602). 2019
yilinda yapilmis bir calisjmada DACHI’in, endometriyal karsinomada EMT’yi
baskilayarak progestin direncini tersine ¢evirdigi bildirilmistir (Zhou ve ark., 2019).
Gastrik  kanser 1iizerinde yapilmis bir c¢alismada ise DACHI’in  epigenetik
sessizlestirilmesi invazyon ve metastazi arttirmistir (Yan ve ark., 2014). Calismamizda bu
literatiir bulgularindan farkli olarak direngli KML hiicrelerinde duyarli hiicrelere gore

DACHI geninde yiiksek kat artig1 saptanmustir.

K562R hiicrelerinde K562S hiicrelerine gore ve K562R-adh hiicrelerde K562S
hiicrelerine gore anlamli kat artis1 sergileyen ortak genler arasinda yer alan bir diger gen
olarak ise ALCAM (activated leukocyte cell adhesion molecule) geni bulunmustur. Bu
gen, hiicre dis1 alanda bes immiinoglobulin benzeri alan (VVC2C2C2) olan
immiinoglobulin reseptorlerinin bir alt ailesinin bir liyesi olan CD166 (farklilagsma kiimesi

166) olarak da bilinen aktive 16kosit hiicre adezyon molekiiliinii (ALCAM) kodlar. Bu
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protein, T hiicresi farklilagma antijen CD6'simna baglanir ve hiicre yapismasi ve go¢
islemlerinde gorev alir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/214). Literatiirde ALCAM’1n
tamoksifene direngli meme kanserinde arttigi (Chen ve ark., 2017) bildirilmis, kolon
kanseri hiicrelerinde ise ALCAM, bir kok hiicre belirteci olarak dnerilmistir (Kozovska
ve ark., 2014). Bir baska caligmada ise sisplatine direngli A2780 hiicrelerinde
mitokondriyal ALCAM proteininin yliksek diizeyde bulundugu bildirilmistir (Chappell ve
ark., 2012). Calismamizda elde ettigimiz bulgular, bu literatiirlerle paralel olarak ilaca
direng gosteren K562 hiicrelerinde ve adheren ozellik gdsteren K562R hiicrelerinde

ALCAM’ 1 yiiksek olarak ifade edildigini ortaya koymustur.

5-Fluorourasile direngli over kanseri hiicrelerinde, paklitaksel direngli prostat
kanseri hiicrelerinde ve bortezomide direngli myeloma hiicrelerinde Jagged-1’in
indiiklendigi ve ila¢ direncinde rol oynadigi bildirilmistir (Muguruma ve ark., 2017, Liu
ve ark., 2018, Nayak ve ark., 2019). Bu literatiir bulgularina paralel olarak K562R
hiicrelerinde K5628S hiicrelerine kiyasla ve K562R-adh hiicrelerde K562R hiicrelerine
kiyasla belirledigimiz artmis Jagl gen ifadesi, KML hiicrelerinin ilaca direng
kazanmasinda ve direngli hiicrelerin adheziv 06zellik kazanmasinda rol oynadigini

diistinmekteyiz.

Calismamizda, direngli ve adherent direncli hiicrelerde ortak olarak yiiksek ifade
sergileyen CD44 geni ise, hiicre-hiicre etkilesimleri, hiicre yapismasi ve gogiinde yer alan
bir hiicre ylizeyi glikoproteinini kodlamaktadir. Bu protein, hyaluronik asit (HA) i¢in bir
reseptordiir ve ayrica osteopontin, kollajenler ve matris metaloproteinazlar (MMP'ler) gibi
diger ligandlarla etkilesime girebilir. Protein ayni zamanda lenfosit aktivasyonu,
resirkiilasyon ve homing, hematopoez ve tiimor metastazi dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli
hiicresel fonksiyonlara katilir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/960). Literatiirde
CD44’1in kanser ve ila¢ direncindeki roliine iliskin ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir. Bu

caligmalarda; multipl myeloma, meme kanseri, epiteliyal over kanseri, glioblastoma ve

149



baska pekcok kanser tipinde CD44 sinyalizasyonunun indiiklendigi bildirilmistir (Alshaer
ve ark., 2019, Chen ve ark., 2019, Hartheimer ve ark., 2019, Zhang ve ark., 2019). 2019
yilinda yapilmis bir bagka calismada ise KML’de Hyaluronan ve CD44 in Imatinibe direng
gelismesinde onemli rolii oldugu bildirilmistir (Lompardia ve ark., 2019). Calismamiz,
direncli ve direngli adheren hiicrelerin sergiledikleri yiiksek CD44 ifadesi nedeniyle bu

literatiirle biiyiik 6l¢iide paralellik gostermektedir.

Calismamizda, K562R hiicrelerinde K562S hiicrelerine gore ve KS562R-adh
hiicrelerde K562R hiicrelerine gore yiiksek ifade edilen genler arasinda KITLG (KIT
ligand) geni de bulunmustur. Bu gen, KIT lokusu tarafindan kodlanan tirozin kinaz
reseptOriiniin  ligandin1 kodlar. Bu ligand, germ hiicrelerinin ve sinir hiicrelerinin
gelisimine, hematopoeze rahimde etki eden ve hiicre go¢iinde de rol oynadig: diisiiniilen
pleiotropik bir faktordiir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4254). Literatiirde anormal
ve asir1 KITLG ifadesi germ hiicre tiimdrleri, AML ve meme kanseri ile iligkilendirilmistir
(Sheikine ve ark., 2012, Handschuh ve ark., 2018, Z. Wang ve ark., 2019). Bu tez
calismasinda direngli ve direngli adheren hiicrelerde belirlenmis olan yiiksek KITLG
ifadesi, literatiir bulgulariyla da paralellik gdstermekte ve bu genin KML’de Imatinib

direncinin tersine ¢evrilmesinde bir hedef olabilecegi diistiniilmektedir.

Calismamizda elde edilmis olan bu bulgular, literatiirde daha 6nce KML ve ilag
direngli KML’de arastirilmamis olan DACH1, ALCAM, KITLG gibi genlerin kronik
myeloid 16semide iImatinib’e kars1 gelisen direncin olusumunda gérev yapabiliyor

oldugunu ve olas1 birer belirte¢ ve terapi hedefi olabileceklerini 6nermektedir.

ITGAZ2, hiicre dis1 matrikse (ECM) hiicre yapigmasi i¢in bir transmembran reseptorii
olarak a2P1 integrinin beta 1 alt birimi ile bir heterodimer olusturabilen alfa 2 integrinini

kodlar (Tuckwell ve ark., 1995, Plow ve ark., 2000). ITGA2 ekspresyonunun birka¢
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tiimor tipinde (6rnegin, mide kanseri, prostat kanseri ve kii¢lik hiicreli dis1 akciger kanseri)
yiiksek ekspresyon gosterdigi bulunmustur ve metastaz ile yakindan iligkilidir (Tuckwell
ve ark., 1995, Vihinen ve ark., 1996, Sottnik ve ark., 2013, Chuang ve ark., 2018). Oktem
ve arkadaslarinin 2014'de yaptig1 calismaya gore prostat kanseri hiicre hattinda CD133 -
/ CD44 - hiicrelere gore bir monolayer olarak yetistirilen CD133 + / CD44 + KKH'lerde
ITGB, LAMB3, ITBG2, ITGA2, COL6A1,ITB4,ITGA3, THBS, B2M ve ITGAS'in
gen ekspresyonlari anlamli sekilde artmistir. Ek olarak NCAM1 , MMP16 , ITGB3 ,
COL7A1 , LAMBI1 , ADAMTSI1 genlerinin ifadesi azalmistir (Oktem ve ark., 2014).
Literatiirde bulunan bu g¢alisma bizim verilerimizde olan ITGA2 ifadesinin artis1 ve

COL7AL1 de olan ifade azalmas: ile kok hiicre karakterizasyonunu desteklemektedir.

ABCG?2, kanser kemoterapisinde MDR'de yer alan insan ABC tastyicilarindan
biridir (Xu ve ark., 2007, Zhang 2007). Literatiirde ABCG2'nin kétii huylu hematopoetik
ve lenfoid hiicrelerde sik¢a ifade edildigi; ¢esitli insan l6semilerinde ekspresyonu
arastirilmis ve gosterilmistir (Jordanides ve ark., 2006, Eechoute ve ark., 2011, Stacy ve
ark., 2013). CML'de hiicrelerin baslatilmasinin, insan HSC'lerinde yiiksek ABCG2
ifadesiyle birlikte, multipotent bir hematopoetik kok hiicreden (HKH) kaynaklandigi
diisiiniiliirse (Zhou ve ark., 2001, Scharenberg ve ark., 2002), ABCG2'nin asir1 ifadesinin,
CML kok hiicre popiilasyonunda ilag direncine sebep oldugunu diisiindiirmektedir
(Brendel ve ark., 2007). Bizim ¢alismamizda da direngli hiicrelerin duyarliya oranla bu

genin ifadesinde ciddi bir kat artis1 gostermesi ilag direnci ile iliskisini gostermektedir.

