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Bu tez c¢alismasinda, 18 ay boyunca K562 hiicrelerine (K562s) artan dozlarda
Imatinib uygulanmis ve ilag konsantrasyonunun yavas yavas artirilmasiyla,
Imatinibe kars1 direng gelistirilerek, SuM Imatinibe kars1 direngli hiicreler (K562r)
elde edilmistir. /n-vitro Imatinib direnci gelisimi siiresince, BCR-ABL’den bagimsiz
yolaklardaki gen ifade degisimleri incelenerek molekiler mekanizmalar

aydinlatilmaya ¢alisilmistir.
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ve bu tezi savunacagim giiniin hayalini birlikte kurdugum canim babama c¢ok
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1.GIRIS

1.1. Losemi

Kan hicrelerinde ya da oOnciilerinde mutasyon ve/veya kromozomal translokasyon
meydana gelmesi sonucunda ortaya c¢ikan kontrol disi ¢ogalmalar ile karakterize
edilen hematolojik malignansi olarak tanimlanmaktadir (Crans ve ark., 2001).
Losemik hiicreler, kanser kok hiicre kaynaklidirlar, mutasyona veya kromozomal
anomaliye sahiptirler, genetik kararsizlik, cogalma, farklilasma ve apoptozis gibi
onemli hiicresel fonksiyonlarda bozulma ve Ozellikle farklilasmadan kagis
gosterirler. Losemik hicreler, biiyiime avantaji kazanmislardir, klonal baskinlik ve

yayilim gosterirler.

Losemiler; hematopoetik kok hiicrelerden aldiklart kokene gore, myeloid ve
lenfoid 16semi olmak iizere ikiye ayrilir. Bunlar da kendi icerisinde akut ve kronik
faza gore, akut lenfoid (ALL), akut myeloid (AML), kronik lenfoid (KLL), kronik
myeloid 16semiler (KML) olarak gruplandirilirlar (Beksag ve ark., 1997).

LOSEMI . NORMAL
Hematopoetik Kok Hiicre

(“ J (“ G
« / Ll ‘
l Genetik degisiklikler / \
Lenfoid Myeloid
progenitor progenitor

Losemik Blast
Hucreleri
Farkhilasmanin bloke
edilmesi
()
@ 00 :®P

B-Hucre T-Hucre  Eritrosit Platelet Monosit Granilosit

Sekil 1. 1. Loseminin Olusum Mekanizmasi



1.2. Kronik Miyeloid Lésemi (KML)

Kronik Miyeloid Losemi (KML) ilk kez bagimsiz olarak 1845 yilinda patalojist
Bennet, Cragie ve Virchow tarafindan tanimlanmistir (Bennet ve ark.,1845; Cragie,
1845; Virchow, 1845). KML hastaliginda Philadelphia (Ph) kromozomunun varligi
bir genetik anomali olarak 1960 yilinda Hungerford & Nowell tarafindan
bulunmustur. Ph kromozomu tim KML hiicrelerinde bulunmaktadir. 1973 yilinda
Janet Rowley’s ve arkadaslar1 Ph kromozomun varligin1 onaylayip ve bu kiiciik
kromozomun, t (9;22) (g34;q11) kromozomlarin arasindaki resiprokal translokasyon

sonucunda olustugunu bulmuslardir.
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Sekil 1. 2. Philadelphia kromozomu

1.2.1. KML’nin Patobiyolojisi

KML sitogenetik anolmaliler ve molekiler mekanizmalari  nedeniyle en iyi
tamimlanan hastaliklardan birisidir. KML belirli ve ¢zel karyotip anomalisine sahip
ilk insan hastaligidir, KML vakalarinin sitogenetik analizinde, % 90’dan fazlasinda
Philadelphia (Ph) kromozomu tespit edilmistir. Ph kromozomu (9:22) translokasyonu

sonucunda BCR-ABL fiizyon onkogenini olusturmustur (Rowley, 1973).



BCR-ABL onkoproteini, devamli aktif olan bir tirozin kinazdir, bu tirozin
kinaz hiicre i¢i yolaklar1 aktive ederek anormal hiicre yapismasina, proliferasyonun
artmasina ve apoptozun inhibisyonuna neden olmaktadir (Yuan ve ark., 2007,
Deininger ve ark., 2000; Lugo ve ark., 1990). Blastik faza giren KML hastalarinda ek

sitogenetik anormallikler gelisir.

Sekil 1. 3. BCR-ABL’m tetikledigi KML olusumuna karisan mekanizmalar.

KML biyolojik ajan interferon alpha (INF-a) ile tedavi olan ilk neoplastik
hastaliklar arasinda yer almaktadir, INF-a I6semik klonlarin olusumunun
baskilanmasi ve hastanin hayatta kalma siiresininin artmasina neden olmaktadir
(Talpaz ve ark.,1987). KML ayrica Imatinib mesilat (STI571, Imatinib, Glivec®
veya Gleevec®, Novartis, Basel, Switzerland) tedavi olan ilk neoplastik
hastaliklardan birisidir. imatinibin KML hastaligindaki basarili etkisi bu hastaligin

tedavisinde yeni bir ddnemin agilmasina neden olmustur.

KML, tim Iosemilerin %15 kadarim1 olusturur. Yillilk KML insidansi
popllasyonda 100.000 de 1-2 vaka seklinde gerceklesir. Erkeklerde daha siktir.
Ortalama goriilme yas1 45-55 yaslar1 olarak saptanmistir. KML Insidansi yasla artis
gosterir, hastalarin %30’u 60 yas iistiindedir. KML vakalarin %3’ii ¢ocukluk ¢aginda
gorulur (Jaffe ve ark., 2001; Ishihara ve ark., 1983).



1.2.2. KML’nin Klinik Ozellikleri

KML, hematopoetik kok hiicrelerinin klonal bir hastaligidir. Kemik iliginde asir1
miyeloid hiperplazi, ¢evre kaninda olgun miyeloid hiicrelerden olusan yiksek 16kosit
sayisi (bazofili ile birlikte) ile karakterizedir. KML’nin klinikopatolojik seyri;

1. CP (kronik faz) Ug ile alt1 y1l siirmektedir,

2. AP (akselere faz)

3. BC (blastik faz) sonuncu ve kisa siireli bir asamadir (Faderl ve ark.,1999; Sawyers
ve ark.,1999).

1.3. BCR-ABL Proteini

BCR-ABL geni, 9. kromozomun g34°de yer alan ABL ve 22. kromozomun g11’deki
BCR genlerinin fiizyonu sonucunda olusmaktadir. Yapilan analizlere gore BCR-
ABL transkriptinin degisik biiyiikliiklerde oldugu ve 3 izoform protein iiriiniine
(p190, p210 ve p230) doniistiigic bulunmustur (Clark ve ark., 1988; Hermans ve
ark.,1987) (Sekil.1.4).

Insanlarda, her ii¢ izoformdan biri belli 16semi tipiyle iliskilidir. P190 tipi B-ALL
tipinde, p210 KML ve p230°da nétropenik KML’de daha ¢ok gozlenmistir (Pane ve
ark., 1996).

BCR ABL
Y_.!T._ ' ‘ SH3 SH2 s;n
Serin-teronin -kinaz RAC-GAP Tirozin kinaz domain

pooa e [N U0 1)
p210 kd (b2a2b3a2) r - I . . . -

Sekil 1. 4. BCR-ABL Proteini



BCR-ABL filizyon geninin Urlini olan BCR-ABL, yapisal olarak aktif bir
tirozin kinazdir ki buda KML hastaliginin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir

(Yuan ve ark., 2007).

1.4. Tla¢ Tedavisindeki Diren¢ Mekanizmalar

Kemoterapi, kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Tiimor hiicreleri
kemoterapi tedavisinin ilk asamasinda olumlu y6nde cevap vermektedirler ancak
sonraki asamalarda bu hiicrelerde ilaca kars1 direng gelismektedir. {laglarin kimyasal
bilesenlerine ve hiicre i¢i farkli mekanizmalara bagli olarak, bu hiicrelerde ilacin
toksik etkisinden kagis gézlenmektedir. ( Fu-Shing Liu, 2009). Tedavide ilaca kars1
olusan direncte cesitli faktorlerin etkisi vardir. Hastalar arasindaki bireysel
farkliliklar ve hatta ayni tiimér dokusundan alinmig somatik hiicrelerin genetik ve
epigenetik farkliliklar1 bu direng olusumunda etkilidir. ( Fu-Shing Liu, 2009) Normal
hiicrelerin ilaca gosterdikleri cevap aynidir, oysa kanser hiicrelerinin her biri ilaca

farkli yanit vermektedir (Michael ve Gottesman, 2002).

Kanser hiicrelerinde ilag¢ direncine neden olan mekanizmalar asagidaki gibidir
(Sekil 1.5):
1. Hucre ylizeyinde bulunan ve ilacin taginmasi ve alimini saglayan reseptorlerin
kaybi, ilacin disiik alimina, hiicre i¢i birikimine veya ilacin hiicre disina
pompalanmasina neden olmaktadir.
2. Tlacin hedefindeki mutasyonlar sonucu degisiklikler meydana gelmektedir .
Ornegin Imatinib tedavisinde bu durum goézlenmektedir.
3. DNA tamir mekanizmasinin artmasi goriilmektedir.
4. Ilag metabolizmasindaki meydana gelen degisiklikler, ilacin biyoaktivasyonunun
azalmasina ve fazla salgilanan metabolik enzimler tarafindan inaktive olmasina yol

acmaktadir.



Efluks pompalar

Azalmig
alinim

Hiicre déngiisiindeki degismis kontrol

N noktalarin

Membran Acil yanit genlerin indiiklenmesi
Lipidlerindeki
degisimler

Béliimlendirme

I Artris veya
_ degigilmig
ilag hedefleri

Artmis hasann tamiri

<0000

Baskilanmis apoptoz

metabolizma

D - D*

Sekil 1. 5. Kanser hicrelerinde ilag direncine neden olan mekanizmalar (Michael ve Gottesman,
2002)

Bazi durumlarda, farkli mekanizmalarla hicre icerisine birden ¢ok ila¢ birlikte
verilerek tedavinin daha etkili olmasi saglanmaktadir. Bu tiir ¢oklu tedavilerde
zamanla hiicrelerde degisik diren¢ mekanizmalar1 devreye girmektedir ve eszamanli
olarak birbirinden bagimsiz bir¢ok ilaca kars1 direng gelismektedir. Bu olaya MDR

(multi drug resistance), ¢coklu ilag direnci denir.

Coklu ilag direncini (MDR) olusturan mekanizmalar:

(a) Hiicre i¢ine ilag aliminin azalmasi,

(b) Hiicre disina ilag atiliminin artmast,

(c) Artmig DNA tamiri,

(d) Artmis ilag metabolizmasi/ detoksifikasyonu,
(e) Azalmis apoptoz.
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Sekil 1. 6. Hiicredeki ¢oklu ilag direncine neden olan mekanizmalar.
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Sekil 1. 7. flaglarn 3 yolla hiicrenin igerisine alinmasi1 (Michael ve Gottesman 2002)

Hiicre yiizeyinde bulunan iki farkli tasiyici protein, tiimdr hiicrelerindeki ilaca

diren¢ mekanizmasindan sorumludurlar.

ABC (ATP Baglayian Kaset) Tasiyicr Protein Ailesi: Transmembran proteinleri
olup, enerjiye bagimli olarak c¢alisirlar. Hiicrede tasimaya aracilik eden

proteinler ATP ile ¢alisan pompalardir.

Cozinen Madde Tasiyicr Superailesi: Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin

hiicreler tarafindan alimimini saglamaktadir. Bu proteinlerin fonksiyonlarindaki



azalma, hucrelerin ilaca kars1 direng gostermesine neden olmaktadir ( Fu-Shing Liu,
2009).

1.4.1. ABC Superailesi

ATP bagimli membran pompasidirlar, tasiyic1 proteinlerin goérev aldigi tasimada,
ilaglarin hiicre i¢inden atiliminda 6nemli rol oynamaktadirlar (Higgins, 1992).
ABC tasiyicilarin asir1 ekspresyonlari, kemoterop0Otik ilaglarin hiicre digina atilimini
artirdig1 icin bu proteinler, coklu ilac direnci proteinleri olarak adlandirilmistir.  Tlk
olarak 1970 yilinda tasiyici protein ailesinden P-glikoprotein’in (MDR-1) kanser
ilaglarma direngli tiimo6r hiicrelerinde yiiksek ifade edildigi  gOsterilmistir (Jan
Maxwell, 2000). Daha sonra 1987 yilinda bu proteinin 7. kromozom iizerinde
bulunan MDR-1 geni tarafindan kodlandigi bulunmustur (Jan Maxwell, 2000).

Insanda, ¢oklu ila¢ direncinden ve hiicreden tagmnmasindan (atilmasindan)
sorumlu olan ABC ailesinin 48 tiyesi bulunmustur (Michael ve Gottesman, 2002).
Bu proteinlerden sadece 14 tanesinin ilag tagima gorevi saptanmistir. Su ana kadar,
ATP baglayici tasiyict protein ailesinin en biiylik gruplari, 9 protein ¢esidine sahip
MRP ve 7 protein ¢esidine sahip MDR’dir (Dean ve Allikmets, 2001).

ABC tasiyic1 protein ailesi iiyeleri, en az bir ATP baglayic1 bolge (niikleotid
baglayict bolge) ve en az bir transmembran bolge (TM) icermektedir (Cizelge
1.1).

Cizelge 1. 1. ABC siiper aile iiyeleri ve yapilar1 (Michael ve Gottesman, 2002).

notral ve katyonik bagirsak, karaciger,
P-gp, ABC B1 organik bilesikler bobrek, kan-beyin
MDR1 bariyeri

GS-X ve diger
MRP1 ABC C1 bilesikleri, organik Yaygin
anyonlar

MXR,BCRP, antrasiklinler, plasenta, bagirsak,
ABC-P ABCG2 mitoksantron meme, karaciger




ABC tasiyicilan1 ilag diren¢ mekanizmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar.
ABC tasiyicilarinin yuksek ifadesi, hiicre ici ila¢ (antrasiklinler, vinka alkoloidleri
gibi kemoterapotik ilaclarin atiklarinin) konsantrasyonunu azaltarak ilag direncine
neden olmaktadir (Michael ve Gottesman, 2002). Bir ¢cok MDR efluks proteini ilag
atim pompasi gibi ¢alismaktadir, sonugta toksik maddelerin hiicre i¢i konsantrasyonu

azaltmaktadirlar.