CD45, tiim ¢ekirdekli hematopoetik hiicrelerin yilizeyinde bol miktarda bulunan bir
transmembran proteinidir. CD45, PTPRC geni tarafindan kodlanir ve SRC ve JAK
familyas1 kinazlarmin fosforilasyonunu diizenledigi bilinmektedir (Irie-Sasaki ve ark.,
2001, Hermiston ve ark., 2003, Saunders ve Johnson 2010). Literatiirde yer alan Drube ve
arkadaglarinin 2018 da yaptig1 calismada KML hastalarinin primer kiiltlirtinde ve K562
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hiicre serisinde PTPRC degerleri yiiksek bulunmustur. Bu ¢alismada literatiire katkisi ile

bizim yliksek ¢ikan verilerimizi desteklemektedir (Drube ve ark., 2018).

Kok hiicre panelinde yer alan genler arasinda K562 R hiicrelerinde K562 S
hiicrelerine gore %50 ve lzerinde kat azalmasi gosteren genler, IL8, ITGA6 ve

FGFR2’dir.

Calismamizda, K562R hiicrelerinde K562S hiicrelerine kiyasla azalma sergileyen
IL8 geninin kanserde ila¢ direncindeki rolii ile ilgili ¢alismalar da bulunmaktadir.
Gemsitabin’e direngli pankreas kanserinde direngli hiicreler tarafindan IL-8 saliminin
artt1g1 ve IL8 i¢in ana reseptor olan CXCR2’nin apesifik antikoru ile baskilanmasinin anti
anjiyogenez ve anti timor etkiler sergiledigi bildirilmistir (Imafuji ve ark., 2019). IL-8,
meme kanserinde, gastrik kanserde, melanoma hiicrelerinde tiimdrigenez, invazivlik ve
anjiyogenezle iligkilendirilmistir (Bourcier ve ark., 2011, Li ve ark., 2016). Literatiirde
IL-8 yiiksek ifadesi genellikle tlimorigenezin siddetlenmesi ile korelasyon
sergilemektedir. Caligmamizda ise bu literatlir bulgularindan farkli olarak direngli

hiicrelerde diismiis IL8 ifadesi saptanmistir.

ITGA6, kok hiicre panelinde, c¢alismamizda, K562R hiicrelerinde K562S
hiicrelerine kiyasla azalma sergileyen genler arasindadir. ITGA6’ nin yiiksek ekspresyonu
pankreatik kanserlerde invazyon ve metastazi baslatmaktadir ve kotii prognozun

belirtecidir (Wu ve ark., 2019).

ITGA6'min HIF'ye bagh diizenlemesinin, meme kanserlerinde KKH ve metastatik
fenotipleri arttirdig1 bir mekanizma oldugunu gosterilmektedir (Brooks ve ark., 2016).

ITGAG, over kanseri ve ilag direnci ile anlamli sekilde iliskili bulunmustur. ITGA6'nin
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yiiksek ifadesi tedaviye kotii sonucla iliskilendirilmis ve ITGA6in over kanserinde ilag
direncinin diizenlenmesindeki roliiniin daha iyi anlagilmasi ile over kanserinin prognozu

icin potansiyel bir belirte¢ olabilecegini gostermislerdir (Wei ve ark., 2019).

Integrin a6 (ITGA6) 'nin artmis ifadesi, akut 16semilerde ilag direncini artirmaktadir
(Yamakawa ve ark., 2012). Bizim calismamizda, literatiirden farkli olarak, K562R

hiicrelerinde K5628 hiicrelerine kiyasla azalma gosterdigi bulunmustur.

Kok hiicre belirteclerinden FGFR2 geni ile yapilan ¢alismada, gastrik kanserde
FGFR2 amplifikasyonunun lenfatik invazyon ve koti prognoza neden oldugu

gosterilmistir (Katoh 2016).

Kok hiicre panelinde genler arasinda yer alan genler arasinda K562 R adh
hiicrelerinde K562 R hiicrelerine gore %50 ve iizerinde kat azalmasi gosteren genler,

ABCBS, ABCG2 ve KITLG dir.

Kanser kok hiicre belirteci olan ABCBS5 gen amplifikasyonu ve artan gen ifade
diizeyleri K562-ver 16semi hiicrelerinde gdsterilmistir ve bu genin 16semik kok hiicrelerde
kemoterapiye karst direncte rol oynayarak bir kemo diren¢ mekanizmasini temsil
edebilecegi belirtilmistir. ABCBS, ilk once insan derisi ve insan malign melanomunda
tanimlanan, karakterize edilen bir kemo diren¢ mediatdrdiir (Lehne ve ark., 2009). Bizim
yaptigimiz ¢alismada, Lehne ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismanin sonuglarindan farkl
olarak K562r-adh hiicrelerinde, K562r hiicreleri ile karsilastirildiginda ABCBS gen ifade
diizeyi azalmistir. Buna ek olarak bu tez ¢alismasinda K562s hiicrelerine gore K562r
hiicrelerinde, diger analiz edilen kok hiicre belirteclerinin ifade diizeylerindede (FGFR2,
FZD7) azalma gdzlenmistir.
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KIT (CD117), murin kolon crypt bazinda, kok hiicre nisine katkida bulunan 6zel goblet
hiicrelerinde ifade edilen bir RTK'dir. Insan kolonunda, primer kolon tiimérlerinde KIT
ekspresyonu tartismali olmasma ragmen, cesitli kolon kanseri hiicre hatlarinda KIT
ekspresyonu bildirilmistir. KIT sinyali, sadece bilinen ligandini, KITLG'yi (Kok Hiicre
Faktorii) bagladiginda meydana gelir ve reseptor dimerizasyonuna, otofosforilasyona ve
hiicre i¢i sinyallemeye neden olur. KIT, farkli biyolojik baglamlarda, hiicre biiyiimesini,

hayatta kalma, gog, farklilagsma ve salgilanmayi tesvik edebilir (Chen ve ark., 2015).

KIT /KITLG sinyal sistemi, spermatogenez bozuklugu ve erkek infertilitesinde KIT
ve KITLG genlerinin rol oynayabilecegini diisiindiiren spermatogenez i¢in ¢ok 6nemlidir
(Cheng ve ark., 2013) KITLG / KIT yolu, bas ve boyun skuamdéz hiicreli karsinomu
(HNSCC) dahil olmak {iizere bir¢cok insan kanserinde hayati bir rol oynar. KITLG ve
KIT'deki genetik varyasyonlar, bu genlerin ekspresyonunu veya fonksiyonunu
etkileyebilir ve boylece kanser riskini degistirebilir (Hang ve ark., 2017). Calismamizda
K562 R adh hiicrelerde, K562R hiicrelerine gore 0,32 kat azalmis bulduk. Baska bir ifade
ile K562R’lerde yiiksek ifade edildigini gosterir, buda proliferatif sinyal olusturmaktadir.

K562R-adh hiicrelerinin karakterizasyonu yapildiktan sonra, mitokondri ve onun rol
oynadig1 yolaklardaki mekanizmalarin ila¢ direnci iizerindeki etkisini aragtirmak amaci
ile mitokondriyal saperon olan HSP90’nin (TRAP-1) inhibitori kullanilmistir. TRAP-1
inhibitorii olan Gamitrinib’in mitokondri fonksiyonunda yarattig1 bozuklugun ilag¢ direnci
mekanizmalarini nasil etkiledigi arastirilmistir. Ornegin mitokondriyal disfonksiyonun
hiicre 6liim yolaklarin (apoptoz ve otofaji) aktivasyonunda, metabolik yolaklarin

degisiminde ve ATP tiretimindeki etkisi arastirilmistir.

154



Cesitli calismalarda mitokondriyal HSP90 (TRAP-1) inhibit6rii olan Gamitrinib’in
farkli hiicrelerde hiicre 6liim yolagimi indiikledigi gosterilmistir. Bu tez ¢alismasinda

Gamitirinb’in hiicre 6liim yolag1 olan apoptoz ve otofaji tizerindeki etkisi aragtirilmistir.

Gamitrinib genel olarak neden oldugu hiicre 6liim sekli hizl apoptozdur. Gamitrinib
direkt bir mitotoksik etkiye sahiptir, buda tiimor hiicrelerinde mitokondriyal i¢ membran
potansiyelinin azalmasina, dis membranin par¢alanmasina ve siklofilin D'ye (CyD) bagl
mitokondriyal gecirgenlik gecisini aktive olmasina neden olmaktadir ve boylelikle pro-
apoptotik proteinlerinin sitoplazmaya salinimi ile apoptozun indiiklendigi gosterilmistir

(Kang ve ark., 2009).

Gamitrinib’in calismamizda kullandigimiz imatinib’e duyarl ve Imatinib’e direncli
K562 hiicre serileri iizerindeki etkisini aragtirmak amactyla dncelikle her 3 hiicre serisinde

MTT yontemiyle uygun doz ve uygun saat tayini yapilmistir.

Yan ve arkadaslarinin yaptigr ¢alismada, Gamitrinib (G-TPP) U937 ve Hep3B
hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki etkisi 24. ve 48.saatte arastirilmistir. Bu calismadan elde
edilen sonuca gore G-TPP, U937 hiicrelerinde zaman ve doza bagli olarak biiyiimeyi
baskiladigr ve apoptoz hiicre oliim yolagini indiikledigi gosterilmistir. Gamitrinib
uygulanan U937 hiicrelerde apoptoz belirteci olan kaspaz 3 ve kaspaz 7’nin aktive oldugu
bulunurken, bu hiicrelerde BCL-2’nin ytiksek ifade edilmesi ile G-TPP aracili indiiklenen
apoptozda azalma saptanmistir (Yan ve ark., 2013).

Bizim ¢alismada kullanilan K562R ve K562R-adh hiicrelerin 5 uM Imatinib’e
direngli oldugundan, Gamitrinib’in en etkili oldugu saat 48. saat olarak belirlenmistir.
Bizim calismada literatiir ile uyumlu olarak, Gamitrinib’in tek basina veya Imatinib ile
kombine olarak uygulandigi K562S, K562R ve K562R-adh hiicrelerinde apoptozun

indiiklendigi bulunmustur.
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Gamitrinib’in tek basma veya Imatinib ile kombine olarak uygulandigi K562S,
K562R ve K562R-adh hiicrelerinde kaspaz 3/7 aktivitesinin arttigi bulunmustur. Ozellikle
biitiin hiicrelerde ilaglarin kombine olarak uygulanmasi sonucunda kaspaz aktivitesinin

daha ¢ok arttig1 saptanmustir.

Diger bir apoptoz belirteci olan annexin V boyanmasi kaspaz aktivasyonundan elde
edilen sonuglar1 desteklemektedir. AnnexinV boyanmasindan elde edilen sonuglara gore
Gamitrinib’in tek basina veya Imatinib ile kombine olarak uygulandig1 K562S, K562R ve
K562R-adh hiicrelerinde, hem erken apoptoz ve hem ge¢ apoptozda artis gdstermistir.
Gamitrinib’in Imatinib ile kombine olarak uygulandig1 tiim hiicrelerde, apoptozun tek

basina Gamitrinib uygulanmasina gore yiiksek oldugu belirlenmistir.

Kang ve arkadaglarinin yaptigit calismada, RMI1 hiicrelerinde Gamitrinib
uygulamasi sonucunda, mitokondri fonksiyonunda bozukluk ve mitokondri i¢ membran
potansiyelinin azalma ve sitokrom C’ nin sitozole salinimi1 gosterilmistir (Kang ve ark.,
2011). Bizim calismamizda gamitirnib uygulanan tiim hiicrelerde sitozole salinan
sitokrom C miktar1 kontrol ve sadece Imatinib uygulanan hiicreler ile kiyaslandiginda artis
gosterdigi, buna ilaveten Gamitrinib’in Imatinib ile kombine olarak uygulandig

hiicrelerde sitozolik sitokrom C’nin miktarin daha da fazla arttig1 belirlenmistir.

Bcl-2 ailesi proteinleri, apoptozun diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar,
ozellikle mitokondri dig membran permeabilitesini diizenleyerek Sitokrom C salinimini

kontrol etmektedirler.

Bazi ¢alismalarda, Gamitrinib’in BCL-2 ailesi proteinlerinden bagimsiz apoptozun

indiikledigi ve CyD aracili mitokondri gecirgenligini artirarak apoptozu indiikledigi
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gosterilmistir. Ancak hiicrelerin uzun siireli Gamitrinibe maruz kaldiginda veya kombine
olarak uygulandiginda BCL-2 ailesi proteinlerinin etkili oldugu gosterilmistir (Kang ve

ark., 2009, Kang ve ark., 2011, Siegelin ve ark., 2011).

Park ve arkadaglarinin ¢alismasina gore, Gamitrinib ¢esitli insan kanser hiicrelerini
doxorubicin tedavisine duyarli hale getirmistir ve 2 ilacin kombine terapisi sinerjistik
olarak apoptozu artirmustir. ilag kombinasyonun sitotoksitesi proapoptotik Bcl-2 ailesinin
ilyesi olan Bim’in aktivasyonu ve mitokondrideki birikimini kapsamaktadir. Bim
aktivasyonu proapoptotik transkripsiyon faktérii C/EBP-homologous proteinin artmis
ifadesi ve stres kinaz c-Jun N-terminal kinaz’1n artmis aktivitesi ile iligkilidir. Doxorubicin
ve Gamitrinib’in kombine ilag tedavisinde timdr bilylimesini prostat ve meme xenograft

modellerin kardiyotoksiteyi artirmadan 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir (Park ve ark., 2014).

Bu tez ¢alismasinda, K562S, K562R ve K562R-adh hiicreleri 48 saat siire ile tek
basina Imatinib, Gamitrinib ve her iki ilag ile birlikte inkiibe edildiklerinde, pro-apototik
ve anti-apoptotik genlerin ifadesindeki degisim arastirilmistir. Real time PCR’dan elde
edilen sonuglara gore, K562S hiicrelerinde Gamitrinib tek basina BAX genin ifadesini
artirmistir. K562R  hiicrelerinde ise Gamitrinib tek basina BAX genin ifadesini
etkilemezken, K562R-adh hiicrelerinde BAX geninin ifadesi yliksek bulunmustur.

BAX geninin ifadesinin her 3 hiicre serisinde Imatinib ve Gamitrinib kombine
uygulandiginda artt1g1 bulunmustur. Ozellikle K5628 hiicrlerinde BAX geni diger gruplar
ile kiyaslandiginda ifadesi 11 kat artmis bulunmustur. Imatinib’in tek basina uygulanan
K562R-adh hiicrelerinde BAX genin ifadesi artmustir, diger hiicre gruplarinda etkili

bulunmamastir.
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Diger bir pro-apoptotik gen olan BAD’1n gen ifade sonuglaria gore, tek basina
Gamitrinib uygulanan hiicrelerde, BAD’in ifadesi sadece K562S ve K562R hiicrelerde
anlamli derecede artt1g1 ve K562R-adh hiicrelerde gen ifadesinde azalma tespit edilmistir.
Gamitrinib’in Imatinib ile kombine uygulandigi K562S ve K562R hiicrelerinde BAD
ifadesi anlaml1 derecede artmistir. Tiim hiicrelerde Imatinib’in tek basina uygulandiginda

BAD genin ifadesi az miktarda artmigtir.

Anti-apoptotik gen olan BCL-XL’nin ifadesi Gamitrinib’in tek basina uygulandig:
K562R ve K562R-adh hiicrelerinde azalmis bulunurken, Imatinib ile kombine uygulanan
K562R ve K562R-adh hiicrelerinde daha fazla azaldig1 gézlenmistir. imatinib tek basina
uygulanmast K562S ve K562R hiicrelerinde BCL-XL ifadesini diigiirmiistiir.

BCL-2 geninin ifadesi tek bagina Gamitrinib uygulanan K562S ve K562R
hiicrelerde ifadesi azalirken, K562R-adh hiicrelerinde ifadesi artmistir. Gamitrinib’in
Imatinib ile kombine uygulandigi K562R ve K562R-adh hiicrelerinde BCL-2 geninin
ifadesi azalmistir, ancak K5628 hiicrelerde BCL-2 ifadesi artmis bulunmustur. Imatinib’
in tek basina uygulandigi1 K562S’lerde anlamli derecede bu genin ifadesi azaltmis, diger

hiicrelerde anlamli bir degisiklik gézlenmemistir.

Pro-apototik ve anti-apoptotik gen ifadelerinden elde edilen sonucglara gore,
Gamitrinib Imatinib ile kombine uygulandiginda, apoptoz yolagmin indiiklenmesinde

daha ¢ok etkili oldugu bulunmustur.

Yukarida bahsedilen apoptozda rol oynayan tiim mekanizmalarin analizinden elde

edilen sonuglara gére, Gamitrinib’in Imatinib’e duyarli K562S ve direncli K562R,
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K562R-adh hiicrelerinde tek basina apoptozu indiikledigi ancak Imatinib ile birlikte olarak
uygulandiginda daha ¢ok etkili oldugu belirlenmistir.

Siegelin ve arkadaslarinin yaptig1 calismada Gamitrinib’in yiliksek konsantrasyonun
her iki tip hiicre 6liim yolag1 olan hem apoptozu (kaspaz aktivasyonu, Annexin V) hem
de otofajiyi indiikledigi gdzlenmistir. Bu gozlemin hiicre hattina bagli olabilecegi ve
clinkii bazi1 hiicre tipleri tercihen apoptotik hiicre dliimiine maruz kaldigi, digerlerinin ise

otofajik yolu tercih edebilecegi seklinde yorumlanmistir (Siegelin 2013).