1.4.1.1. MDR1/P-gp (ABCB1)

MDR1/Pgp geni kromozom 7¢g21.12'de lokalizedir. Kodladig1 protein, ilag direnci
mekanizmasinda  hiicrenin  yiizeyinde yer alan, 170kDa biyiikliigiinde
fosfoglikoprotein yapida bir pompadir. 2 ATP baglayici bolgesi ve 2 transmembran
bolgesi bulunmaktadir. Bu transmembran bolgelerinin her birisi alt1 transmembran

domainden olugmustur (Chen ve ark., 1986; Jan Maxwell, 2000).

Cizelge 1. 2. Non-Pgp/ ilag direncinde Mdrl mekanizmalar1 (Jan Maxwell, 2000)

Hiicre ici tutulma MRP/LRP

llag efluksu MRP

llag detoksifikasyonu Glutatyon S-transferaz
Degismis cekirdek hedefi DNA topoizomeraz
Apoptotik yanit Bcl-2; Bcl-X; Bax; p53; APO-1/FAS

1.4.1.2. LRP (Akciger Rezistans Protein)

Ik kez Scheper ve arkadaslari tarafindan 1993 yilinda coklu ilag direnci saptanan
akciger kanseri hiicre serisinde varligi bulunmustur. Coklu ilag¢ direncinden sorumlu
bir diger molekiildir. Bu molekiil bir ¢ok farkli ilaca karsi diren¢ olusumundan
sorumludur, 16. kromozom (zerinde lokalize bir gen tarafindan kodlanmaktadir ve
110kDa agirligindadir. LRP, ilac1 spesifik vezikiillere, oradan da hiicre disina

pompalamaktadir ve ATP bagimli tasiyici protein ailesinden degildir.
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1.4.1.3. MRP1 (ABCC1)

Yillarca MDR1’in ilag direnci ile iliskili tek ABC tasiyic1 proteini oldugu

diistiniilmiistir ancak MDR1’in asir1 ifadesi olmayan, ilaca direncli hicre
hatlarin1 tanimlayan caligmalar, diger MDR iliskili proteinlerin varligina isaret
etmistir. Bu durum ise daha sonra MRPI1 olarak ikinci bir ila¢ direncli ABC

tagtyicisinin tanimlanmasini saglamistir.

MDRI1 ve MRP1 yapisal ve fonksiyonel olarak birbirine benzemelerine ragmen
yapilarindaki benzer aminoasit oran1 %20 civarindadir. Fakat buna ragmen ayni
olmayan bir grup anti kanser ilacina direng gelisiminden sorumludur. MDR1 ile
MRP1 farkli mekanizmalar vasitasi ile ilag direnci gelistirirler. MRP1 geni 31
ekzondan olusmaktadir ve 16. kromozomda lokalizedir. Hem hiicre zarinda hem
de endoplazmik retikulum membraninda yer alan ABCC1 proteinini kodlar.
MRP1’in gen ifade diizeylerinin artis1, azalmis intraseliler konsantrasyonlara

ve ilag atilim seviyelerinin ylikselmesine neden olmaktadir.

1.4.1.4. BCRP (ABCG?2)

Ilag direncinden sorumlu diger 6nemli efluks pompasidir ve ABCG2 geni tarafindan
kodlanmaktadir. Bu protein 72 kDA agirliginda ve 665 aminoasitten olugsmaktadir.

N-terminal bolgesinda ATP baglanma domaini ve C-terminal bdélgesinde ise
transmembran domaini yer almaktadir. ABCG2’nin yari- tastyict olmasi nedeniyle
fonksiyon gosterebilmesi i¢in homodimerize yada oligomerize olmasi gerektigi
distintilmektedir (Ni ve ark., 2010) BCRP’ nin yiiksek ifadesi soncunda hematopoetik
malignitelerin tedavisinde kullanilan ilaglara (metotreksat, mitoksantron) kars1 direng

olusmaktadir (Breedveld ve ark., 2004).
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Cizelge 1. 3. ABC siiper ailesi iiyeleri ve onlarin substratlar1 ve inhibitorleri

Kolsisin, Doksorubisin, VP16, Adriyamisin, Verapamil, PSC833
P-gp/ ABCB1 Vinblastin, digoksin
MRP/ABCC1 Doksorubisin, Daunorubisin, VP16, kolsisin, Siklosporin A, V-104
rhodamin
BCRP/ABCG2 Topotecan, CPT-11, GF120918 FumitremorginC

1.4.2. SLC22A1/OCT-1 Tasiyici ice Alm Protein

(Coziinen madde tasiyici siiper ailesinin iiyeleri, pasif tasiyici olarak maddelerin
membrandan enerji harcamadan gecislerini saglamaktadir (Koepsell ve ark., 2007).
Bu super aile tasidiklar1 substratin ve tasiyicinin tipine bagli olarak 43 aileye
boliinmektedirler. Bazi aileler 6zel substratlar 6rnegin oligopeptidler, sekerler,
fosfatazlar ve metalleri tasimaktadirlar, diger aileler ¢oklu 6zellikli tagiyicilardir, bu
tastyicilar farkli biyiikliikte ve yapida olan substratlari tasimaktadirlar (Hediger ve
ark., 2004).

SLC tasiyicilar cogunlukla plasma membraninda ifade olup ve ¢esitli hiicresel
fizyolojik proseslerde ornegin nodrotransmittler, besinler veya metabolitlerin ice ve
disa aliminda Onemli rol oynadiklart bulunmustur. COzinen madde tasiyici
proteinlerinin 22. ailesinin iyeleri genellikle ¢oklu 6zellikli tasiyicilardir. Bu ailenin
cogu tlyeleri ince bagirsak, karaciger ve bObrekte ifade olmaktadir ve buda bu
proteinlerin, ilaglarin, Kksenobiotiklerin, endojen bilesenlerin absorbsiyon ve
salgilamasinda dnemli rolleri oldugunu gostermektedir. Bu aile substrat ve tasima

mekanizmasina gore farkl alt gruplara bolinmektedir (Koepsell ve ark., 2007).

Giderek artan sayidaki birgok bilimsel ¢alisma bazi kemoterapétiklerin influks
tastyicilart icin substrat olduklarini gdstermistir. Son zamanda, Imatinib’in hiicre
icine tercihen SLC22A1 (OCT]1 olarakta adlandirilir) aracili olarak transport edildigi
ve bu tasryicinmn ifadesinin 6 ay Imatinib tedavisinin ardindan tam sitogenetik

remisyonun kazanimi igin 6ngoriicli belirte¢ oldugu rapor edilmistir (Wang ve ark.,
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2008). Hiicre SLC22A1 tasiyicisinin inhibitdriine maruz birakildiginda, imatinib

influksu anlaml1 derecede azalma gostermektedir(Thomas ve ark., 2004).

Diger mekanizmalar, 6rnegin apoptozu indiikleyen ilaglara kars1 duyarsizlik ve
ila¢ detoksifikasyonu yapan yolaklarin indiiklenmesi, kanser tedavisinde kullanilan
ilaglara karsi dirence neden olmaktadir (Michael ve Gottesman, 2002). Bugunki
kullanilan tedavi yontemleri, hiicre ylizeyindeki reseptorleri hedef almanin yanisira,
0zel ajanlarla hiicre bliylimesinde etkili olan kinazlarin inaktive edilmesi yoniindedir.
Bu sayede kanser tedavilerinde basar1 artist ve yan etkilerin azalmasi

hedeflenmektedir (Fu-Shing Liu, 2009).

1.5. KML Tedavisinde Imatinib Mesilat

Imatinib mesilat (Gleevec, STI571, CGP57148B), 2-fenilaminopirimidin smifinda
yer alip; BCR-ABL tirozin kinazin secici inhibitorii olarak tasarlanan etkili bir
terapotik ajandir (Corbin ev ark., 2003). Imatinib, BCR-ABL otofosforilasyonunun
ve substrat fosforilasyonunun inhibisyonunu gerceklestirerek, etkilenen hicrelerin
proliferasyonunu bloke eder, apoptozisi indikler ve BCR-ABL onkoproteininin
etkilerini bloke eder (Walz ve Sattler, 2006).

Imatinib mesylate
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=
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Sekil 1. 8. Imatinib’in kimyasal sekli.
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Aktif BCR-ABL sinyali inktif olmus BCR-ABL

BCR-ABL

BCR-ABL

Ty

Sekil 1. 9. Imatinib ve Nilotinib’in etki mekanizmasi

L tirozin

Imatinib mesilat (Glivec), BCR-ABL tirozin kinaz’in, kigclk inhibitor
molekiliidiir ve Imatinib yeni teshis edilmis KML hastalarinda en ¢ok kullanilan
ilagtir. Imatinib BCR-ABL kimerik tirozin kinaz’in aktivitesini baskilayarak, BCR-
ABL tirozin kinaz’in aracilik yaptigi yolaklar1 ve poliferasyonu inhibe ederek
apoptozu induklemektedir (Jan Maxwell, 2000). Yapilan ¢aligmalarda, BCR-ABL
tirozin kinaz’in apoptotik genlerin ifade olunmasinda (hem transkripsiyon ve hem
translasyon asamasi sirasinda) etkili oldugu gosterilmistir. Cogu zaman, BCL2’nin
ifadelenmesi ve BCL-X; BCL-XL’nin yiiksek ifade olmasinin BCR-ABL tirozin

kinaz’in varligiyla iligkili oldugu bulunmustur (Yuan ve ark., 2007).

Apoptozis ile baglantili genler AML (Akut Miyeloid Lésemi) ve KML

tamiminda prognoz faktorleri olarak kullanilmaktadirlar (Yuan ve ark., 2007).

TKI (Tirozin kinaz inhibitor)’lere karsi olusan direng 2 gruba ayirilir:
1. BCR-ABL bagiml diren¢ mekanizmasi
2. BCR-ABL bagimsiz diren¢ mekanizmasi
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1.5.1. BCR-ABL Bagimh Diren¢ Mekanizmasi

BCR-ABL’nin tirozin kinaz domainlerinde 16semik mutant klonlar bulunmaktadir.

BCR-ABL geninin amplikasyonu sonucunda, BCR-ABL proteini de yuksek

seviyede ifade olmaktadir.

1.5.1.1. KD (Kinaz Domain) Mutasyonlari

Edinilmis direncin ortaya c¢ikmasinda en yaygm goriilen mutasyonlar, KD

mutasyonlaridir ve ilaca hi¢ yanit gdstermeyen hastalarda nadiren rastlanmaktadir.

Bu mutasyonlar ila¢ tarafindan indiiklenmemektedirler, bu diren¢ mekanizmasi

bakterilerdeki antibiyotik direncine benzer sekilde ortaya ¢ikmaktadirlar. Ilag

uygulandiktan sonra var olan mutant klonlar c¢ogalirlar ¢iinkii ilaca hassas hiicreler

ilaca maruz kaldiktan sonra yok olmaya baslarlar ve boylece ilaca direncli klonlar

yasamaya devam ederler.

Direngli hastalarda mutasyonlar 4’e ayrilir

1.

2.

3.

Dogrudan baglanmay1 bozanlar, belirlenmis ilk mutasyon T3150dir. (Gorre,
2001). T3151 mutasyonunda, 315 pozisyonunda bulunan treonin, izoldsin’e
degismistir.

Bazi mutasyonlar ATP baglanma loop’unda kiimelenmektedir. IM
baglanmasi i¢in gerekli yapinin destabilizasyonuna yol agarlar (G250, Q252,
Y253, E255 degisimleri). Mutasyonu tasiyan hastalarda kotii prognoz
g6zlenmektedir.

ABL kinazin aktivasyon loop’undaki mutasyonlar ise IM baglanmasina etki
etmektedirler (IM inaktif konformasyonda baglanabilir).

Katalitik bolgede (aa 350-363) kiimelenen mutasyonlardir, bu bdlgenin
aktivasyon loopuyla yakindan baglantis1 bulundugu i¢in IM’in baglanmasinda

etki gosterebilmektedirler.
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vakalarin yaklasik yiizdesi

#egéif
g%a’ -

Sekil 1. 10. KD mutasyonlari, A: ATP ve fosfat baglanma bolesi, B:Iimatinib baglanma bolgesi, C:
katalitik bolge, A: ABL Kinaz aktivasyon loop (Redaelli ve ark., 2009)

Gilinimiize kadar IM diren¢li KML hastalarinda yaklasik 50 amino asitin
degisimine yol acan 100’{in iizerinde farkli nokta mutasyonu belirlenmistir. Farkli
mutasyonlar ilaca kars1 farkli biyokimyasal hassasiyete sebep olmaktadirlar.
Omegin: E255K, E255V, T3151 mutasyonlarida IM’e kars1 hassasiyette 200 kat
azalma gozlenmektedir ama diger yandan F311L, F359V, V3791, L387M
mutasyonlarinda IM’e kars1 hassasiyette 3 kat azalma goriilmistiir (Corbin ve ark.,
2003).

In-vitro calismalarda Imatinib, dasatinib ve nilotinib igin elde edilen 1C50
(Inhibitory Concentration) degerleri ¢alismalar arasinda degiskenlik gostermektedir
(O’Hare ve ark.2007; Redaelli ve ark., 2009). Hastanin tedaviye uyumu, ilacin
hastadaki absorbsiyonu, metabolizmasi, transportu, inaktivasyonu, atilimi ve olasi

diger ilaglarla etkilesimi de dikkate alinmalidir.
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1.5.1.2. BCR-ABL Fiizyon Proteininin Yiiksek Seviyede Ifadesi

BCR-ABL geninin amplifikasyonu sonucunda BCR-ABL proteininin asir1 ifade
olunmasi ilk kez Imatinib’e direngli KML hiicre serilerinde saptanmustir (Mahon ve
ark., 2000; Barnes ve ark., 2005). Tiim bir hasta populasyonunun %18 kadarinda
saptanmistir. Asirt BCR-ABL protein ifadesi sergileyen hicrelerin IM’e daha az
hassas olduklar1 ve daha hizla IM direngli mutant klonlar gelistirdikleri belirlenmistir
(Barnes ve ark., 2005). Yiksek BCR-ABL protein ifadesi, genomik instabiliteye
neden olmaktadir, BCR-ABL KD (kinaz domain) dahil olmak (izere genomun
herhangi bir bolgesinde mutasyon gelisimine yatkinlik saglamaktadir (Barnes ve ark.,
2005; Koptyra ve ark., 2008; Yuan ve ark., 2010).

1.5.2. BCR-ABL Bagimsiz Mekanizmalar

Bu mekanizmalarla ilgili heniiz kesin bilgiler bulunmamakla birlikte, arastirmalar

halen stirmektedir. Mekanizmalardan bazilar1 asagidakiler gibidir.