Gamitrinib’in otofaji yolag: lizerindeki etkisi tam olarak aciklanmamigtir. Siegelin
ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada, Gamitrinib aracili otofaji, belirgin bir hiicre koruma
mekanizmasi 6rnegi teskil ediyor gibi goriinmektedir, ¢iinkii otofajinin 3-Metiladenin ve
Bafilomisin Al (kimyasal blokaj) tarafindan inhibe edilmesi, otofajinin azalmasina, ancak
ayni zamanda apoptotik hiicre 6liimiinii (kaspaz 3 aktive ederek) indiiklenmesine ve
hiicresel canlilig1 kaybina neden oldugu bulunmustur (Siegelin ve ark., 2011). Otofajinin
kimyasal olarak baskilanmasina paralel olarak, otofajinin genetik inhibisyonunun (Atg5
spesifik siRNA), Gamitrinib-TPP aracili apoptozu artmasina neden olmustur (Siegelin ve
ark., 2011). Bununla birlikte, G-TPP'nin neden oldugu otofajinin hiicre 6liimii ya da
hayatta kalmas1 i¢in bir mekanizma olup olmadig1 bilinmemektedir. Otofaji, evrimsel
olarak korunmus otofaji-bagl genler (Atg) tarafindan diizenlenmektedir, ancak ER'de
yerlesik antiapoptotik ve BH3-only Bcl-2 ailesi iiyeleride bu siirece katilirlar. Bu
proteinlerden Bcl-2, otofagosom olusumunu Beclin 1’e baglanarak baskilamaktadir ve

boylelikle otofajide cok dnemli bir rol oynamaktadir (Wang ve ark., 2012).

Yan ve arkadaslarinin yapitiga c¢aligmaya goére G-TPP uygulanan Hep3B
hiicrelerinde otofajinin indiiklendigi ancak indiiklenen otofajinin BECLIN-1 bagiml

degilde ATG7’e bagiml oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada ATG7 ve BECLIN-1
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konckdown edilen hiicrelerde, otofajinin ATG-7’si susturulmus olanlarda baskilandigi

saptanmistir (Yan ve ark., 2013).

Bu tez calismasinda, BECLIN-1 gen ifadesi tek basina Gamitrinib uygulanan
K562S ve K562R hiicrelerinde anlamli artig gdsterirken, kombine ila¢ olarak uygulan
K562S ve K562R hiicrelerinde artis gdstermistir. Sadece Imatinib uygulanan K562S
hiicrelerinde gen ifadesi azalirken diger hiicre gruplarinda anlamli bir degisiklik
saptanmamustir. ATGS ve ATG7 gen ifadeleri K562R ve K562R-adh hiicrelerinde tek

basina Gamitrinib ve Gamitrinib/Imatinib kombinasyonu ile artmustir.

Mitokondri veya endoplazmik retikulum’daki (ER) stres bagimsiz olarak hiicre
oliimiine neden olurlar. Mitokondride lokalize olan TRAP1, ER'deki katlanmamis protein

yanit1 (UPR) ile iligkilidir.

Chae ve arkadaslar1 yaptig1 calismada, diisilk doz Gamitrinib uygulanan kanser
hiicrelerinde zamana bagl olarak ER-stres kaskadindaki bir ¢cok agamasinda gorev alan
proteinlerin ifade seviyesinde artisa neden oldugu bulunmustur: i) inositol-requiri ng-1
(IRE-1) kinaz aktivasyonu ve onun sonrasinda XBP1 splicing ii) Aktive Edici
Transkripsiyon Faktorii 6 (ATF6) aktivasyonu ile GRP78 upregiilasyonu iii) PKR-like
endoplazmiik retikulum kinase (PERK) akitvasyonu ile elf2a fosforilasyonunda artis ve
stres yanit1 transkripsiyon faktorii C/EBP b and CHOP’da artig gézlenmistir (Kang ve
ark., 2009).

Chae ve arkadaslarinin fare prostat kanser modelinde yaptig1 ¢calismada, Gamitrinib
verilen farelerde fosforillenmis AMPK, GRP78 ve LC3-II seviyelerinde artis

gbzlenmigstir. Bu calismalardan elde edilen bulgular, Gamitrinib aracili ER stresinin
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apoptotik hiicre Oliimiinii smirlamak i¢in hayatta kalma destekleyicisi olarak
konumlamaktadir. Gamitrinib-TPP, GRP78’in artmasina neden olmaktadir. GRP78
kanser hiicrelerinde upregiile olup ve olumsuz bir prognoz ile iliskilendirilir (Chae ve ark.,
2012). Ornegin, malign gliomalar, normal beyin dokusuyla karsilastirildiginda GRP78'i
yiikksek ifade oldugu ve ekspresyonun artmig proliferasyon orani ile baglantili

bulunmustur (Pyrko ve ark., 2007).

Bu tez calismasinda sadece Gamitrinib uygulan K562R-adh hiicrelerinde GRP 78,
IRE-1 ve ATF6 genlerinin ifadesi anlamli derecede artmis bulunmustur, diger yandan
PERK ve CHOP genlerinin ifadesindeki artis istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamistir. Bu
sonuclara gore Gamitrinib’in K562R-adh hiicrelerde ER stresini indiikledigi seklinde

yorumlanmustir.

Gamitrinib’in ilag tagtyic1 pompalarin 6rnegin MDR-1, MRP-1 ve OCT-1 genlerinin
izerindeki etki ilk kez bu calismada arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, efluks
pompast MDR-1 gen ifadesi Imatinib uygulanan K562S hiicrelerinde diisiikken,
gamitirinb’in tek basma ve Imatinib ile kombine uygulandig: hiicrelerde giderek gen
ifadesi artmustir. Sadece Imatinib uygulanan K562R hiicrelerde MDR-1 gen ifadesi
azalmisken, Gamitrinib’in tek basina ve Imatinib ile birlikte uygulandig1 durumlarda gen
ifadesi daha ¢cok azalmis bulunmustur. K562R-adh hiicrelerde ise Gamitrinib’in tek basina
MDR-1 ifadesini artirirken, imatinib ile kombine uygulandiginda ifadesini anlamli

derecede azalttig1 gdzlenmistir.

Diger bir efluks pompa olan MRP-1 gen ifadesi K5628S hiicrlerde, sadece Imatinib,
sadece Gamitrinib ve komibine uygulanan hiicrelerde sirayla artmistir. K562R ve K562R-
adh hiicrelerde ise yine aym sekilde MRP-1 gen ifadesi sadece Imatinib, sadece
Gamitrinib ve kombine uygulanan hiicrelerde kendi kontrol gruplar ile kiyaslandiginda

artmistir.
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[lac1 hiicre igine pompalayan OCT-1 genin ifadesi sadece Imatinib, sadece
Gamitrinib ve kombine uygulanan K5628S hiicrelerinde sirayla artmistir, 6zellikle KS62R
hiicrelerinde anlamli olarak yiiksek miktarda ifade edilmistir. K562R-adh hiicrelerde hem
Imatinib, hem Gamitrinib ve Imatinib ile birlikte uygulanan hiicrelerde, OCT-1 ifadesi

sirayla anlamli olarak artmustir.

Her ne kadar Gamitrinib tek bagina MDR-1 ifadesini sadece K562R hiicrelerinde
azaltmis olsada, Imatinib ile kombine uygulandigi K562R ve K562R-adh hiicrelerinde de
MDR-1 ifadesini azaltmigtir. Boylelikle ilaglarin hiicre disa atilimi azalmig olup, daha ¢ok
hiicrenin i¢ine girdigi gozlenmisir. K562R ve K562R-adh hiicrelerin bazal seviyede
MDR-1 ifadeleri yiiksektir ve bununda Imatinib’e kars1 olusan direngte &nemli rol
oynamaktadir. Imatinib’e direngli hiicrelerde Gamitrinib’in Imatinib ile kombine
uygulanmasi sonucunda MDR-1 geninin ifadesindeki azalis, direncin kirilmasindan ve

ilacin daha ¢ok etkili olmasina neden oldugu tespit edilmistir.

K562S hiictlerinde hem Imatinib hem Gamitrinib ve hem kombine olarak
uygulanmalart MDR ifadesini artirmigtir. K562S hiicrelerde ilag uygulanmadigi
kosullarda MDR ifadesi saptanmamistir, bu hiicrelerinin ilaglara maruz kaldiklarinda
ilaclarin etkisinden kagmak icin MDR-1 ifadesini artirdiklart onceki calismamizda

belirlenmistir (Hekmatshoar ve ark., 2018).

Diger efluks pompast MRP-1 gnin ifadesi tiim ila¢ uygulanan hiicre gruplarinda
(hem direncli ve hem duyarl hiicre serilerinde) arttig1 gézlenmistir ve buda ilagin disar1
atilmasina neden olmaktadir. Bununla birlikte influx pompast olan OCT-1 geninin
ifadeside tiim hiicrelerde anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Ornegin K562S
hiicrelerinde her ne kadar her iki efluks pompalarmin ifadesi artmis olsada OCT-1 ifadesi

daha cok artmistir, buda ilacin hiicre i¢ine alinmasina boylelikle ilacin daha ¢ok etkili
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olmasina sebebiyet vermistir. Direngli hiicrelerde ise MDR-1 geninin ifadesindeki azalma
ve OCT-1 genin ifadesindeki artis, ilaglarin hiicre icine alinmasini saglamistir ve bunun

sonucunda ilaglar etkili gozlenmistir.

MDR-1 gen ifade analizinin yanisira, MDR-1 aktivisiteside, MDR-1 substrat1 olan
Rh-123 assay ile arastirilmistir. MDR-1 gen ifadesi sonuglari ile tutarli olarak, K562S
hiicrelerinde MDR-1 ifadesinin artmasi ile birlikte MDR-1 aktivitesinde artig saptanip
boyanin hiicre i¢ine alim1 azalmistir. Diger hiicrelerde ise MDR-1 ifadesinin azalmasi ile
MDR-1 aktivitesi azalmistir yani Rh123 boyasinin hiicre i¢ine daha ¢ok gecis yaptigi

bulunmugtur.

Genel olarak tiimor hiicreleri, varliklarindan bagimsiz olarak, neoplastik olmayan
hiicrelere kiyasla, enerji iiretim sekli olarak Onemli farkliliklar gostermektedirler.
Farklilastirilmis doku olarak adlandirilan normal hiicreler, hem glikoliz hem de miiteakip
olarak, mitokondrilerinde piruvatin oksidatif fosforilasyonuna (mitokondri iginde)
bagimlidirlar, bdylece 36 mol ATP / mol glikozu iiretilmektedir (Vander Heiden ve ark.,
2009). Kanser hiicrelerinde oksidatif fosforilasyondan aerobik glikolize gecis gergeklesip
boylelikle sadece 4 mol ATP / mol glukozu iiretilmektedir (Vander Heiden ve ark., 2009).
Tiimdr hiicreleri i¢in bu yolak her ne kadar ATP iiretimi acisindan yetersiz bir strateji

olsada, fakat ayn1 zamanda oksijenden bagimsiz olma avantajin1 da saglamaktadir.

Kanser hiicreleri, glukoz metabolizma esnasinda, piruvatin krebs dongiisiine ve
ardindan oksidatif foforilasyona yon degistirmeden, piruvatin NADH2'ye bagl bir sekilde
laktata indirgenmesini saglar, boylelikle komsu hiicrelerin hiicre dis1 matriksini
asitlenmesine neden olurlar. Bu durum tiimor hiicrelerinin farkli organlara yayilip go¢
etmesine veya metastaz yapmasina neden olmaktadir (Mathupala ve ark., 2010). Kanser

hiicreleri, artmis Redox ekivalanlari hiicrenin hizla béliinmesini ve biiytimesini saglamak
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icin amino asitlerin biyosentezi ve niikleotid sentezinde kullanilir. Bu durum kanser

hiicrelerinde 2 6nemli mekanizma ile belirlenmistir (Ward ve Thompson 2012).

Ik olarak, membran tasiyictya bagl alimdan sonra glikoz, metabolizmaya
(Heksokinaz-II'ye bagli) dahil olmak iizere C6-residiiden hizla fosforile edilir (Siegelin
2013).

HKII'nin kanser hiicrelerinde yiiksek seviyede ifade oldugu ve Bcl-2 ailesi
proteinlerinin seviyesinde apoptozu regiile ettigi son yapilan arastirmalarda gosterilmistir.
Malign kanser hiicreleri HKII’yi yalmzca fizyolojik / metabolik durumundaki ani
degisiklikler sirasinda hayatta kalmalarini saglamalar1 i¢in degil de, ayn1 zamanda hiicre
oliimiinden korumak amaciyla da kullanmaktadirlar. HKII mitokondrinin dig membranina
baglanmasinin, HeLa hiicrelerinde Bax kaynakli sitokrom C salinimini ve apoptozu inhibe
ettigi gosterilmistir. Bax gibi pro-apoptotik proteinler, apoptoz sirasinda mitokondriye
transloke olup ve sitokrom c¢ de dahil olmak {lizere membran arasi boslukta bulunan
proteinlerin salgilanmasina aracilik etmektedir (Pastorino ve ark., 2002, Pedersen ve ark.,
2002). Bax, voltaja bagli anyon kanalina (VDAC) baglanir. VDAC, dis mitokondriyal
zarinda bulunan proteinidir. Diizlemsel iki lipit katmanlarinda Bax ve VDAC, sitokrom
c'nin i¢inden gecebilecegi bir kanal olusturur. HK IT ayrica VDAC'ye baglanir. Pastorino
ve arkadaslarinin yaptigi calismada HK II’nin, Bax'in mitokondriye baglanma ve sitokrom

C salma kabiliyetine miidahale ettigi bulunmustur (Pastorino ve ark., 2002).

Zhang ve arkadaglarinin yaptig1 ¢aligmada melanoma hiicre serisi olan WM9 hiicre
serisinde Gamitrinib’in PLX4720 ile birlikte uygulandiginda aerobik glikozun 6nemli
diizenleyicilerinden olan HKII, PKM1 ve LDHA genlerinin ifadesinde azalma
gbzlenmistir (Zhang ve ark., 2016).
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Bu tez calismasinda HKII, PKMlve LDHA genlerinin ifadesi arastirilmistir.
Gamitrinib’in tek basina ve Imatinib ile kombine ila¢ uygulanan K562R hiicrelerinde

HKII, PKM1ve LDHA genlerinin ifadesinde anlamli azalma saptanmuigtir.

K562R-adh hiicrelerinde Gamitrinib’in imatinib’le kombine uygulandiginda HKII,
PKMlve LDHA genlerinin ifadesinde anlamli diislis gozlenirken, Gamitrinib’in tek
basma uygulanmast sadece LDHA ifadesini anlamli olarak diisiiriirken diger genlerin
ifadesini artmigtir. Imatinib’in tek basina uygulandigi K562R-adh hiicrelerinde ise LDHA
ifadesi anlamli olarak azalmistir. K5628 hiicrelerinde, Imatinib tek basina HKII, PKM1ve
LDHA genlerinin ifadesini diisiirmiistiir, ancak Gamitrinib tek basina veya Imatinib ile
kombine uygulandiginda sadece LDHA geninin ifadesini anlamli olarak azaltmistir. Bu
sonuclara gore K562R hiicrelerinin ATP iiretiminde aerobik glikolize bagimli oldugu

Onerilebilir.

Yapilan c¢alismalarda hiicre i¢i ve hiicre dist ATP miktarinin kanser hiicresi
bliylimesinde, hayatta kalmasinda ve direngte dnemli rol oynadig1 gosterilmistir. Kanser
hiicrelerinde hiicre i¢i ATP miktarinin normal dokudaki ayni kokenden olan hiicreler ile
kiyaslandiginda yiiksek oldugu ve bunda kanser hiicresindeki glukoz tasinmasinda artis
ve aerobic glikoliz (Warburg etkisi) etkili oldugu belirtilmistir. Ayrica, edilnilmis direngli
kanser hiicre serilerinde kendi parental hiicre serileri ile kiyaslandiginda daha yiiksek
hiicre i¢ci ATP seviyelerine sahip olduklart bulunmustur (Zhou ve ark., 2012). Kolon
kanseri hiicre serileri lizerinde yapilan c¢aligmada, hiicre i¢i ATP’nin ilaca direngli
hiicrelerde ilaca duyarli parental hiicreler ile kiyaslandiginda 2 kat daha yiiksek oldugu
saptanmistir (Zhou ve ark., 2012). Baska bir calismada hiicre i¢ci ATP’nin over
adenokarsinom hiicrelerinde, cisplatin direncinde etkili oldugu bulunmustur (Schneider

ve ark., 2013).
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Bu tez calismasinda kullanilan imatinibe direngli K562R hiicre serilerinde, hiicre igi
ATP miktar1 Imatinibe duyarli K5628S hiicreleri ile kiyaslandiginda daha yiiksek oldugu

bulunmustur.