1.5.2.1. Ila¢ tasinmasindaki Defektler

Coklu ilag direnci (MDR), memeli hcrelerinde, bir ilaca maruziyet sonucunda
cesitli ajanlara karsi gelisen capraz direngtir. Pek cok durumda, hiicre ylzeyinde
MDR1 (ABCBI) tarafindan kodlanan P-glikoproteinin artmis ifadesi tarafindan
ortaya ¢cikmaktadir.

IM ve TKI (tirozin kinaz inhibitér)’leri Pgp’nin substratlaridirlar. Pgp ifade
eden hiicrelerde hiicre i¢i IM diizeyleri anlamli olarak diisiiktiir (Hegedus ve ark.,
2002). ABCG2 tarafindan kodlanan meme kanseri diren¢ proteini (BRCP) IM
direnciyle iliskilidir. IM, BRCP/ABCG?2 ila¢ ‘efluks’ pompasinin substrati ve/veya
inhibitori olarak fonksiyon gostermektedir. BRCP/ABCG2’nin insan tlmorlerinde
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asir1 ifade oldugu goriilmiistir ve KML kok hiicrelerinde fonksiyonel olarak ifade
olmaktadirlar (Hiwase ve ark., 2008; Burger ve ark., 2004; Hu ve ark., 2008).

Ilact disar1 pompalayan proteinlerin aksine bazi transport proteinler de ilacin
hiicre i¢ine alinmasindan sorumludurlar. OCT1 (the human organik cation
transporter 1), IM’in aktif sekilde hiicre igerisine alimimi saglamaktadir. OCT1
inhibisiyonu, IM’nin hiicre igersindeki konsantrasyonun azalmasmma  neden

olmaktadir (Thomas ve ark., 2004).

Tam bir sitogenetik yanit alinmis hastalarin MNC (mononikleer hiicre)’
lerinde anlaml1 yiiksek diizeylerde OCT-1 gen ifadesi gdzlenmektedir.
Tirozin kinaz inhibitér optimizasyon ve selektivitesine iliskin bir ¢alismada diisiik
OCT?Z’in fonksiyonel aktivitesinin, kronik faz KML hastalarinda hastaligin gelecegi
icin prediktif oldugu saptanmistir (Engler ve ark., 2010; White ve ark., 2010).

Src ailesi kinazlar Lyn ve Hck myeloid hiicrelerde primer olarak ifade olurlar
ve BCR-ABL ifade eden hiicre serilerinde aktive olmaktadir (Geahlen ve ark., 2004;
Hu ve ark., 2006). Yapilan gesitli ¢alismalarda IM’nin artan dozlarina maruz
birakilarak olusturulan IM direngli hiicre serilerinde ve KML hastalarinin
hiicrelerinde Lyn’nin aktive ve yiiksek ifade oldugu gosterilmistir (Donato ve ark.,
2003). Src kinaz inhibitoriiyle Lyn’nin baskilanmasiyla IM direngli hiicre serilerinin
proliferasyonunda ve hayatta kalmalarinda azalma saptanmistir. Bu etki IM’e hassas

hiicrelerde goriilmemistir (Donato ve ark., 2003; Dai ve ark., 2004).

Lyn ekspresyonu yiiksek olan hastalarda, sadece BCR-ABL kinazlarin
Imatinib ile inhibe olmalari, BCR-ABL aracilikli sinyallerin tamaminin ortadan
kalkmasi i¢in yetmemektedir ve bu ylzden Lyn inhibisyonu, IM direncinin ortadan
kaldirilmasi igin gereklidir (Wu ve ark., 2008). Mikrodizin temelli ¢aligmalarda IM-
direngli hiicrelerde, hassas hiicrelere kiyasla daha fazla veya daha az ifade olan
genler belirlenmistir. Bu genlerin pek ¢ogu, sinyal iletiminde, transkripsiyonel

diizenlemede rol oynamaktadirlar (Tipping ve ark., 2003; Grosso ve ark., 2009).
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1.5.2.2. Lésemik Kok Hiicre Sessizligi

Kanser kok hiicreler tiimor olusumunda 6zel yetenege sahiptirler. Bu hiicreler,
kendini yenileme ve farklilasma gibi normal kok hiicrelerle bir ¢ok ortak 6zellige
sahiptirler. Son zamanlarda yapilan bir ¢ok ¢alisma kanser kok hiicrelerinin ¢esitli
timorlerdeki varligim1 gostermektedir, bu da kendini yenileme ve farklilasmay1
regule eden molekiler mekanizmalarin tanimlanmasinda rol oynamaktadir, ¢iinkii
bu yolaklarda etkili olan genler timorin ilerlemesinde de etkilidir.

Kanser kok hiicreleri, tiimorojenik ve tiimorojenik olmayan hiicrelerin olusumunda
onemli rol oynamaktadir. Tiimorojenik hiicreler yiizey belirtecleri araciligiyla
timaorojenik olmayan hiicrelerden ayrilabilir. Son zamanlarda kanser kdk hicrelerin
(KKH) ilac¢ direncindeki rolii giderek 6nem kazanmistir. KKH’ler kemoterapiye
direng gostererek hastaligin yeniden niiks etmesine ve tiimdrlerin metastazina neden
olmaktadir. KKH’lerinin ila¢ direncindeki molekiiler mekanizmalar1 tam olarak
aciklanmamistir. Yapilan bir ¢ok calisma KKH’lerin ilag tedavisindeki kagislarinda
mekanizmanin, bu hiicrelerin kok hiicre karakteri almasini saglayan bir ¢ok
molekiille iligkili oldugunu gostermistir. Bu 0nemli genlerden SOX-2, OCT-4 ve
NANOG genlerinin ilag direnciyle baglantili oldugu bulunmustur.

OCT-4, SOX2, NANOG genleri kok hiicre belirteci olarak kanser kok htcrelerinde
yuksek ifade gostermektedirler.

OCT-4, embriyonik kok hurelerde transkripsiyon faktori olarak fonksiyon
gostermektedir, bu gen cogu tiimorlerde kok hiicre benzeri fenotiplerin olusumunda
rol oynamaktadir. OCT-4 geni az farklilagmis tiimorlerle tam farklilasmis olanlarla
kiyaslandiginda anlamli derecede ifade oldugu gozlenmistir.

SOX-2 ve NANOG insan somatik hiicrelerinin, embriyonel kok hiicre 6zelligine
sahip pluripotent kok hiicrelerine yeniden programlanmalarina neden olmaktadir.
Her iki gen de embriyonik kok hiicrelerde transkripsiyon faktorl olarak fonksiyon
gostermektedir (Shaobin ve ark., 2013).

Sessiz 16semik kok hicreler toplam KML kok ve projenitor hicrelerinin %1°ni
olusturmaktadir. Tedavi gormeyen KML hastalarinin kan ve kemik iliginden elde
edilmektedir (Holyoake ve ark., 1999; Jorgensen ve ark., 2007). [n-vitro ¢alismalar,

IM’in bu hiicrelerin ¢ogalmalarini engelledigini ancak hiicre déngusiinde canli
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olarak beklemelerini sagladigini gostermistir (Holyoake ve ark., 1999). Dasatinib ve

nilotinib’e de ayn1 cevap alinmistir.

KML kok hicreleri in-vitroda G-CSF (granulocyte colony stimulating factor)
uygulamasiyla hiicre dongiisiine girerler (Jorgensen ve ark., 2006; Holtz ve ark.,
2007). 2008’de kesfedilen farnezil transferaz inhibitori, BMS-214662’nin KML
sessiz projenitor hicrelerinin apoptoza gotirilmesinde ve 6limlerine sebebiyet
verilmesinde etkin oldugu gozlenmistir. Bu inhibitorlin, IM ve Dasatinib ile kombine

verilince daha ¢ok etki gosterdigi bulunmustur (Copland ve ark., 2008).

BCR-ABL, SDF1 reseptori olan CXCR4’U inhibe etmektedir. SDF1 kemokin
olarak stromal hiicreleri tarafindan tretilir ve CD34+ projenitdr hiicrelerinin kemik
iliginde bulunan kendi mikro ¢evrelerinde tutunmalarimi saglamaktadir (Salgia ve
ark.,1999; Ganju ve ark., 1998). IM, CXCR4’ln ifadelenmesini duzenleyerek
KML hiicrelerinin kemik iligindeki stromal hiicrelerine gé¢ etmelerini saglamaktadir.
Bu da KML hicrelerinde bolinmeyi inhibe edip, GO-G1 hiicre donglsiinde
durdurmakta ve sessiz olarak hayatta kalmalarimi artirmaktadir. CXCR4 ve
TKI’lerin beraber kullaniminin KML tedavisinde 6nemli gelismeler saglanabilecegi

onerilmektedir (Copland ve ark., 2006; Konig ve ark., 2008).

1.6. Hiicrede Oliim Yollar:

1. Apoptotik hiicre 6liimii (Programli hiicre 6liimii)
2. Otofajik hiicre 6limi

3. Nekrotik htcre 6lumu ( Hasar yolu ile hiicre 6lumu)

1.6.1. Apoptoz

Apoptoz programlanmig hiicre 6liimii i¢in en temel mekanizmadir ve iki yolak

tarafindan kontrol edilmektedir:
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1. Igsel yolak: BCL2 ailesi tarafindan regiile edilmekte ve mitokondri aracilikli
gerceklesmektedir,

2. Digsal yolak: Oliim reseptdrii araciligiyla yapilmaktadir (Kelly ve Strasser,
2011).

KML hiicrelerinde TKI uygulanmasi ile indiiklenmis olan apoptozun, BCL-
2’nin asir1 ifade olmasi nedeniyle tamamen bloke oldugu gosterilmistir. BCR-
ABLITK’in, KML hiicrelerinde ig¢sel apoptoz yolagiyla iliskili olan molekiilleri
regiile ettigi belirlenmistir (Kuroda ve ark., 2006, 2007).

Mitokondri dis membran biitiinligi, Bcl-2 protein ailesinin apoptotik ve
antiapoptotik tiyeleri tarafindan regiile edilmektedir. BCL2 ailesi en az 20 proteinden
olusmaktadir ve bu proteinlerde 1°den 4’e kadar korunmus bolge bulunmaktadir. Bu
bolgeler ““BCL2 homology domainler’” (BH1, BH2, BH3 ve BHA4) olarak
tamimlanmis olup, apoptotik ve anti apoptotik  gruplara bolinmektedirler.
Antiapoptotik Uyeler BCL2, BCLXL, BCLW BH domainlerin dérdinid ve MCL1
uclnl paylagsmaktadirlar, proapoptotik proteinler ise iki alt gruptan olugsmaktadirlar:

1. BAX/BAK-benzeri proteinler,
2. BH3- ‘only "proteinler.

BAX/BAK-benzeri proteinler, BAX, BAK ve BOK 3 domaininden (BH1-3) ,
BCLXS iki BH domininden (BH3 ve 4) olusmaktadir. BH3- ‘only " proteinler BH3
bolgesinin sadece 9-16 amino asitini paylasmaktadirlar (Petros ve ark., 2004; Huang
ve ark., 1998). Memelilerde en az 8 BH3-“only” protein (BIM, BAD, BIK, BID,
HRK, NOXA, PUMAve BMF) bulunmaktadir.

Saglikli hiicrelerde, BCL2 ailesinin anti-apoptotik Uyeleri, Bax ve Bak
proteinlerine baglanarak bu proteinlerin oligomerizasyonunu engellemektedirler
(Kuwana ve ark., 2005; Willis ve ark., 2007). BAX ve BAK proteinlerinin
oligomerizasyonu mitokondrinin dig membraninin bozulmasina neden olmaktadir,

diger yandan BH3- ‘only " proteinler transkripsiyonel baski veya post-translasyonel
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modifikasyon sonucunda inaktif halde bulunmaktadirlar. Oliim uyarimi aktivasyonu
nedeniyle, ilk olarak BH3- ‘only * proteinler indiklenip, transkripsiyonel veya
posttranslasyonel olarak aktif olup, sonra BCL2 anti-apoptotik proteinlerine
baglanarak Bax ve Bak proteinlerinin serbest kalmalarina neden olmaktadirlar
(Kuwana ve ark., 2005; Willis ve ark., 2007). Bu sure¢ icersinde, BH3-“only”
proteinlerinin farkl tiyeleri farkli 6liim uyaricilarina karsi indiiklenir veya aktif hale

gelmektedir (Youle ve ark., 2008).

Son zamanlarda KML hiicre serileri iizerinde yapilan ¢alismalarda BCR-ABL
TK inhibitorlerin BH3- ‘only proteinlerinin pro- apoptotik tyelerini 6rnegin BIM
(BCL2-interacting mediator of cell death), BAD (BCL2-associated agonist of cell
death) ve BMF(BCL2-modifying factor) indiikledigi ve aktive ettigi bulunmustur
(Kuroda ve ark., 2006; Shah ve ark., 2008; Airiau ve ark., 2012).

TKI uygulanmayan KML hiicrelerinde BCR-ABL1 TK, AKT ve HSC70 (heat
shock cognate protein 70)’i aktive ederek BIM proteinini diisiik transkripsyonel
seviyede tutmaktadir. Ayrica MAPK fosforilasyonu ile proteozomal degredasyonu
artirarak, Bim’i diisiik post-translasyonel seviyede tutmaktadir. (Kuroda ve ark.,
2006; Airiau ve ark., 2012; Matsui ve ark., 2007). Buna ilaveten BCR-ABL1 TK,
AKT’1 fosforile ederek BAD’1 inaktive etmektedir (Kuroda ve ark., 2006; Kuroda ve
ark., 2007; Keeshan ve ark., 2002; Salomoni ve ark., 2000).

1.6.2. Otofajinin Molekiiler Mekanizmasi

Otofaji, hasarli proteinler ve hiicre i¢i materyallerin lizozom igerisinde yikim ve
parcalanmasini saglayan bir hayatta kalma mekanizmasidir (Mizushima, 2007).

Bu hicre ici elementlerin geri doniisiimii, metabolik stres ve aglik donemlerinde,
hlicrenin hayatta kalmasinda alternatif enerji kaynag1 olarak gorev yapabilmektedir
(Levine ve ark., 2004). Gegen son 10 yilda otofajinin molekiiler regulasyonu ile ilgili

bilgiler elde edilmistir. Otofajinin ilk olarak maya Uzerinde deneyleri yapilmis ve bu
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deneyler sonucunda otofajiden sorumlu olan ATG genleri tanimlanmis, genlerin

memelilerde ortologlar1 oldugu bulunmustur.
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Sekil 1. 11. Otofaji yolaginin agamalari (Helgason ve ark., 2011)

1.6.2.1 Baslangi¢

Otofaji baslangic asamasi serin/threonin kinaz kompleksinin aktivasyonuyla
baslamaktadir ve bu kompleks ULKI ve 2, ATG13 ve FIP200 den olusmaktadir
(Jung ve ark., 2009). Glukoz yoklugu déneminde AMP-aktive edici protein kinaz
ULK1’1 fosforile ederek, otofaji aktivasyonunun ilerlemesine neden olmaktadirlar.
Alternatif olarak besin varliginda mTOR bu interaksiyonu bloke etmektedir. Bu
yuzden mTOR otofajinin 6nemli bir regulatérudiur ve ULK1/2/ATG13/FIP200
kompleksinin ve ATG proteinlerinin  inhibisyonunu saglayarak otofajiyi

baskilamaktadir.