Gamitrinib ile ilgili olarak, glioblastoma, prostat ve akciger kanseri hiicreleri dahil
olmak iizere tlimor hiicrelerinde ATP {iretimini 6nemli dl¢lide azalttig1 ancak neoplastik
olmayan hiicrelerin 6nemli 6lciide etkilenmedigi bulunmustur, diger Hsp 90 inhibitorii
olan17-AAG’nin ayni konsantrasyonlarda ¢esitli hiicre hatlarinda uygulanmasi ATP
olusumunu etkilememistir (Chae ve ark., 2012), Gamitrinibin birincil etki mekanizmasi
mitokondri i¢inde oldugu i¢in, beklenen Gamitrinibin agirlikli olarak tlimor hiicrelerinin
oksijen tiiketimini azaltmasidir. Chae ve arkadaslarinin yaptigi calismada 10 uM
Gamtrinib uygulanan LN229 glioblastoma hiicrelerinde enerji tiikketimi azalmistir, ancak
10 uM 17-AAG’nin goz ardi edilebilir etkisi oldugu bulunmustur (Chae ve ark., 2012).
Gamitrinib ayrica sirayla glukoz ve laktatin tiiketimi ve iiretimini azaltmistir, buda
Gamitriniblerin  timo6r hiicresinde glikolizi de etkileyebilecegini gdstermistir.
Gamitrinib'in etkisine benzer sekilde, mitokondriyal Hsp90 saperonunun, TRAP-1'in,
knock down edilmesi (yikilmasi), sirasiyla ATP ve Laktat seviyelerinin diigmesine neden

olmustur (Chae ve ark., 2012).

Bu tez ¢alismasinda Gamitrinib’in ATP iiretimindeki etkisi arastirilmak amaci ile
hiicre i¢i ATP miktar tayini yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore Imatinibe direngli
hiicrelerde (K562R ve K562R-adh) Gamitrinib tek basmna ATP iiretimini azaltirken,

Imatinib ile kombine uygulandignda ATP miktarim daha ¢ok diisiirdiigii bulunmustur.

TRAP-1’in 6zgiin hedef protein agi, hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde sorumlu
proteinleri igermektedir, bu proteinler arasinda, G2-M ilerlemesinde ve mitotik iginin

olusumunda rol oynayan cyclin-dependent kinase 1 (CDK1) ve mitotic arrest deficient 2

166



(MAD2) yer almaktadir (Sisinni ve ark., 2017). Sisinni ve arkadaslarinin yaptigi
calismada, BC MCF7 ve LC A459 hiicre serilerinde TRAP1 susturulmasi sonucunda S
fazinin azalmasma ve hiicrelerin G2-M fazinda tutulmasini indiikledigi gosterilmistir

(Sisinni ve ark., 2017).

Elde ettigimiz sonuclara gore KS562S hiicrelerinde Gamitrinib tek basina
uygulandiginda sub GO/G1 fazindaki hiicrelerde kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlaml
artls saptanirken, Gamitrinib’in Imatinib ile kombine uygulandig1 kosulda sub G0/G1
fazindaki oran anlamli bir sekilde artis gostermektedir. Sub GO0/G fazinda bulunan
hiicreler apoptotik hiicrelerdir. Buda gamatirinib’in K562S hiicrelerinde tek basina
uygulandiginda apoptozu indiikledigi, bununla birlikte Imatinib ile kombine verildiginde

apoptotik hiicre sayisinin arttig1 bulunmustur.

Buna ilaveten Gamitrinib tek basina veya Imatinib ile birlikte K5628 hiicrelerine
verildiginde S fazinda azalma oldugu ve bu hiicrelerde proliferasyonun azaldigini
gostermektedir. Gamitrinib K562S hiicrelerinin G2/M fazinda duraklatilmasinda etkili

olmadig1 bulunmustur.

K562R hiicrelerinde kontrol gruplart ile kiyaslandiginda, Gamitrinib’in imatinib ile
kombine uygulandig1 kosullarda sub G0/G1 fazinda anlamli bir artis gozlenirken, buda
kombine tedavide apoptotik hiicre sayisinin arttigt bulunmustur. Ayrica, kombine
uygulama sonucunda S fazindaki hiicre sayis1 azalmistir. Bu hiicrelerde de G2/M fazinda
duraklama gozlenmemistir. K562R-adh hiicrelerde, K562R hiicrelerine benzer profil
gdzlenmistir, imatinib ve Gamitrinib birlikte uygulandiginda sub G0/G1 fazinda anlamli
bir artig saptanmistir, yani apototik hiicre sayis1 artmistir. Gamitrinib’in bu hiicrelerde

G2/M fazinda duraklamaya neden olmadig1 bulunmustur.
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G-TPP, mitokondriyal i¢ membran potansiyelinin azalmasina, dis membranin
bozulmasia ve siklofilin D'ye bagli mitokondriyal gecirgenlik gecisini aktive ederek
apoptojenik  proteinlerinin  sitozole  salgilanmasina  saglayarak, = dogrudan
mitokondriyotoksik etkiye sahip oldugu ve boylelikle apoptozu indiikledigi bildirilmistir
(Kang ve ark., 2009). Saglikli ve canli hiicrelerde mitokondrilerin intakt olmasindan
dolay1 kullanilan TMRE floresan boya daha ¢ok mitokondri icerisinde birikmektedir,
ancak hiicrelerin mitokondri yapist bozuldugundan ve 6zellikle apoptoz indiiklendigi

kosullarda membran potansiyeli azalmaktadir.

Tiim hiicre serilerinde Imatinib uygulandiktan sonra kontrol gruplari ile
kiyaslandiginda membran potansiyeli artmis bulunmustur. K562S hiicrelerinde
Gamitrinib tek basina uygulandiginda membran potansiyelini anlamli derecede azaldigi
saptanmugtir, buna ilaveten Gamitrinib’in Imatinib ile kombine olarak uygulandiginda
daha cok etkili oldugu ve mitokondriyal membran potansiyelinin daha ¢ok azaldigi
belirlenmistir. Bu sonu¢ta Gamitrinib’in tek basma veya Imatinib ile kombine
uygulandiginda apoptozu indiikledigini gosteren sonuclar ile tutarlilik gostermektedir.
K562R hiicrelerinde ise Gamitrinib’in tek basina veya Imatinib ile kombine olarak
uygulandig1 kontrol grubuna gore ¢ok az bir diisiis gerceklestigi gézlenmis ve membran

potansiyelindeki azalma anlamli bulunmamustir.

K562R-adh hiicrelerde ise Gamitrinib’in Imatinib ile kombine uygulandinda
mitokondriyal membran potansiyelini kontrol grubu ile kiyaslandiginda daha ¢ok azalttig1
gosterilmistir. Ancak tek basina Gamitrinib uygulanan hiicrelerde membran

potansiyelinde az miktarda artis oldugu bulunmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda KML, ila¢ direncinden sorumlu farkli mekanizmalar
arastirilmistir. Bu nedenle Imatinib’e duyarli K562S ve kendi laboratuvarimizda 5

uM Imatinibe kars: direngli hale getirdigimiz K562R hiicreler kullanilmustir.

Direncli hiicrelerin kiiltiirii esnasinda, Imatinib’in varliginda belli bir hiicre
poplilasyonun yapisan hiicre 6zelligi gosterdigi tespit edilmistir ve bu hiicreleri

tanimlamak i¢in K562R-adh ad1 verilmistir.

Yapisan bu hiicre popiilasyonun KML kdkenli oldugundan emin olmak amaci ile,
bu hiicrelerde qRT-PCR ve FISH teknigiyle BCR-ABL geninin hem mRNA

seviyesinde ve hem protein seviyesinde varligi gosterilmistir.

K562R-adh hiicrelerinin karakterizasyonu yapmak amaci ile kanser kok hiicre ve
integrin paneli arastirilmustir. integrin panelinde yer alan ve sadece K562R-adh
hiicrelerde K562R hiicrelerine kiyasla 2 kat ve lizerinde ifade artig1 gosteren genler
en yiiksek kat artisindan en diisiik kat artisina dogru siralandiginda, COL4A2,
FN1, ITGAS,ITGA4; CTNNAI1, ECM1, LAMCI1 ve CNTNI1 genleri olarak

bulunmustur.

K562R ve K562R-adh hiicrelerinin K562S hiicreleri ile kiyaslandiginda ortak
olarak artan Integrin panelindeki genler: THSB1,VCAN, SELP, ITGB3, ITGB6,
COLI15A1, ITGA9, ITGA10 genlerinin KML direngli hiicrelerde ifadesi artmis
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bulunmustur. Bu genlerin KML’deki Imatinib direncinden sorumlu olabilecegi

diistinilmektedir.

Integrin panelinde yer alan ve calismamizda K562R hiicrelerinde K562S
hiicrelerine gore %50 ve iizerinde kat azalma gosteren genler en yiiksek kat
azalisindan en diisiikk kat azalisina gore sirastyla ITGB2, MMP10, LAMB3,
ADAMTSI13, MMP15, ITGAX, ITGB7, ITGB1 ve THBS2 olarak belirlenmistir.

Mitokondri’nin ila¢ direncinde roliinii belirlemek amaci ile, mitokondriyal HSP90
inhibitorii olan Gamitrinib uygulanmistir. Gamitrinib mitokondri disfonksiyonuna

neden olmaktadir.

Cesitli galigmalarda mitokondriyal HSP90 (TRAP-1) inhibitérii olan
Gamitrinib’in farkl hiicrelerde hiicre 6liim yolagini indiikledigi gosterilmistir. Bu
tez caligmasinda Gamitrinib’in hiicre 6liim yolagi olan apoptoz ve otofaji

izerindeki etkisi arastirilmistir.

Bizim c¢alismada kullanilan K562R ve K562R-adh hiicrelerin 5uM Imatinib’e
direngli oldugundan, Gamitrinib’in en etkili oldugu saat 48. saat olarak
belirlenmistir. Bizim calismada literatiir ile uyumlu olarak, Gamitrinib’in tek
basina veya Imatinib ile kombine olarak uygulandigr K562S, K562R ve K562R-

adh hiicrelerinde apoptozun indiiklendigi bulunmustur.
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> Gamitrinib’in tek basma veya Imatinib ile kombine olarak uygulandigi K562S,
K562R ve K562R-adh hiicrelerinde kaspaz 3/7 aktivitesinin arttig1 bulunmustur.
Ozellikle biitiin hiicrelerde ilaglarin kombine olarak uygulanmasi sonucunda

kaspaz aktivitesinin daha ¢ok arttig1 saptanmustir.

» Diger bir apoptoz belirteci olan annexin V boyanmas1 kaspaz aktivasyonundan
elde edilen sonuglar1 desteklemektedir. AnnexinV boyanmasindan elde edilen
sonuclara gdre Gamitrinib’in tek basma veya Imatinib ile kombine olarak
uygulandigr K562S, K562R ve K562R-adh hiicrelerinde, hem erken apoptoz ve
hem gec apoptozda artig gdstermistir. Gamitrinib’in Imatinib ile kombine olarak
uygulandig: tiim hiicrelerde, apoptozun tek basina Gamitrinib uygulanmasina gore

yiiksek oldugu belirlenmistir.

» Bu tez calismasinda, K562S, K562R ve K562R-adh hiicreleri 48 saat siire ile tek
basina Imatinib, Gamitrinib ve her iki ilag ile birlikte inkiibe edildiklerinde, pro-
apototik ve anti-apoptotik genlerin ifadesindeki degisim arastirilmistir. Real time
PCR’dan elde edilen sonucglara gore, K562S hiicrelerinde Gamitrinib tek basina
BAX genin ifadesini artirmistir. KS62R hiicrelerinde ise Gamitrinib tek basina
BAX genin ifadesini etkilemezken, K562R-adh hiicrelerinde BAX geninin ifadesi

yiiksek bulunmustur.

» BAX geninin ifadesinin her 3 hiicre serisinde Imatinib ve Gamitrinib kombine
uygulandiginda arttig1 bulunmustur. Ozellikle K562S hiicrlerinde BAX geni diger
gruplar ile kiyaslandiginda ifadesi 11 kat artmis bulunmustur. Imatinib’in tek
basma uygulanan K562R-adh hiicrelerinde BAX genin ifadesi artmistir, diger

hiicre gruplarinda etkili bulunmamastir.
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» Diger bir pro-apoptotik gen olan BAD’1n gen ifade sonuglarina gore, tek basina
Gamitrinib uygulanan hiicrelerde, BAD’in ifadesi sadece K562S ve K562R
hiicrelerde anlamli derecede arttigi ve K562R-adh hiicrelerde gen ifadesinde
azalma tespit edilmistir. Gamitrinib’in Imatinib ile kombine uygulandig1 K562S
ve K562R hiicrelerinde BAD ifadesi anlamli derecede artmigtir. Tiim hiicrelerde

Imatinib’in tek basina uygulandiginda BAD genin ifadesi az miktarda artmustir.

» Anti-apoptotik gen olan BCL-XL nin ifadesi Gamitrinib’in tek bagina uygulandigi
K562R ve K562R-adh hiicrelerinde azalmis bulunurken, imatinib ile kombine
uygulanan K562R ve K562R-adh hiicrelerinde daha fazla azaldigi gozlenmistir.
Imatinib tek basima uygulanmas1 K562S ve K562R hiicrelerinde BCL-XL ifadesini

distirmstiir.

» Pro-apototik ve anti-apoptotik gen ifadelerinden elde edilen sonuglara gore,
Gamitrinib  Imatinib ile kombine uygulandiginda, apoptoz yolaginin

indiiklenmesinde daha ¢ok etkili oldugu bulunmustur.

» Apoptozda rol oynayan tiim mekanizmalarin analizinden elde edilen sonuglara
gore, Gamitrinib’in Imatinib’e duyarli K562S ve direngli K562R, K562R-adh
hiicrelerinde tek basina apoptozu indiikledigi ancak Imatinib ile birlikte olarak

uygulandiginda daha ¢ok etkili oldugu belirlenmistir.

» Bu tez calisgmasinda, BECLIN-1 gen ifadesi tek basina Gamitrinib uygulanan
K562S ve K562R hiicrelerinde anlamli artis gosterirken, kombine ilag olarak
uygulan K562S ve K562R hiicrelerinde artis gostermistir. Sadece Imatinib

uygulanan K562S hiicrelerinde gen ifadesi azalirken diger hiicre gruplarinda
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anlaml1 bir degisiklik saptanmamistir. ATGS ve ATG7 gen ifadeleri K562R ve
K562R-adh hiicrelerinde tek basina Gamitrinib ve Gamitrinib Imatinib

kombinasyonu ile artmistir.

Bu tez ¢alismasinda sadece Gamitrinib uygulan K562R-adh hiicrelerinde GRP 78,
IRE-1 ve ATF6 genlerinin ifadesi anlamli derecede artmis bulunmustur, diger
yandan PERK ve CHOP genlerinin ifadesindeki artig istatistiksel olarak anlaml
¢ikmamistir. Bu sonuglara gore Gamitrinib’in K562R-adh hiicrelerde ER stresini

indiikledigi seklinde yorumlanmistir.

Gamitrinib’in ila¢ tasiyict pompalarin 6rnegin MDR-1, MRP-1 ve OCT-1
genlerinin iizerindeki etki ilk kez bu c¢alismada arastirllmistir. Elde edilen
sonuglara gére, efluks pompast MDR-1 gen ifadesi Imatinib uygulanan K562S
hiicrelerinde diisiikken, gamitirinb’in tek basma ve Imatinib ile kombine
uygulandig: hiicrelerde giderek gen ifadesi artmistir. Sadece Imatinib uygulanan
K562R hiicrelerde MDR-1 gen ifadesi azalmisken, Gamitrinib’in tek bagina ve
Imatinib ile birlikte uygulandigi durumlarda gen ifadesi daha ¢ok azalmig
bulunmugstur. K562R-adh hiicrelerde ise Gamitrinib’in tek bagina MDR-1 ifadesini
artirirken, Imatinib ile kombine uygulandiginda ifadesini anlamli derecede

azalttig1 gézlenmistir.

Diger efluks pompast MRP-1 genin ifadesi tiim ilag uygulanan hiicre gruplarinda
(hem direngli ve hem duyarli hiicre serilerinde) arttig1 gozlenmistir ve buda ilagin
digar1 atilmasina neden olmaktadir. Bununla birlikte influx pompasi olan OCT-1
geninin ifadesi de tiim hiicrelerde anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu

nedenle ila¢ daha ¢ok hiicre i¢ine girip, etkisini gostermektedir.
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» MDR-1 gen ifade analizinin yanisira, MDR-1 aktivisiteside, MDR-1 substrati olan
Rh-123 assay ile arastirilmistir. MDR-1 gen ifadesi sonuglar1 ile tutarli olarak,
K562S hiicrelerinde MDR-1 ifadesinin artmasi ile birlikte MDR-1 aktivitesinde
artig saptanip boyanin hiicre i¢ine alimi azalmistir. Diger hiicrelerde ise MDR-1
ifadesinin azalmasi ile MDR-1 aktivitesi azalmistir yani Rh123 boyasinin hiicre

icine daha c¢ok gecis yaptig1 bulunmustur

» HKII, PKM1ve LDHA genlerinin ifadesi arastiritlmistir. Gamitrinib’in tek basina
ve Imatinib ile kombine ilag uygulanan K562R hiicrelerinde HKII, PKM1ve

LDHA genlerinin ifadesinde anlamli azalma saptanmustir.

> Imatinibe direngli K562R hiicre serilerinde, hiicre ici ATP miktar1 imatinibe
duyarli K5628S hiicreleri ile kiyaslandiginda daha yiiksek oldugu bulunmustur.

» Bu tez ¢alismasinda Gamitrinib’in ATP iiretimindeki etkisi arastirilmak amaci ile
hiicre ici ATP miktar tayini yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore Imatinibe
direncli hiicrelerde (K562R ve K562R-adh) Gamitrinib tek basina ATP iiretimini
azaltirken, Imatinib ile kombine uygulandiginda ATP miktari1 daha ¢ok

diisiirdiigii bulunmustur.

» Elde ettigimiz sonuglara gore K562S hiicrelerinde Gamitrinib tek basina
uygulandiginda sub G0/G1 fazindaki hiicrelerde kontrol grubu ile kiyaslandiginda
anlamli artis saptanirken, Gamitrinib’in imatinib ile kombine uygulandig1 kosulda
sub GO/G1 fazindaki oran anlamli bir sekilde artig gostermektedir. Sub GO/G

fazinda bulunan hiicreler apoptotik hiicrelerdir, bu da gamatirinib’in K562S

174



hiicrelerinde tek basina uygulandiginda apoptozu indiikledigi, bununla birlikte

Imatinib ile kombine verildiginde apoptotik hiicre sayisinin arttig1 bulunmustur.