1.6.2.2. Otofagozom Olusumu

PI3K-1I siifina ait olan VPS34’iin, fagoporlarin otofagozoma doéniisiimiinde dnemli

rolii bulunmaktadir. Otofagozom ¢ift membranli vezikiil olarak otofajide araci rol
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oynamaktadir (Liang ve ark., 2008). VPS34, VPS15 ve otofaji proteini olan Beclinl
ile kompleks olusturmaktadir (Mizushima, 2007). Antiapoptotik proteini olan Bcl-2,
Beclinl’in BH3 domainiyle interaksiyona girerek otofajiyi inhibe etmektedir (Maiuri
ve ark., 2007). Bu interaksiyon aglik evrelerinde azalarak Beclinl’i 6zgiir birakarak

otofajinin aktif olmasina neden olmaktadir (Pattingre ve ark., 2005).

Bcl-2’nin bu anti otofajik fonksiyonu, hiicrenin hayatta kalmasi ydniinde
otofajinin uygun diizeyde kalmasini saglamaktadir. Bcl-2 ayni1 zamanda, sitoplazmik

kalsiyumun yiikselisi ile indiiklenen otofajiyi, kalsiyum yiikselisini inhibe ederek

baskilamaktadir (Hoyer ve ark., 2007).
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“

Uvrag (UV irradiation resistance-associated gene) ve Ambral proteinleri
Beclinl ile etkilesime girerek otofajiyi pozitif yonde regiile etmektedir, Beclinl
bagimli otofaji, Beclinl baglanan partnerler tarafindan sikica regiile edilmektedir
(Liang ve ark., 2006). Otofagozomun tamamlanmasi 2 ubikitin benzeri konjugasyon
sistemleri aracigiyla yapilmaktadir. Otofaji icin gerekli olan ATG12/ATG5 ve
ATGS8-PE konjugasyon sistemleridir. ATG8-PE konjugasyonu , ATG4, ATG7 ve
ATG3 araciligiyla yapilmaktadir. ATG3, ATGS8’in lipid modifikasyonunu
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gerceklestirmektedir. ATG4 ise ATG8 ve PE arasindaki amid bagimi kirarak

proteinin membranlardan serbest kalmasina neden olmaktadir (Geng ve Klinsky,

2008).

ATG12/ATG5 konjugasyon sureci, ATG12’nin, E2 enzim fonksiyonu gosteren
ATG10 aracigiyla ATGS’e konjuge olmasiyla baslamaktadir. ATGI12/ATGS
kojugasyon sistemi ATG16 ile interaksiyona girerek ATG12/ATG5/ATG16
kompleksini olusturarak E3 enzim- benzer fonksiyon gostermektedir béylece ATG8-
PE’nin otofagozomal membrana baglanmasini regiile etmektedir (Nakatogawa ve
ark., 2009).

LC3 (ATGS), otofagozomlarin 6nemli bir belirteci olarak bilinmektedir.
LC3’1in olgunlasmasi, LC3-I’in PE ile (ATG7 ve ATG3 aracilikli) olusan iki tarafh
konjugasyonu ve LC3-II’'nin  otofagozomlarin  yiizeyindeki  olusumuyla
tamamlanmaktadir (Kabeya ve ark., 2000). LC3-I/Il doniisiimiiniin dogru sekilde
yorumlanmasi ¢ok 6nemlidir ¢linkili otofagozomlarin birikmesi, artan otofajik aktivite
sonucunda otofagozom formasyonunun artmasina da bagl olabilir veya otofagozom

yapim-yikim siirecinin engellenmesi ile ortaya cikabilir.

1.6.2.3. Olgunlasma ve Yikim

Bu asamada otofagozomlarin dig membranlari lizozomlarla birleserek otolizozomlari
olusturmaktadir. Bu siirecin mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir, ancak
LAMP1/2 (lizozomal proteinler), RAB7 (small GTpase) ve katepsin D/B/L gibi
proteinler otofagozom olgunlasmasinda rol oynamaktadirlar. RAB7 ve LAMP1/2

otofagozom ve lizozomun birlesmesinde kolaylik saglamaktadir (Eskelinen, 2005).

Son evredeki otolizozomlarda, otofagozomun i¢ membrani ve onun igerigi
lizozomal hidrolazlar ve 6zellikle katepsinler tarafindan pargalanmaktadir (Xie ve

Klionsky, 2007). Otofajiye sadece geri doniisiim mekanizmasi olarak
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bakilmamalidir. Bu siire¢ siklikla memeli hiicrelerinde, oosit fertilizasyonunda bazal

seviyede goriinmektedir.

1.7. Kanserde Otofajinin Paradoksal Etkisi

Otofajinin kanserin ilerlemesinde ve gelisiminde farkli fonksiyonu oldugu
gozlenmistir, bunu da tiimor hiicrelerinin hayatta kalimimni indiiklemekle ya da bu
hicreleri 6ldiirmekle saglamaktadir. Bu farkli etkiler tiimdr tipi, hastaligin asamasi
ve tedavinin sekline gore genis ¢esitlilik gostermektedir (Rubinsztein ve ark., 2007).
Normal hiicrelerde otofaji gerekli bir suregtir ¢tinku:

1. Hiicre genetik stabilitenin kararliliin1 hasarli mitokondrileri yok ederek
saglamaktadir aksi halde reaktif oksijen tiirleri olusur ve bu da DNA’ya
hasar vermektedir.

2. Otofaji, proteomda gardiyan rolii oynamaktadir, kosullar degistiginde ya da
stres ortamlarinda adaptasyonun artmasinda rol oynamaktadir (Rosenfeldt

ve Ryan., 2011).

Otofaji ve kanser arasindaki baglanti ilk olarak 1999 yilinda Levines
labratuvarinda yapilan c¢alismada yaymlanmistir. Bu ¢alismada BECLIN1’in haplo
yetmezligi olan bir tiimor supresor oldugu gosterilmistir (Liang ve ark., 1999).
Sonraki ¢aligmalar, BECLIN1’in insan meme, over ve prostat kanserlerinde yiiksek
siklikta kayboldugu bulunmustur ve heterozigot BECLIN1’i olan farelerin timor
gelisimine yatkin olduklari tespit edilmistir (Yue ve ark., 2003).

Otofajinin inhibisyonu ile 1sin tedavisi, alkilleyici ajanlar ve arsenik trioksitin
tiimor hiicrelerinde apoptotik etkilerinin artmasina neden olmaktadir (Rubinsztein ve
ark., 2007). Bu nedenle, otofajik aktivite, hasarli organeller ve proteinleri gikararak,
reaktif oksijen turlerini azaltarak, nekroz kaynakli inflamasyonu inhibe ederek
normal hiicrelerde tiimor olusumunu baskilayabilmektedir (Degenhardt ve ark.,
2006). Otofajinin tiimor hiicrelerinde, hiicrelerin korunmasinda rolii oldugu da

belirlenmistir ve otofajinin inhibisyonu apoptozun artmasina neden olabilmektedir.
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1.8. KML ve Otofajinin Iliskisi

BCR-ABL sinyali, biiyiime faktorii aktivasyonu gibi uyarimlar, PI3K/AKT yolagi ve
otofajiyi baskilayan mTOR’un aktivasyonuna neden olmaktadir. BCR-ABL’in
TKUI'larla inhibisyonu hem apoptozu hem de otofajiyi indiiklemektedir, ayni etki

blyltme faktorunin geri ¢cekilmesinde de gézlenmektedir (Bellodi ve ark., 2009).

Kemoterapotik ajanlar, KML’nin de dahil oldugu hematopoetik kanserlerin
tedavisinde kullanilmaktadir, bu ajanlar otofaji ve apoptozu indiklemektedirler.
Hiicrenin 6liim ve hayatta kalma arasindaki tercihini, apoptoz, otofaji ve nekroz
mekanizmalar1 arasindaki denge belirlemektedir. Apoptoz ve  hayatta kalma
arasindaki son karar hiicrenin olgunlasma statiisiine gore degismektedir. KML
hastaliginda, 6nciil CD34+/CD38- hiicrelerinde kendi projenitorlerine karsin, TKI
tedavisi bu hiicrelerde farkli sinyal yolaklarmin tetiklenmesine neden olmaktadir,
ornegin BCR-ABL’in inhibisyonu progenitorlerde apoptozu, ancak oncil kok

hiicrelerde otofajiyi tetikleyebilmektedir.

Cogu durumlarda otofajinin inhibisyonu, kansere karsi ilaglarin etkisini
artirmaktadir, buna ragmen otofaji inhibisyonun programlanmis ve nekrotik 6liimii
artirdigryla ilgili kesin sonuglar bulunmamaktadir. Fare model c¢alismalarinda,
otofajinin hayatta kalma yolagi olarak fonksiyon gosterdigi ve onun inhibisyonun
lenfoma hiicrelerinde P53 veya ilag ile indiiklenmis hiicre Oliimiini artirdig
gozlenmistir. Bu bulgular otofaji inhibit6rleri 6rnegin CQ gibi hiicre oSliimiinii
indukleyen ilaglarla birlikte verildiginde, hematolojik neoplazmlarin tedavilerinde
yararli oldugu gosterilmistir. Son zamanlardaki KML ve otofaji ile ilgili yaymlar

asagida ozetlenmistir.
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Cizelge 1. 4. KML hiicrelerinde gesitli ilag uygulamarindan sonra otofajinin indiiklenmesi (Vignir

Hegason ve ark., 2011)

Crotoxin Belli degil K562 Apoptoz ve 3-MA NH4CI Artmig hiicre 61umu
otofaji
induksiyon
SAHA Histon Hucre serileri, Apoptoz ve 3-MA CQ Artmig hiicre 6limi
deasetilaz oncul KML otofaji
MNC induksiyon
Bafetinib BCR-ABL K562 Apoptoz ve CQ 3-MA Artmig hiicre 6limi
otofaji
induksiyon
imatinib BCR-ABL K562 Apoptoz ve CQ Artmig hiicre 6liimii
otofaji
induksiyon
Imatinib, BCR-ABL Hucre serileri, Apoptoz ve CQ Artmig hiicre 6liimii
dasatinib OncilCD34+ otofaji Bafilomycin Al
38 —-hiicreleri induksiyon
Imatinib BCR-ABL K562 Apoptoz ve 3-MA Artmig hiicre 6liimii
otofaji
induksiyon
0SI1-027 mTOR K562 Apoptoz ve CQ Artmig hiicre 6limi
otofaji
induksiyon

CQ:chloroquine ;3MA: 3-methyladenine, MNC: mononuclear cell, SAHA: suberoylanilide
hydroxamic acid

2006 yilinda yapilan ¢aligmada, K562 hiicre serilerinin Norotoksin ve Crotoxin
ile muamele edildikten sonra otofaji bu hiicrelerde indiiklemistir ve daha sonra 3-
MA ve NHCl kullanilarak otofaji inhibisyonu gerceklesmistir ve bdylece
norotoksin’nin sitotoksik etkisini artirdigi gosterilmistir. Bir yil sonra, Carew ve
arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada otofajinin QA ile inhibe edilesinin 6ncil ilaca
direncli K562 hiicrelerinde, histon deasetilaz inhibitori olan *“suberoylanilide
hydroxamic” asitin anti kanser etkisinin artirdigini gostermislerdir. Bu ¢alismalar,
KML hiicrelerin otofajiyi anti kanser ilaglarin tedavisinde, hayatta kalma yaniti
olarak induklediklerini ve otofaji inhibisyonunun yeni tedavi stratejisi olarak

Imatinib tedavisinde kullanabilecegini gdstermektedir (Carew ve ark., 2008).

BCR-ABL aktivitesindeki inhibisyonun otofajiyi indiikledigine dair ilk bulgu
2008 yilinda elde edilmistir, bu c¢alismada Befetinin, c-ABL ve LYN Kkinaz
inhibitorl, K562 hiicrelerinde otofajiyi indiikledigi gosterilmistir (Kamitsuji ve ark.,
2008). Otofaji yanitinin CQ ve Befetinib ile muamele edildikten sonra koruyucu

etkisi oldugu gozlenmistir. Bir kag ay sonra K562 hiicrelerinde Imatinibin otofajiyi
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indiikledigi gosterilmistir ve bdyelece Imatinib’in CQ ile birlikte tedavide
verilmesinin Imatinib’in hiicre 6limi Uzerindeki etkisini artirdig1 saptanmustir
(Mishima ve ark., 2008).

Otofajinin T3151 mutasyonun tasiyan hiicre serilerinde, Imatinib sonucunda
otofajinin indiiklenmedigi ve c-ABL (T315I) diren¢ mutasyonun asir1 ifade olunmasi
Imatinib ile muamele edildikten sonraki indiiklenmeyi bloklamadigini gdstermistir.

Imatinib mTORu inhibe ederek otofajiyi indiiklemektedir.

BCR-ABL ifade eden hiicrelerde, mTOR’un otofajiyi blokladig:1 iddiasini
desteklemek igin, OSI-027 (mTOR inhibitorii) kullanilarak otofajinin K562
hiicrelerinde indiiklendigi gosterilmistir (Carayol, 2010).

1.9. DNA Tamir Mekanizmalari

Memeli hiicreler ¢esitli igsel ve digsal tahrip edici etkenlere, genomda mutasyon
olusumuna neden olan etkenlere maruz kalmaktadirlar. Yaklasik her giin 50,000-
100,000 DNA modifikasyonu her bir hiicrede ger¢eklesmektedir (Hubscher and
Maga, 2011). Mutasyon tamiri ger¢eklesmemesi durumunda agir sonuglar ortaya
cikabilmektedir, boylece cesitli DNA tamir mekanizmalari bu zor durumlara karsi
caligmaktadir. Bu mekanizmalar NER (nucleotide excision repair=niikleotid kesip
c¢ikarma onarimi), BER (base excision repair=baz kesip ¢ikarma onarimi), DSB
(double strand break), MMR (mismatch repair=yanlis eslesme onarimi)’den

olusmaktadir.