> Bu tez calismasi Imatinibe kars1 gelisen direngte mitokondri hedefleyen Gamitinib

kullanilarak ilaca kars1 direncin kirilmasina yonelik yapilan ilk ¢aligmadir.

» (Calismanin uluslararasi literatiire onemli katkilar saglayacagi agiktir.
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OZET

Kronik Miyeloid Losemi’de Gelisen Direncte Hiicrelerin Yeniden Programlanmasinda

Mitokondrilerin Etkisinin Arastirilmasi

Kronik miyeloid 16semi (KML) 9. ve 22. kromozomlarin resiprokal translokasyonu
sonucu olusan BCR-ABL fiizyon geni nedeniyle olusan bir hematopoetik neoplazidir. KML
tedavisinde kullanilan Tirozin Kinaz Inhibitorlerine kars1 gelisen direng, tedavinin basarisiz
olmasina neden olmaktadir. Bu proje kapsaminda K562 KML hiicre serilerine Imatinib
uygulanarak Imatinib direngli hiicre serileri elde edilmis ve bu hiicrelerde Imatinib’e karsi
gelisen direng mekanizmasi kok hiicrelilik, tutunma, metabolizma, ER stres ve otofaji yoniinden
aragtirtlmigtir. Direngli hiicre serileri K562R-adh (direngli-yapisan) ve K562R(direngli-
siispanse) olarak iki farkli populasyon temelinde analiz edilmistir. KML’de imatinib’e karst
gelisen diren¢ mekanizmasini tanimlamak amaciyla K562S (duyarl), K562R ve K562R-adh
hiicrelerinin integrin ve kok hiicre paneli PCR array analiz sonuglari degerlendirilmistir. Integrin
panelinde direngten sorumlu olarak her iki hiicre serisinde THSB1, VCAN, SELP, ITGB3,
ITGB6, COL15A1, ITGA9, ITGA10 gen ifadelerinin anlamli olarak arttig1 belirlenmistir. Kok
hiicre panelinde ise direngli hiicrelerimizde DATCH1, ALCAMI1, JAG1, CD44, KITLG,
ITGA2, GATA3, ABCG2, PTPRC genlerinin yiiksek ifade edildigi saptanmistir. KML’de
Imatinib’e kars1 gelisen direngten sorumlu olarak VCAN, SELP, COL15A1, ITGB6 ve ITGA9
genlerinin ifadelerinin arttig1 ilk kez bu tez projesinde belirlenmistir. Ozellikle, K562R-adh
hiicrelerimizde integrin panelinde COL4A2, FN1, ITGAS, ITGA4, LTNNAI1, ECM1, LAMCI1
ve CNTN1; kok hiicre panelinde ise SOX2, KLF4, ALDHA1 ve CD24 kok hiicre belirteglerinin
anlamli bir sekilde yiiksek ifade edildigi saptanmistir. Bu tez projesinin ikinci asamasinda ise,
KML’de gelisen Imatinib direncinin yok edilmesinde, mitokondri saperon (HSP90) inhibitorii
olan Gamitrinib’in alternatif ajan olabilecegi diisiiniilerek Imatinib, Gamatrinib ve
Imatinib+Gamatrinib ila¢ kombinasyonlari ii¢ farkli hiicre grubuna uygulanmistir. K562 hiicre
serisine Gamitrinib uygulandiginda Imatinib’den daha yiiksek hiicre 6liimii gdézlenmis olmasi
IM’e alternatif bir tedavi ajani olabilecegini gdstermistir. Annexin V, kaspaz ve ATP miktar
tayini sonuglarimiza gore, Imatinib’e direngli hiicre serilerinden K562R-adh hiicrelerimizde
Gamitrinib+Imatinib ile kombine uygulandiginda bu hiicreleri yiiksek oranda apoptoza
gotiiriirken, K562R hiicrelerimizde ise tek basina Gamitrinib uygulanmasi ve Imatinib ile
kombine uygulanmasi durumunda yiiksek miktarda apoptoza yola agmistir. Bu sonug, KML’de
gelisen Imatinib direncinde Imatinib+Gamitrinib kombine tedavisinin ila¢ direncini gidermek
icin alternatif bir tedavi protokolii olarak Onerilebilecegini gdstermektedir. Gamitrinib
uygulanan hiicrelerde bunlara ilaveten otofaji ve ER stres belirtecleri analiz edilmis, ancak ilag
uygulanmasi ile bu yolaklar arasinda direkt bir iliski gdzlenmemistir. Gamitrinib aerobik
glikolizi inhibe eden bir ajan oldugu icin bazi metabolik genler de arastirilmis ve K562R
hiicrelerimizde Gamitrinib’in HK2, PKM1 ve LDHA genlerinin ifadesini diislirdigii ve bu
hiicrelerin normalde aerobik glikoliz yaparak hiicre canliligini arttirdigi  seklinde
yorumlanmigtir.

Anahtar kelimeler: Imatinib direnci, KML, Apoptoz, Otofaji, Mitokondri, HSP 90

inhibitor.
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SUMMARY

Investigation of The Effect of Mitochondria in The Reprogramming of Resistant
Chronic Myeloid Leukemia Cells

Chronic myeloid leukemia (CML) is a hematopoietic neoplasm (9, 22) (q34, q11) caused by
the BCR-ABL fusion gene which is produced as a result of the reciprocal translocation between
9. and 22. chromosomes. Resistance to tyrosine kinase inhibitors used in the treatment of CML
causes treatment failure. In this project, Imatinib resistant cell line which was obtained by
incubating cells with increasing concentrations of Imatinib was used to analyze resistance
mechanisms in terms of stemness, adhesion, metabolism, ER stress and autophagy. Resistant cell
lines were analyzed on the basis of two different populations, Radh (adheren) and R (suspension).
In order to define the mechanism of resistance against Imatinib in CML; integrin and stem cell
signaling PCR array results were analyzed in K562S (susceptible), K562R (resistant-suspension)
and K562R-adh (resistant-adherent) cells. THSB1, VCAN, SELP, ITGB3, ITGB6, COL15A1,
ITGA9, ITGA10 gene expressions significantly increased in both K562R and K562R-adh cells.
In the stem cell panel, DATCH1, ALCAMI, JAG1, CD44, KITLG, ITGA2, GATA3, ABCG2,
PTPRC genes were found to be highly expressed in our resistant cells. Increased expression of
VCAN, SELP, COL15A1, ITGB6 and ITGA9 genes, which are responsible for resistance to
Imatinib in CML, has been identified for the first time in this thesis project. In the stem cell panel,
DATCHI, ALCAMI1, JAGI, CD44, KITLG, ITGA2, GATA3, ABCG2, PTPRC genes were
found to be highly expressed in our resistant cells. The expression of VCAN, SELF, COL15A1,
ITGB6, ITGA9, and KITLG genes, which are responsible for resistance to Imatinib in CML, was
first identified in this thesis project. In particular, our Radh cells exhibited significantly increased
expressions of COL4A2, FNI, ITGAS, ITGA4, LTNNA1, ECM1, LAMCI1, CNTNI1 and SOX2,
KLF4, ALDHA1 and CD24 as integrin and stem cell panel genes respectively. In the second phase
of this thesis project, we investigated the effects of Imatinib, Gamatrinib and Imatinib +
Gamatrinib drug combinations on three different cell groups considering that mitochondria
chaperone (HSP90) inhibitor Gamatrinib might be an alternative agent to Imatinib to eliminate
Imatinib resistance in CML. Cell death in K562s cells achieved with Gamitrinib treatment was
higher than Imatinib treatment which suggested Gamitrinib as an alternative treatment agent to
Imatinib. According to Annexin V staining, caspase activity and ATP quantification results,
Gamitrinib induces a high rate of apoptosis when combined with Imatinib in K562R-adh cells. On
the other hand, Gamitrinib induces a high rate of apoptosis in K562R cells when applied as a single
agent or in combination with Imatinib. This result shows that Imatinib + Gamitrinib combination
therapy may be recommended as an alternative treatment protocol to eliminate Imatinib resistance
in CML. In addition, autophagy and ER stress markers were analyzed in Gamitrinib-treated cells,
but no direct correlation was observed between drug administration and these pathways. Since
Gamitrinib is an agent that inhibits aerobic glycolysis, some metabolic genes have also been
investigated and it was interpreted that in our K562R cells Gamitrinib reduces the expression of
HK2, PKMI1 and LDHA genes, and these cells normally do aerobic glycolysis to increase cell
viability.

Key Words: Imatinib resistance, CML, Apoptosis, Autophagy, Mitochondria, HSP 90
inhibitor.
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