Su anda iki tip kesip-¢ikarma onariminin varli§i bilinmektedir: Baz kesip
cikarma onarimi, DNA bazlarinin spontan hidrolizi ve onlar1 kimyasal yolla
degisitiren etkenler nedeniyle olusan azotlu bazlarin hasarinin onarilmasiyla ilgilidir.
Baz kesip-¢ikarma onarimi, DNA’daki modifiye bazlari taniyip ve degistirirken,
nikleotiti kesip-¢ikarma onarim yolu (NER), UV’nin neden oldugu pirimidin

dimerlerini ve DNA’daki biiyiik lezyonlar1 onarir. NER yolunda uvr gen urtnleri,
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DNA’daki lezyonlarin taniyip, kesip ¢ikarilmasiyla ilgilidirler. Onarim daha sonra
DNA polimeraz I ve DNA ligaz tarafindan tamamlanur.

Farkli onarim sistemleri DNA’daki diger hata cesitlerini diizeltmek igin
evrimlesmislerdir. Ornegin DNA sentezinde DNA polimeraz III bir hata diizeltme
islevine sahiptir. Polimerizasyon esnasinda hatali bir niikleotit yerlestirildiginde
enzim kompleksinin hatay1 tanima ve hatali niikleotiti keserek degistirme ve onu geri
dondiirme potansiyeli vardir. Hata-diizeltme sonrasi kalan hatalarla basa ¢ikmak
iizere bagka bir mekanizma olan yanlis eslesme onarimi islerlik kazanabilir. Diger
DNA lezyonlarindaki gibi degisiklik veya yanlis eslesmeyi tanima, dogru olmayan
niikleotitlerin  uzaklistirllmast  ve  dogru  niikleotitlerle yer  degistirme
gerceklesmelidir. Fakat yanlis eslesmenin diizeltilmesiyle ilgili olarak ozel bir
problem vardir. Eger yanlis eslesme taninir fakat ayrimi yapilamaz ve kesip-¢ikarma
rastgele olursa, dogru bazi tasiyan zincirin kesip-¢ikartilmasi sansi esittir. Bundan
Otilirli, onarim enzimince atasal ve yeni zincirin ayriminin yapilmast kritik bir
basamaktir.

E.coli’de dahil olmak {izere, en azindan bazi bakterilerde bu siire¢ aciklanmistir ve
DNA metilasyon isleminin varlig1 belirlenmistir. Bu bakteriler 5°... GATC.... 3’

3’... CTAG...5’ dizisini substrat olarak taniyan bir enzim olan Adenin Metilaza,
sahiptir. Enzimin diziyi tanimasindan sonra adeninlerin herbirine bir metil gurubu
eklenir. Bu modifikasyon hiicre dongiisii boyunca aktif kalir.

Replikasyon dongiisiinii takiben, yeni sentezlenmis zincirler gegici bir siire
metillenmemis olarak kalir. Onarim enzimi bu siirede yanlis eslesmis niikleotit
ciftini tanir ve tercihen metillenmemis zincire baglanir. Metillenmemis zincirde,
yanlis eslesmenin 5’ veya 3’ tarafinda bir endoniikleaz proteini tarafindan bir ¢entik
acilir. Centiklenmis (kirilmig) DNA zinciri daha sonra agilir ve yeni bir sentezle
olusan bosluk doldurulur. Bu siire¢le ilgili proteinler, ¢entigin yanlis eslesmis ciftin
hangi yoniinde yapildigina bagli olarak biraz farklidir. Zincirlerin belirlenmesi ve
secilmesi basamaginda E.coli’nin MutH, L, S ve U gen iiriinleri gérev alir. Herhangi
birindeki mutasyon suslarin yanlis eslesme onarimi agisindan hatali olmalarina yol
acar. Burada anlatilan mekanizma E.coli iizerindeki ¢alismalara dayali olmasina
karsin, maya ve memelilerde homolog proteinleri ilgilendiren benzer mekanizmalarin

varlig1 da bilinmektedir.
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Bu tez calismasinda, 18 ay boyunca K562 hicrelerine (K562s) artan dozlarda
Imatinib uygulanms ve ilag¢ konsantrasyonunun yavas yavas artirilmasiyla, imatinibe
kars1 direng gelistirilerek, SuM Imatinibe kars1 direngli hiicreler (K562r) elde
edilmistir. /n-vitro Imatinib direnci gelisimi siiresince, BCR-ABL’den bagimsiz
yolaklardaki gen ifade degisimleri incelenerek molekiiler mekanizmalar

aydinlatilmaya caligilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hucre Kultara Deneyleri

2.1.1. K- 562 Hiicre Hattinin Sivi Azottan Cozdiiriilmesi

Daha 6nce dondurulup sivi azota konmus olan K-562s ve K562r hiicre hattini sivi
azottan ¢ikarip ¢ozmek amaciyla dnce 100 ml RPMI (Biological Industries/Israel)
uzerine 10,2 FBS (Sigma/A.B.D.), 1,2 Penisillin/Streptomisin (Gibco/ A.B.D. ve 1,2
ml L-Glutamin (Gibco/ A.B.D.) konarak besiyeri hazirlandi. Ardindan 40 ml’lik bir
beherin 1/3’0ne kadar distile su kondu. K-562 hiicreleri siv1 azottan ¢ikarilip hemen
bu beher i¢ine alindi. Steril kabin i¢inde 2 ml besiyeri bu donmus hiicreler {izerine
konarak pipetaj yapildi ve 15 ml’lik steril falkon tiip igine alindi. Ustiine 7-8 ml
besiyeri eklenerek 1000 rpm.’de 4 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatan
atilarak iizerine 2 ml besiyeri eklendi, pipetaj yapilarak iizerine tekrar yaklasik 6 ml

besiyeri eklenerek 37 °C’de % 5 CO.’li etiive kaldirildu.

2.1.2. imatinib Mesilat Direngli K-562r Hiicre Hattimin Kiiltiirii

Imatinib Mesilat direnci gelistirilmis K-562r hiicreleri tzerine 10 ml besiyeri
eklenerek 37 °C’de % 5 CO,’ li etiive kaldirild.

2.1.3. K-562s Hiicre Hattinin ve K-562r Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

Deneylerde kullanmak {izere cogaltilan K-562 hiicre hatlarimin pasajlanmasi su
sekilde yapildi. Etiivde T-25 flask ve 10 ml besiyeri iginde bulunan htcreler 15
ml’lik falkona alinarak 1000 rpm’de 4 dk. santrifuj edildi ve siipernatanlar1 atildi.

Pelet tizerine yaklasik 10 ml besiyeri eklenerek 37 C’de % 5 CO;’li etiive kaldirildi.
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Etlivde T-25 flask ve 10 ml besiyeri i¢cinde bulunan bulunan K-562r hiicreleri

15 ml’lik falkona alinarak 1000 rpm.’de 4 dk. santrifuj edildi ve slipernatanlar atildi.

Pelet tizerine 10 ml. besiyeri eklendi. Bu hiicreler T-25 flask i¢ine alinarak iizerlerine

5uM Imatinib konuldu.

Cizelge 2. 1. Hiicre kiiltiriinde kullanilan malzeme ve geregler

Besi yeri

Hyclone marka, Roswell Park Memorial
Institute ~ (RPMI)-1640  (1X), No:
SH30096.0 1 (L-glutaminsiz)

Fétal Dana Serumu (FBS)

Hyclone marka, No: S\V20160.03

L-Glutamin

PAA marka, 200mM (100X), No: M11-
004

Penisilin-Streptomisin

PAA marka, No: P11-010

Hiicre Dondurma tlpleri

Applichem marka, No: 67-68-5

Dimetilsulfoksit (DMSO)

Greiner bio-one marka, 2 ml

PBS 10X

Hyclone marka- HyQ Phosphate Buffered
Saline.067M (PO4) No: SH30258.01

Flask (75 cm?)

Orange Scientific marka, No: 5520200

2.2. RNA izolasyonu

K562s ve K562r hicrelerinin kiiltiirii yapildiktan sonra ila¢ direncinden sorumlu,

apoptotik ve otofajik genlerin ekspresyonu tespit etmek tim o6rneklerden RNA

izolasyonu yapilmustir. Izolasyon sirasinda asagidaki prosediir takip edilmistir.

-Kiiltiir ortamindaki hiicreler 300 x g’de 5 dk santrifuj edildi ve supernatan

kisim atildi.

-Pelet lizerine (1x10° hiicreye 1 ml Trizol) Trizol eklenir ve homojenize

edilmis hiicreler 15-30°C’de 5 dk inkube edildi.

-Her tupe 200 pl kloroform eklenir. Tiipler elle 15 sn. boyunca sallandiktan
sonra 15-30°C’de 10 dk inkibe edilir. 12,000 x g.’de 2-8°C, 13 dk santrifuj edilip

Santrifiij sonrasi alttaki faz kirmizi fenol-kloroform fazi, ara faz ve renksiz-akici {ist
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faz olmak (izere 3 faz olusur. RNA iist fazdadir. (DNA ara fazda ve protein ise alt

fazdadir. Bu fazlar saklanir.) Bu faz yeni bir tiipe aktarildi.

-Uzerine 0.5mL izopropil alkol eklenir. 15-30°C’de 10dk inkiibe edilip tupler 12,000
x g.de 10 dk 2-8°C’de santrifiij yapildi. Supernatant atilip, 1 ml %75’lik etanol
eklenir drnekler vortekslendi ve 7,500 x g.de 5 dk 2-8°C’de santrifiijlendi.

-RNA pelleti oda sicakliginda bekletilerek kurutulup sonrasinda RNA, RNaz
icermeyen DEPC’li su iginde ¢ozlldi. Elde edilen RNA’larin konsantrasyonu ve
saflig1 spektrofotometrik yontemle belirlenir (gizelge 3.1). Daha sonra %1’lik Agaroz

Jel’de ydratilerek goruntulendi.

2.2.1. Agaroz Jel Elektroforezi

RNA’lar % 1’lik agaroz jelde goriintiilenmistir.

10X TBE Hazirlamisi:

Trisbase 8lg

Borik asit 41,5¢g

EDTA 30 ml

Tartilan kimyasallar yaklasik 500 ml dH20’da ¢o6ziiliir, pH: 8’e ayarlanir. Son hacim

750 ml’ye tamamlanir.

Yukleme Tamponu Hazirlams:

Xylene Cyanol 25 mg
Gliserol 5 ml

dH20 ile 10 mI’ye tamamlanir. Vortekslenerek karistirilir.
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Etidyum bromir (10 mg/ml stok) Hazirlanisi:

Etidyum bromir 10 mg

sdH20 1ml

Etidyum su igerisinde vortekslenerek ¢ozilur.

10X TBE stok soliisyonu 10 kat sulandirilarak 1X TBE tamponu hazirlandi. 1X TBE
hem agaroz jelin hazirlanmas1 hem de yiirlitme tamponu i¢in kullanildi.

100 ml 1X TBE soliisyonuna 1 gr agaroz eklenerek mikrodalga firinda 330 derecede
4-5 dakika kaynatilarak hazirlandi. 3,5 pl ETBr eklenip iyice karistirildiktan sonra
donmaya birakildi. Donduktan sonra 6rneklerden 5 pl ve yiikleme tamponundan 1 pl
pipetleme yapilarak karistiritlip jel kuyularma yiliklendi. 130 voltta 15 dakika

yaratalda.

2.3. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Real

Time PCR)

Bu calismada qRT-PCR yontemi kullanilarak genlerin ifadesi kantitatif olarak analiz
edilmistir. Ilk olarak hiicrelerden izole edilen RNA 6rneklerinden 500 ng kullanilarak
"Transcriptor High Fidelity c-DNA synthesis kit" ile c-DNA sentezlendi
(Cizelge 2.2).
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Cizelge 2. 2. c-DNA sentez protokolii

Kalip-Primer Mix Hazirlanis::

Komponentler Hacim Final Konsantrasyon

Total RNA Degisken 500 ng

Random Hexamer Primer 2ul 60uM

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

Toplam Hacim 11.4 pl

65 °C’ de 10 dk ==> inkiibasyon

Master Mix Hazirlanisi:

Komponentler Hacim Final Konsantrasyon

Transcriptor High Fidelity

Revers Transkriptaz Reaksiyon 4 ul 1X
Buffer (5X)
Protector RNaz inhibitor

0.5 ul 20U
(40 U/ i)
Deoksiniikleotid Karigimi .
(10 mM her bir dNTP) 2 ul 1 mM her bir dNTP
DTT 1pl 5mM
Transcriptor High Fidelity
Revers Transkriptaz L1l 10U
Toplam Hacim 20 ul

29°C’ de 10 dk == inkiibasyon
48°C’ de 60 dk == inkibasyon
85°C’ de5dk === revers transkriptaz inaktivasyon

gRT-PCR uygulamalarinda kullanilacak olan apoptotik, otofajik,ilac
direncinden sorumlu ve hprt (hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase)
(Housekeeping/referans gen: Her dokuda hicre hayatiyetini temin i¢in mutlak suretle
ifadelenen genlerdir.) genlerine 6zgi primerler. "Perl Primer" programi kullanilarak

tasarlandi.

Hprt: 5’F: TGACACTGGCAAAACAATGCA
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Hprt: 5’R: GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

Bad : 5’F: GATGAGTGACGAGTTTGTGGA

Bad : 5’R: CAAGTTCCGATCCCACCAG

Bcl-2: 5” F: CGCCCTGTGGATGACTGAGT

Bcl-2 : 5’R: GGGCCGTACAGTTCCACAA

BIM : 5°F: ATCTCAGTGCAATGGCTTCC

BIM : 5’R :CATAGTAAGCGTTAAACTCGTCTCC
LYN : 5’F: GCGGAAGAACTACATTCACC

LYN :5’R: CCACTTAATAGGGAACTTAGCAC
Mdr-1:5’F : AAGGCATTTACTTCAAACTTGTCA
Mdr-1: 5’R : GGATTCATCAGCTGCATTTTC
Mrp-1: 5’ F : AGTGCTTTCAGAACACGGTC
Mrp-1:5R: TTTCCCAGAAAGAGTAGAAGAGGT
Octl: S’F:-TCCTCTTCCTGCTCTACTACTGG

Octl: 5’RITGGTCCATTATCTTTATTGCTTCA
Berp : 5°F : CCTTGGGATACTTTGAATCAG,

Berp 1 5’R: AGTTGACATAAATCTCCGCT

Bax : 5’ F: GACGGCAACTTCAACTGGG

Bax: 5’ Rt AGGAGTCTCACCCAACCAC

"SYBR Green" floresans boyasi kullanilarak primerlerin optimize edildigi
sicaklik olan 60°C’de kantitasyon (qQRT-PCR) yapildi (Cizelge 2.3).



Cizelge 2. 3. qRT-PCR protokolii
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Master Mix Hazirlanisi:

Komponentler Hacim
H,0, PCR-grade 2ul
Primer (10xconc) (Forward) 0.5 ul
Primer (10xconc) (Reverse) 0.5 ul
Sybr Green (2xconc) 5ul
c-DNA 2ul
Toplam Hacim 10 pl
gRT-PCR Programu:
Denaturasyon 95°C 5 dak
Amplifikasyon 95°C 30sn Y
60°C 30sn (* 50 siklus
72°C 30sn 7
Melting 95°C 10sn
65°C 1 dak
95°C continuous
Cooling 40°C 10sn
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2.4. Istatistiksel Analiz

Real-time sonuglarinin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi T- testi ile analiz
edildi.

2.5. Akim Sitometri ile Apoptozis Tayini

Losemik blast hiicrelerini apoptoza ve farklilasmaya gotiirdiigii bilinen
yiiksek doz Imatinibin bu ¢alismada kullanilan dozlarda, K562 hiicrelerinde etkisini
gOsterip gostermedigini dogrulamak amaciyla akim sitometri analizleri yapilmistir.
Apoptozis tayini i¢in, hiicreler Annexin V ve propidyum iyodiir ile isaretlenerek

Accuri C6 cihazi ile akim sitometri analizi ile gerceklestirilmistir.

Anneksin V ve Propidyum Iyodiir ile Isaretleme Protokolii:

BD Pharmingen FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit kullanilmustir.
Kitin protokolii uygulanmistir.

e 1 ml besiyerinde 10° hiicre olacak sekilde hiicreler ependorfa aktarildu.

e 2500 rpm’de 1 dakika santrif(j edildi.

e Sipernatan atilip, peletin Uzerine 1X PBS eklendi. Hafifce elle vurularak
pelet ¢ozuldu.

e 2500 rpm’de 1 dakika santrif(j edildi.

e Supernatan dokullp, Uzerine tekrar 1XPBS eklendi. Hafifce elle vurularak
pelet ¢ozuldu.

e 2500 rpm’de 1 dakika santrif(ij edildi.

e Supernatan dokullip pelete kitten g¢ikan 1X Binding Buffer’dan 200 pl
eklendi.

e Bu karisimdan 50 pl baska bir ependorfa aktarildi. Aktarilan hiicrelere 2,5 pl
AnnexinV ve 2,5 ul PI eklendi.

e Karanlikta 15 dakika beklendi.
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e Ugzerlerine 1X Binding Buffer’dan 200 pl eklendikten sonra akim sitometri

analizine baslandi.

2.6. Dizi Analizi
- cDNA’dan cogaltilan P210 PCR f{iriinii kullanilarak T3151, M351T, F315L,
F359C/L/V mutasyonlarinin bulundugu 6. ekzonlar nested PCR ile ¢ogaltildi.

- PCR o6rnekleri purifikasyon asamasindan gegirildi. Bu islem kit protokoliine uygun
olarak gerceklesti (Promega A9281 Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System).

- Piirifikasyon (saflastirma) asamasindan sonra cycle sequencing (ABI Big Dye

Terminator v3.1 Cycle sequencing kit) yapildu.
Bu asamada,
*2ul Big Dye PCR tiiplerine dagitildi.

*1 ul (3.2pmol) forward veya reverse primer kullanildi (Dizide taranacak bolgeye

uygun olarak tasarlanir).
*2 ul piirifiye PCR {iriinii kullanildu.
*4ul 5XBuffer

*11ul ddH20 ile toplam hacim 20ul ‘ye tamamlanarak cycle sequencing islemi

gerceklestirildi.

- PCR iiriiniiniin icerisindeki floresan isaretli ddNTP’leri ve diger PCR bilesenlerini
uzaklastirmak i¢in Etanol/EDTA/sodyum asetat kullanilarak ikinci kez purifikasyon
islemi yapildi. Purifiye edilen 6rneklerin peletleri Gizerine 20 ul formamid eklenildi.
Bu 20 pl piirifiye olmus 6rnekler cihaza yiiklenmeden 6nce 5 dakika denattre edildi

ve 2 dakika buzda bekletilen érnekler cihaza yuklenildi.
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- Dizi analizi 6rneklerinin yiirtitiillmesi i¢in ABI 310 cihazi kullanildi. Dizi analiz

sonuglari, Chromas programi kullanilarak her 6rnek mutasyonlar agisindan

degerlendirildi.

2.7. MDC (Monodansylcadaverine) Boyama Yontemiyle Otofagozomlarin

Saptanmasi

Hiicrelerin otofajiye gidip gitmedigini test etmek icin floresans bir boya olan ve
otofagozomlar1 boyayan MDC boyasi ile hiicreler muamele edildi. Boyama ve
goriintiileme 1slemi i¢in asagidaki protokol izlendi.

1 ml besiyerinde 10° hiicre olacak sekilde hiicreler ependorfa aktarildi.

2500 rpm’de 1 dakika santriftj edildi.

Slpernatan atilip, peletin tizerine 1X PBS eklendi. Hafifce elle vurularak
pelet ¢ozuldu.

2500 rpm’de 1 dakika santriftj edildi.

Sitpernatan dokulup, tGzerine tekrar 1XPBS eklendi. Hafifce elle vurularak
pelet ¢ozuldu.

2500 rpm’de 1 dakika santriftj edildi.

Slpernatan dokulup pelete son konsantrasyon 500uM olacak sekilde MDC
boyast eklendi.

Karanlikta ve 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi.

15 dakika sonunda ornekler 3 kere daha PBS ile yikandiktan hemen sonra

floresans mikroskop altinda incelendi.
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3. BULGULAR

3.1. K562s ve K562 r Hucrelerin Mikroskobik Gortntileri

K562s ve K562r hicreler icin uygun bir besiyeri olan RPMI 37°C de ve % 5 CO2
iceren ortamda 18 ay boyunca inkiibe edilmistir. izole edilen ve inkiibe edilen

hiicrelerin morfolojik goriintiileri inverted mikroskopta goriintiillenmistir.

8
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Sekil 3. 1. a) K562s ve b) K562r hiicrelerin mikroskobik gériintuleri (10X10 buyttme)

3.2. RNA Butunluk, Kalite ve Miktar Tayini

Izole edilen 6rnekler spektrofotometrik olarak 6lciildi (Cizelge 3.1), ardindan %1°lik
jele yuklenerek gorintilendi (Sekil 3.2).
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Gizelge 3. 1. izole edilen RNA 6rneklerinin spektrofotometrik okumalar

Sample ID ng/ul 260/280
K562s 0.6 72,27 1,73
K562r 0.6 112,32 1,75
K562s 5 11,99 1,92
K562r 5 23,24 1,83

285 —»
13s

as

Sekil 3. 2. K562s ve K562r hiicrelerden izole edilen RNA’larin %1°lik Agaroz Jel goriintiisii

3.3. Es Zamanh PCR (Real Time PCR, gRT-PCR) Bulgulari

Birbirinden farkli RNA konsantrasyonuna sahip her bir drnegin, baslangic RNA

miktart1 500 ng olacak bi¢cimde ayarlanmistir ve cDNA sentezi gerceklestirilmistir.

Apoptotik, otofajik ve ila¢ direncinden sorumlu genler (hedef gen) ve hprt
(housekeeping gen) genleri i¢in tasarlanmis primerlerin optimizasyonu amaciyla
yapilan PCR’larin ardindan, elde edilen cDNA’lar ile qRT-PCR analizi
gergeklestirilmistir.
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gRT-PCR sonucu olusan iirtin miktarinin artmasiyla beraber SYBR Green 1|
daha ¢ok baglanmakta ve boylelikle floresan 1sima artmaktadir. Esik degerinin
tizerinde anlamli floresan artist gozlenen ilk dongii sayisina sayisina Ct (Cycle
Threshold) veya Cp (Crossing point) denilmektedir. Sekil 3.3’de MDR ve Sekil
3.4’de HPRTye ait amplifikasyon egrisi grafikleri gosterilmektedir.

2019
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Amplifikasyon Egrisi
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Sekil 3. 3. MDR amplifikasyon egrisi grafigi
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Sekil 3. 4. Hprt amplifikasyon egrisi grafigi

gRT-PCR analizi sonucunda her bir 6rnek i¢in ii¢ adet Cp degeri olusmustur ve

bu degerlerin ortalamasi kullanilmistir.
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Her gRT-PCR analizinin ardindan, ¢ogaltilan bélgenin istenilen hedef bdlge
olup olmadigimi anlayabilmek ic¢in erime egrisi analizleri yapilmistir. Sekil 3.5°te

MDR’ye ve Sekil 3.6’da HPRT ’ye ait erime egrisi grafikleri goriilmektedir.

Sicaklk PC)  ?

Sekil 3. 5. MDR erime egrisi

14.743

13243

11745

GRS R R e
Sicakhk 'C)

Sekil 3. 6. Hprt erime egrisi
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Gen ifade oranlariin hesaplanmasinda;

ACP Hedet (Kantrol= ek |

(E

|

ﬂCPRelf Kontral- Omek J

(E.)

formilii kullanilmistir. Bu formiil ile hesaplanan gen ifadesi oranlari, loip, sonuca

dahil edilmesini 6ngorir. Bu formiil ile hesaplanan gen ifadesi oranlari, log2

tabanina ¢evrilmistir.

3.4. Diren¢ Genlerin Imatinib Uygulanmasi Sonrasi ifadelerindeki Degisim

Direng genleri

25
E
£20
= @ 0.6pM
%15 imatinib
= B 5uM imatinib
x
10 181
4.3
I3 1.0 14 03801

Sekil 3. 7. Direng genlerinin ifadelerindeki degisim
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BCRP geninin K562r hucrelerindeki ifade seviyesi K562s hcrelerindeki ifade
seviyesiyle kiyaslandiginda 0.6uM Imatinib uygulandiginda 8 kat artis gosterirken
ilacin dozu 5uM’a ylikseldiginde ifadedeki kat artis1 1.6’ya diismesine ragmen bu

degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).

MDR-1 geninin  K562r hicrelerindeki ifade seviyesi K562s hicrelerindeki ile
kiyaslandiginda; 0.6puM Imatinib uygulandiginda 1.8 artis gdsterirken ilacin dozu
SuM’a yiikseldiginde MDR gen ifadesi 28 kat artmis ve bu deger istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0.05).

MRP-1 genin ifade seviyesindeki kat artis1 da ilacin dozunun 0.6pM’dan 5uM’a
artmastyla artig gosterip 1.03’den 2.5 kata ygkselmistir (p<0.05).

OCT1 geninin  K562r hicrelerindeki ifade seviyesi K562s hiicrelerindeki ifade
seviyesiyle kiyaslandiginda  0.6uM Imatinib uygulandiginda 4.3 kat arttis
gbzlenmistir, ancak ilacin dozu 5uM’a yiikseldiginde ifadedeki kat artisi 1.4 kata
diismektedir (p< 0.05).

LYN geninin  K562r hucrelerindeki ifade seviyesi K562s hicrelerindeki ifade
seviyesiyle kiyaslandiginda ilacin dozunun artmasiyla bu genin ifadesinde degisiklik

gbzlenmemistir.
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3.5. Apoptotik Genlerin Imatinib Uygulanmasi Sonrasi ifadelerindeki Degisim

Apoptotik Genler
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Sekil 3. 8.Apototik genlerin ifadelerindeki kat artiglari

K562r hicrelerinde BCL-2 geninin ifade seviyesi K562s hiicrelerindeki ifade
seviyesine gore, diisiik ila¢ dozunda (0.6uM) anlamli derecede artis gdsterip 15.8
kata yiikselmektedir, ancak ilacin dozunun artmasiyla (SuM) ifadedeki kat artis1 4.6
kata diismektedir (p< 0.05).

BIM geninin K562r hicrelerindeki ifade seviyesi K562s hicrelerindeki ifade
seviyesiyle kiyaslandiginda 0.6uM Imatinib uygulandiginda ifadedeki kat artisi

2.1’iken ilacin dozunun artmasiyla ifadedeki kat artis1 %50 diisiis gosterip 1.1 kata
diismektedir (p< 0.05).

BAD geninin K562r hiicrelerindeki ifade seviyesi K562s hicrelerindeki ifade
seviyesine gore 0.6uM Imatinib uygulandiginda ifadedeki kat artis1 0.6 iken ilacin

dozunun artmasiyla 5 kat artis gostermistir (p<0.05).
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BAX geninin K562r hicrelerindeki ifade dizeyi, K562s hicrelerindeki ifade
seviyesine gore anlamli bulunmus olup, 0.6uM Imatinib uygulandiginda ifadedeki
kat artis1 0.9 kat iken ilacin dozunun artmasiyla bu oran 2.7 kat diizeyine ¢ikmistir

(p<0.05).

MCL-1 geninin ifadesindeki kat artisinin her iki dozda ayn1 oldugu gézlenmistir.

3.6. Otofajik Genlerin Imatinib Uygulanmasi Sonrasi ifadelerindeki Degisimler

Otofajik genler
2,5 Yol ele)
2.09
1.9
2 17
£
@5 13 3 0.6pM
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@ imatinib
T 1.0 B5uM imatinib
© 1
X
0.5 |
D T T T
Atg5 Atg7 Atg12 Beclin1

Sekil 3. 9. Otofajik genlerin ifadelerindeki kat artiglar

BECLINL1 geninin K562r hicrelerindeki ifade seviyesi K562s hiicrelerindeki ifade
seviyesiyle kiyaslandiginda 0.6uM Imatinib uygulandiginda 1 kat artis gdsterirken
ilacin dozu 5pM’a yiikseldiginde ifadedeki kat artis1 anlamli derecede artarak 2 kata
ulagmistir (p<0.05).
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ATG7 geninin ifadesindeki kat artis1 her iki dozda ayni oldugu ve bdylece ilacin

dozunun artmasinin bu genin ifadesini degistirmedigi gozlenmistir (p>0.05).

ATG5 ve ATG12 genlerinin K562r hucrelerindeki ifade seviyesi Kb562s
hiicrelerindeki ifade seviyeleriyle kiyaslandiginda ilacin dozunun artmasiyla bu

genlerin ifadesindeki kat artisi, istatistiksel diizeyde anlamli bulunmamustir (p>0.05).

3.7. DNA Tamir Mekanizmasindaki Genlerin imatinib Uygulanmasi Sonrasi

Ifadelerindeki Degisimler

Tamir genleri
3
2,5
z 2 1.8
@ oMLH1
1S 1.1 BMSH2
=
s 1
x
0,5
0
0.6pM imatinib S5uM imatinib

Sekil 3. 10. DNA tamir mekanizmasindaki genlerin ifadelerindeki kat artiglart

MLH1 ve MSH2 genlerinin ifadeleri K562r hiicrelerinde K562s hiicrelerine gore
kiyaslandiginda bu genlerin ifadeleri ilacin dozunun artmasiyla istatistiksel olarak
anlamh diizeyde yiikselmistir, MLH1 ve MSH2 genlerinin ifadelerindeki kat artisi
0.6uM Imatinib uygulandiginda sirayla 1.14 ve 0.76 katken ilacin dozunun 5uM’a
yiikselmesiyle 1.89 ve 2.48 kata yiikseldigi gozlenmistir (p<0.05).
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3.8. Kok Hiicre Karakterinden Sorumlu Genlerin Imatinib Uygulanmasi

Sonrasi ifadelerindeki Degisimler

KoK hiicre karakterinden sorumlu olan genler
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Sekil 3. 11. Kok hiicrede kendini yenilemeden sorumlu genlerin ifadelerindeki kat artislari.

NANOG geninin K562r hicrelerindeki ifade seviyeleri K562s hiicrelerindeki ifade
seviyesiyle kiyaslandiginda bu genin ifadesinin Imatinib’in dozu 0.6uM’dan 5 uM’a
yiikseldiginde anlamli derecede artis gosterdigi ve bu artisin istatistiksel diizeyde
anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05).

SOX-2 geninin K562r hicrelerindeki ifade seviyesi K562s hucrelerindeki ifade
seviyesiyle kiyaslandiginda 0.6uM Imatinib uygulandiginda 1.5 kat artis gosterirken
ilacin dozu 5 uM’a yiikseldiginde ifadedeki kat artis1 4.66’ya ylikselmistir (p<0.05).
OCT-4 geninin K562r hicrelerindeki ifade seviyesi K562s hicrelerindeki ifade
seviyesine gore 0.6puM Imatinib uygulandiginda 1.6 kat artis gosterirken ilacin dozu

5 uM’a yiikseldiginde ifadedeki kat artis1 2.6’ya yiikselmistir(p<0.05).
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3.9. Akim Sitometri Analizi ile Apoptozis Tayini

Hiicrelere uygulanan tiim dozlarin apoptotik etkilerini arastirmak amaciyla
her doz i¢in &rnek almmustir. Ornekler, Propidyum Iyodur (PI) ve Annexin V ile
isaretlenerek akim sitometri analizi yapilmistir. PI, akim sitometride FL-2 filtresinde
1s1ma verirken, Anneksin-V FL-1 filtresinde 1s1ma vermektedir.

Annexin V erken apoptozis, propidyum iyodur ise ge¢ apoptozis ve nekrozu
tayin etmektedir.

T

FL3-A
)

wd ol

Sekil.3.12. Sirastyla 0.6uM ve 5 uM imatinib direngli hiicrelerin akim sitometri sonuglart.

Sonuglara gore,
e 0.6uM imatinib uygulanan K652r hucrelerinde ileri apoptozda olan hicre
sayis1 %5.9°dur.
e 5uM imatinib uygulanan K652r hiicrelerinde ileri apoptozda olan hiicre sayisi

%25.6°dr.



52

3.10. Olii ve Canli Hiicre Oranlarimin Belirlenmesi

Tripan mavisiyle hiicre sayimi
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Sekil.3.13. Tripan mavisi boyanmasiyla 6lii ve canl hiicrelerin belirlenmesi

K562r hiicrelerinde canlilik ve 6liim yiizdesini belirlemek i¢in tripan mavisi ile
boyama yéntemi kullanildi. 0.6uM ve 5uM Imatinib uygulanan K562r hiicrelerinin
tripan mavisi ile boyanan hiicreleri sayma yontemiyle 6lim ve canlilik oranlart ve
yiizdesi hesaplandi.

0.6uM Imatinib uygulanan hiicrelerde canli hiicre oranmin yiizdesi %75’iken &lii
hiicre oranin yiizdesi %25 olarak bulunmustur. ilacin dozunun 5uM artmasiyla
hiicre canlilik oranin %60’a diistiigii ve 6lii hiicre oraninin yiizdesinin de %40’a

yiikseldigi gozlenmistir.



53

3.11. Annexin V ile Boyanan Hiicrelerin Floresans Mikroskop Goriintiileri

A)0.6uM Imatinib

B)5uM Imatinib

Sekil.3.14. Annexin V ile boyanan hicrelerin floresans mikroskop gérintileri

Yiiksek doz Imatinib uygulanan hiicrelerde 6liim oraninmn %25’ten %40’a
yiikseldigi ve bununla paralel olarak apoptotik hiicre oraninin da % 5.9’dan %25.6

artis gosterdigi saptanmistir (yesil hiicreler: annexin V pozitif apoptotik hiicreler).
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3.12. MDC (Monodansylcadaverine) Boyama Y 6ntemiyle Otofagozomlarin

Saptanmasi

a)K562s

b)K562r 0.6uM

c)K562r 5 uM

Sekil.3.15. MDC (Monodansylcadaverine) boyama yontemiyle otofagozomlarin saptanmasi
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Imatinib uygulanmayan K562s hiicrelerinde otofaji bulunmazken, K562r 5uM
hlcrelerinde otofagozomlar K562r 0.6uM ile kiyaslandiginda daha siklikla

gorilintiilenmistir.

3.13. Dizi Analiz yontemiyle Mutasyon Analizi

DNA yapisinda, Imatinib’in dozunun artmasiyla mutasyon olusup olusmadig1 dizi
analizi yontemiyle incelendi.
K562s , K562r (0.06uM) ve K562r (5 uM) hiicreleri analiz edildi ve hiicrelerin

hi¢birinde mutasyona raslanmadi.
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Sekil.3.16. Dizi analizi sonuclari
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4. TARTISMA

4.1. Imatinib’in Tasiyic1 Genler Uzerindeki Etkisi

Imatinib ve diger TKI’ler KML hastaliginin tedavisinde kullanilarak hayatta kalma
sansin1 artirmaktadir ama hastalarin bazilarinda TKI’lerine 6zellikle Imatinibe kars1
direng¢ gelismekte ve tedavinin basarisiz olmasiyla hastaligin yeniden niiks etmesine

neden olmaktadir.

KML’de ila¢ direnciden sorumlu BCR-ABL’den bagimsiz yolaklar; ilag
tasinmasindan sorumlu tasiyici proteinlerinin ifade seviyelerindeki artis ve azalma,
apoptoz sinyal yolaklarinin inhibisyonu, otofajinin indiiklenmesi ve transkripsiyon
faktorlerindeki degisimler KML tedavisinin basarisizlifinda gorevli diger

mekanizmalar arasinda yer almaktadir.

Bu tez c¢alismasinda in-vitro ortamda insan KML hiicresi K562 hiicre serisi
kullanilarak Imatinib direncinden sorumlu mekanizmalar incelenmistir. 18 ay
boyunca K562 hiicrelerine (K562s) Imatinib uygulanarak 5uM Imatinibe karsi
direncli (K562r) hale getirilmistir. Daha sonra bu direncli hiicrelerde ilag influks ve
efluks genleri, pluripotent kdk hicre karakterinde rol oynayan genler, apoptoz ve
otofajiden sorumlu genler ve tamirden sorumlu gen ifade degisimleri kiyaslanarak

ila¢ direncinde etkili olabilecek yolaklar incelenmistir.

Yapilan ¢alismalarda ila¢ taginmasinda sorumlu tasiyici proteinlerinin ifade
seviyesindeki artis ve azalma incelenmistir, efluks pompasi olan MDR/ABCB1 nin
yiiksek ifadesi nedeniyle olusan direncin hiicre Oliimiiniin inhibisyonuyla ilisikili
oldugu ve MDR1’in kaspaz-bagimli apoptoz, UV radyasyon, serum aglik durumu ve
spontan apoptoza karsi ek koruma gelismesine neden oldugu  bulunmustur

(Robinson ve ark., 1997; Pallis ve ark., 2003).
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Souza ve arkadaslariin 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ilag uygulanmasi
sonucunda induklenen MDR1 ifadesinin BCR-ABL ifade eden hiicrelerde kendi ilag-
efluks aktivasyonundan bagimsiz apoptoza kars1 direncin ilerlemesine neden oldugu

bulunmustur.

In-vitro deneylerinden elde edilen bilgiler, Imatinib duyarli KML hiicre
serilerinde MDR1’in indiiklenmesine ve bdylece ilag direncinin gelisimine neden

oldugunu goéstermistir (Mahon ve ark., 2000; Assef ve ark.,2009).

Mahon ve arkadaslar1 2003 yilinda yaptiklart ¢aligmada ¢oklu ilag direnci olan
KML hiicrelerinin ¢ok sayida ilaca 6rnegin Imatinibe karsi direng gosterdigi ve
BCR-ABL ifade eden hicre serilerinde MDR1 geninin retroviral transdiksiyon
araciligiyla indiiklenerek bu genin yiiksek ifadesinin Imatinib direncine neden

oldugu bulunmustur.

Diger bir in-vitro ¢alismada Imatinib direngli KML hiicre serilerinde MDR1
geninin susturulmasi, bu pompanin substratiyla baglanmasinin engellenmesine ve

Imatinibe karst olusan duyarliligmn indiiklenmesine neden oldugu gdzlenmistir

(Rumpold ve ark., 2005).

In-vivo calismalardan bazilari MDR1’in KML’deki Imatinib direncindeki
rolliyle tutarli bulgular vermemektedir. Zang ve arkadaslarinin 2005 yilinda fare
kemik iligi lizerinde yaptiklar1 caligmada, hematopoetik kok hiicrelerinde MDR1
geninin ifadesinin Imatinib direncini etkilemedigi gdsterilmistir. Diger bir in-vivo
calismada ise KML akselere fazinda olan hastalarda Imatinib tedavisinin MDRI
genini ifade eden hiicrelerin ve efluks fonksiyonunun artmasma neden oldugu
bulunmustur. Ancak Imatinibe direncli olan KML hastalarinda efluks fonksiyonunun
MDRI1 geninin ifadesinden bagimsiz oldugu ve diger ABC protein tasiyicilarinin

etkili oldugu 6ne siirtilmiistiir (Stromskaya ve ark., 2008).

Bu tez caligmasindaki MDR-1 gen ifadesindeki sonuglar incelendiginde, hem

0.6uM Imatinibe direngli (K562r) hiicrelerde, hem de 5uM (K562r) imatinib
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uygulanan hicrelerde, Stromskaya ile Zang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismalarin
aksine diger tiim ¢alismalarla uyumlu olarak, MDR-1 gen ifadesinin arttig1
belirlenmistir. Ozellikle bizim ¢alismada SuM Imatinib uygulanan hiicrelerde MDR-
1 geninin ifadesinin 28 kat artarak, cok yiliksek ifade edildigi ve bu genin yiiksek
ifadesinin primer olarak ila¢ direncine katkida bulundugu goriisiinii destekledigi

sonucuna varilmistir.

ABC siiper ailesinin diger bir iiyesi olan BCRP/ABCG2 efluks tastyici
proteininin de ila¢ direncinde rolii olduguna dair ¢alismalar bulunmaktadir. Brendel
ve arkadaslar1 2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada BCRP/ABCG2 ifadesinin Imatinib
direncinde etkili oldugu ve K562 hiicrelerinde Imatinibin hiicredeki birikiminin
azalmasmma neden oldugu gosterilmistir, bu etkileri teyit etmek icinde
BCRP/ABCG2 inhibitérii olan  fumitremorgin C (FTC) kullanilmistir. Bu
calismadan elde edilen diger 6nemli veri, Imatinibin az konsantrasyonda hiicreye
verilmesi sonucunda 1ilacin hiicre i¢i birikiminde farkliliklara neden oldugu ama
konsantrasyonda farkliliklarin olmadigi gézlenmemektedir. Bu veriler Imatinib’in
konsantrasyon seviyesine bagli olarak modiilatér veya substrat olarak islem yaptigi
teorisinin giiglenmesine neden olmaktadir. Imatinib BCRP ile etkilesime girmektedir
ve bu proteinin yiiksek ifade olmasiyla Imatinibin etkilerinin sinirlanmasina neden
olmaktadir (Gabriela Nestal ve ark., 2012) Ama heniiz Imatinibin BCRP’nin
tagtyicinin ~ substratt  ya da modiilatorii olduguna dair kesin sonuglar

bulunmamaktadir.

2006 yilinda Nakanishi yaptigi ¢alismada BCR-ABL ifade eden hicre
serilerinde Imatinib ve  BCRP arasindaki etkilesim arastirilmistir, kullanilan hiicre
serisi Imatinib gibi BCRP’nin substratlarina kars1 direncliyken bu direng BCRP
inhibisyonuyla tersine doniistiiriilmiistiir. Diger énemli bulgu ise BCRP nedeniyle
olusan ilk ilag direncinin BCR-ABL inhibisyonu sonucunda azaldigi gozlenmistir ve
buda BCR-ABL’mn BCRP geninin ifadesini transkripsiyonun sonraki asamalarinda

regiile ettigini onermektedir.
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Bu tez calismasinda BCRP geninin ifadesi, ilacin dozunun artmasina bagl
olarak direngli hiicrelerde istatistiksel diizeyde anlamli bir degisiklik olmadig:
belirlenmistir. In vitro Imatinib direnci gelisiminde BCRP’nin etkisi olmadig

sonucuna varilmistir.

Tasiyict pompalarin diger ailesi olan influks proteinlerin de ilag direncinde
onemli rol oynadig1 yapilan laboratuvar ve klinik deneylerle teyit edilmistir. Ige alim
pompalarinin en Onemli {yelerinden SLC22A1/0OCT-1’in ifade seviyesindeki

degisiklik ilacin hiicre i¢ine alimini etkilemektedir.

Giderek artan sayidaki bir¢cok bilimsel ¢alisma bazi kemoterapotiklerin influks
tasiyicilart igin substrat olduklarini gdstermistir. Son zamanlarda, Imatinib’in hiicre
icine tercihen OCT1 aracili olarak transport edildigi ve bu tasiyicinin ifadesinin 6 ay
Imatinib tedavisinin ardindan tam sitogenetik remisyonun kazanimi igin dngériicii bir
belirte¢ oldugu rapor edilmistir (Wang ve ark., 2008). Yapilan baska bir ¢caligmada
ise hiicrenin, OCT1 inhibitdriine maruz birakildiginda, Imatinib influksunun anlaml

derecede azaldig1 gozlenmistir (Thomas ve ark., 2004).

Crossman ve arkadaglar1 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, OCT1 geninin
ifade seviyelerinin Imatinibin ige aliminin azalmasiyla iliskili olup olmadig1 analiz
edilmis, bu nedenle Imatinib tedavisine baslamayan KML hastalardan elde edilen
orneklerden OCT]1 ifadesinin degisken oldugu ve saglikli bireylerin kemik iliginden
elde edilen ifade seviye sonuglariyla kiyaslandiginda anlamli bir farklilik
gdzlenmedigi bulunmustur. Ama Imatinibe yanit veren hastalarda bu genin ifadesi,

yanit vermeyen hastalarla kiyaslandiginda anlamli derecede arttig1 gézlenmistir.

OCT1 ve Imatinib tedavisinin yaniti arasinda dogrudan bir iliski oldugunu
gosteren yayinlarin aksine Hu ve arkadaslar1 2008 yilinda yaptiklar1 caligmada
OCT1’in kendi basina Imatinib birikimini etkileyemeyecegini ve bu ilacin OCT1 igin
yetersiz bir substrat oldugunu 6ne siirmektedir. Diger yandan 2008 yilinda Wang ve
arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada Imatinibin klinik yanitlarin OCT1, MDR1, BCRP

tastyicilar tarafindan etkilenebilecegi onerilmistir. Tedavi 6ncesi yiiksek OCT1 ifade
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seviyesine sahip olan hastalarin sitogenetik yanit alma ve hayatta kalma
ihtimallerinin yiiksek oldugu gozlenmistir ama aynm1 veri MDR1, BCRP tasiyicilari
icin bulunmamistir (Wang ve ark., 2008).

Bu c¢aligmanin sonuglari, yukaridaki yapilan ¢aligmalara uygun olarak ilacin
dozunun 0.6uM’dan 5uM’a ylkselmesiyle OCT-1 geninin ifadesinde azalma
gozlenmistir. Bu genin diisiik ifade edilmesinin. Imatinib’e in vitro direng
gelisiminden sorumlu bir mekanizma oldugu ve etkisini ila¢ aliminin azalmasina

neden olarak dirence katkida bulundugu sonucuna varilmstir.

4.2. imatinib Direncinde Otofajik ve Apoptotik Genlerin Rolii

KML’de gelisen ila¢ direncinde, BCR-ABL’dan bagimsiz diger mekanizmalar
arasinda yer alan apoptoz yolagimin inhibisyonu ve otofajinin indiiklenmesi de
bulunmaktadir. BCR-ABL tirozin kinazin apoptoz yolaginin bloklanmasindaki rolii
RAS aktivasyonu, BCL2 geninin ifade edilmesi (Sanchez-Garcia ve ark.,1995) ve
PI3K/AKT yolaginin aktivasyonuyla baglantilidir (Skorski ve ark., 1995).

Kantarjian ve arkadaslar1 2002 yilinda yaptiklar1 ¢alismada imatinib’in BCR-
ABL transforme hiicrelerde apoptozu indiikledigini gostermistir. BCL-2 ailesinin
apoptotik ve antiapoptotik proteinlerinin ifade seviyeleri apoptoz yolaginin
belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Antiapoptotik ve proapoptotik
proteinlerinin liyelerinin birbirine olan orani hiicrelerinin apoptoza gidip gitmedigini

belirlemektedir (Oltvai ve ark., 1995).

BCR-ABL1 transforme edilmis karaciger kokenli, BAD ve BIM genleri
olmayan hematopoetik projenitor hiicreleride ve BIM geni RNA interferans
araciliftyla susuturulmus olan KML hiicre serilerinden elde edilen sonuglara gore,
BCR-ABLI1TK inhibitorlerinin uygulanmasi sonucunda apoptoza giden KML
hiicrelerinde BIM’ in 6nemli roliiniin oldugu BAD ve BMF proteinlerinin de bu

siirece destek verdigi bulunmustur (Kuroda ve ark., 2006; Kuroda ve ark., 2007).
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Baska bir calismada  KML hastalarinin %36’sinda BIM ifadesinin
hipermetilasyon sonucunda baskilandigi  ve bunun da Imatinib tedavisinin
istenmeyen sonuglariyla iligkili oldugu bulunmustur (San José-Eneriz ve ark., 2009).
Bu ¢aligmalara istinaden KML hiicrelerinin hayatta kalmasinda BCL-2 protein ailesi
ve BCR ABLI1 TK arasindaki baglanti énemlidir, BCL2 ailesinin proteinlerinin
regiilasyonu yeni-nesil hedefe yonelik tedavileri olusturabilmektedir. Ornegin ABT-
737 gibi BH3-only proteinleri taklit eden kiigiik molekiillerin yapilmasinin ardindan
BCR-ABLI1TKI ile birlikte kullanilmasinin ila¢ direnci gosteren KML hiicrelerinde

de 6nemli 6l¢iide apoptozu artirdigi saptanmisgtir

Bu tez ¢alismasinda, diisiik doz Imatinib’e direngten antiapoptotik BCL-2 gen
ifadesi sorumluyken, yiiksek doz ve uzun siire Imatinib uygulandiginda BCL-2nin
ifadesinde azalma izlenmis, pro-apoptotik genler BAX ve BAD genlerinin ifadesinde

artis gozlenmistir.

Normal hematopoetik hiicrelerde, biiyiime faktorlerinin yoklugunda otofaji,
geri doniisiim fonksiyonu olarak hiicresel enerji homeostazisi ve biyoenerjetiklerin
korunmasinda rol oynamaktadir. Biiyiime faktorlerinin yoklugunda, otofajinin hiicre
korunmasindaki fonksiyonu, apoptotik mekanizmanin yoklugunda gozlenmektedir
¢linkli normal kosullarda her hangi bir yoksunlukta apoptoz indiklenmektedir (Lum
ve ark., 2005).

2009 yilinda Bellodi ve arkadaslarmin yaptigi calismada, Imatinibe maruz
kalan KML hiicrelerinde otofajinin indiiklendigi ve otofajinin KML hiicrelerinin
hayatta kalmasinda onemli rolii oldugu ve KML hiicrelerinde otofajinin apoptoza
gore daha erken indiiklendigi gosterilmistir. KML kok hiicrelerinde TKI’lerinin
apoptozu indiiklemesindeki basarisizligin, otofaji aktivasyonunun apoptoza karsi

baskin olmasi nedeniyle aciklamiglardir.

Lisa ve arkadaglarinin 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada BCR-ABL’1 ifade
eden hiicrelerde iki farkli ila¢ kullanarak bu hiicrelerin ilaca verdikleri yanit ve BCR-

ABL geninin yliksek ifade edilmesinin etkisi aragtirllmistir. Elde edilen verilere gore
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ilag tedavisinde otofajinin indiklenmesinin I6semik hiicrelerin hayatta kalmasini
sagladigi bulunmustur. Etoposide kullanilarak BCR-ABL genini diisiik seviyede
ifade eden hiicrelerde apoptoz indiiklenmistir ancak BCR-ABL genini yuksek
seviyede ifade eden hicrelerde apoptoza karsi direng olusmustur ancak otofaji
indiiklenmistir. Otofajinin hiicrelerin geri kazanilmasinda 6nemli rol oynadig1 ve
otofajinin  3MA veya siRNA’larla ATG7 ve BECLIN1 genlerinin susturulmasiyla
inhibisyonunun hiicre geri kazanilmasi ve iiremesinin azalmasina neden oldugu tespit

edilmistir.

Otofaji indiiklenmesindeki etken molekiiler mekanizmalarin detaylari tam
olarak bilinmemektedir ama 0yle gorindyor ki otofaji sireci memelilerde
PI3K/AKT/mTOR bloklanmasiyla ve BH3-“only” proteinlerinin aktivasyonuyla
baslayabilmektedir (Crowley ve ark., 2011; Sheng ve rak., 2011)

BCL2’nin apoptoz ve otofaji yolaklarinin baskilanmasindaki énemli rolii bu
proteinin ilag tedavilerinde hedef olarak seg¢ilmesine neden olmustur. BECLINI ve
BCL2 genlerinin ifade seviyeleri timor olusumu sirasinda ve ilag tedavi siirecinde
hiicrelerin apoptoz veya otofaji direncinin belirlenmesinde énemli rol oynamaktadir.
BCL2 ailesi, BECLIN1’in BH3 bdlgesine baglanarak kompleks olustururlar
BECLINL’in  pre-otofagozomal yapinin olusumundaki etkisinin engellenmesine

neden oldugu bulunmustur.

Apoptoz inhibisyonu ve otofajinin etkisi kanserdeki ila¢ direncinden sorumlu
oldugu son zamanlardaki yapilan g¢alismalarda belirlenmistir, Apoptoz ve otofaji
arasindaki iliskinin daha net belirlenmesi nedeniyle tedavide yeni ilaglarin {iretimi
saglanmigtir 6rnegin BH3 taklitcileri bu amagla kullanilmaktadir. BH3 taklitcileri
apoptoza direngli hiicrelerde, hiicre Oliimiiyle iliskili otofajinin indiiklenmesine
neden olabilmektedirler. Apoptozun baskilanmasi otofajinin indiiklenmesine diger
yandan otofajinin inhibisyonunun apoptoza neden oldugu bulunmustur. Otofajinin
onemli proteinleri apoptozun indiiklenmesinde ve baskilanmasinda etkili oldugu ve
aynt sekilde apoptozu baskilayan proteinlerin otofajinin bloke edilmesinde rolu
oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin otofaji proteini BECLIN1’in  antiapoptotik
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proteini olan BCL-2 ile olusturdugu kompleksin otofajinin indiklenmesine neden

oldugu bulunmustur.

Aragtirmacilarin  son zamanlarda yaptiklar1 ¢calismalar BCL2 ve BECLINI in
olusturdugu kompleksin parcalama amagli yapilmaktadir, boylece ila¢ tedavisinin

basar1 sansinin artirmasina neden olmaktadir.

Bu tez caligmasinda hiicrelere uygulanan ilacin dozunun artmasiyla, BCL2
geninin  ifadesi azalmig ve BECLIN1 genin ifadesi artmustir, yapilan diger
caligmalara uygun olarak otofaji inhibitori olarak bilinen BCL-2’nin ifadesindeki
azalma ile BECLIN1’in serbest kalmasina neden olmustur, ayrica otofaji belirteci
olan BECLINI ifadesinin istatistiksel olarak anlamli artis1 nedeniyle otofajinin
tetiklendigi anlasilmistir. Tiim bu sonuglara goére yiiksek doz Imatinib’e cevapta

otofajinin aktif rol oynadig1 sonucuna varilmistir.

Diger yandan poroapoptotik gen olan BAX ve BAD genlerinin dozu ilag
miktart artikca yiikselmistir buda ilacin etkisi nedeniyle hiicrelerde gézlenen %40
apoptotik 6limiin apoptoz Oliim yolagin1 se¢mektedirler, ayn1 zamanda otofajik
genlerdeki (ATG5, ATG7, ATG12, BECLIN1) ifadelerin ilag dozunun artmasiyla
yukseldigi ve ilacin etkisinden kagan hiicrelerin hayatta kalma yolagi olarak otofajiyi

sectigi ve boylece ilaca direng gosterdikleri diistiniilmiistiir.

4.3.Imatinib’in DNA Tamir Genleri Uzerindeki Etkisi

Coklu ilag direncinde etkili olan makanizmalar arasinda DNA tamir mekanizmasinin
aktivasyonu da yer almaktadir.

Bu tez calismasinda da DNA tamir mekanizmasinda sorumlu yanlis baz
eslesme tamir mekanizmasinda rol alan MLH1 ve MSH2 genlerinin ifade diizeyleri
arastirllmistir ve bu genlerin ifadesinin K562r hiicrelerinde K562s hiicrelerine gore

daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
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MutS ve MutL genlerinin ifadeleri Imatinib’in dozuna ve siiresine bagli olarak
artis gostermektedir ve bu genlerin artis1 nedeniyle DNA tamir mekanizmasinin
aktive olmasi nedeniyle hiicrelerin apoptoza ve Imatinibe direng gdsterdigi sonucuna
varilmistir.

Losemide bu konuda yapilan herhangi bir caligmaya rastlanmamaktadir, solid
tiimorlerde ise farkli olarak ilaca direng gosteren hiicrelerde MSH2 ve MLHI1 gen
ifadelerinin azalmasinin ila¢ direncinde ve daha agresif fenotipden sorumlu oldugu
bilinmektedir. Ancak bizim ¢aligmada MLH1 ve MSH2 miktarinin artmasi nedeniyle
ozellikle Imatinibe kars1 gelisen direngte MMR’rol oynayan genlerin ifadesindeki
artisin hiicreleri apoptozdan koruyucu bir mekanizma olarak calistifi ve bdylece
direngten sorumlu olabilecegi yorumu yapilmistir. Bu sonuglar 16semide 0Ozellikle

K562 KML hiicrelerinde direngle ilgili ilk veri olmas1 nedeniyle 6nemlidir.

4.4. imatinib’in Hiicrelerde Kok Hiicre Ozelligi Kazanmasindaki Etkisi

Yapilan bir cok caligmada timor- baglatict hiicrelerinin kemoterapotik tolerans
Ozellikleri gostermektedirler. MDR hiicreleri timdr baslatict 6zelligine sahiptirler,

ama bunun altinda yatan mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir.

2013 yilinda Xin ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada Doxorubicin’e direngli
K562 /A02 hiicrelerini kullanilarak bu hiicrelerin timor- baslatici 6zelligine sahip
olup olmadiklart ve buna bagli mekanizmalar arastirilmistir. Bu arasgtirmada kok
hiicre karakterinden sorumlu OCT-4, NANOG, SOX-2 genlerinin ifade seviyelerine
bakilmistir, ve bu hiicrelerde direncli olmayan K562 hiicrelerle kiyaslandiginda,
direngli hiicrelerde bu genlerin ifadesi artmistir. Ayn1 zamanda K562 /A02 direngli
hicrelerinin in-vivo ve in-vitro ortamlarda timor yapict Ozellikler tasidig

gozlenmistir.

Bu tez calismasinda ise, diren¢li K562r hiicrelerinde NANOG, SOX-2, OCT-4
genlerinin ifadesi K562s hiicrelerle kiyaslandiginda bu genlerin olduk¢a yiiksek

seviyede ifade edildigi belirlenmistir. Ozellikle yiiksek doz ve uzun siireli imatinib
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uygulanan hiicrelerde, literatiirde ilk kez, kok hiicre karakterini kazandiran ve
kendini yenilemeden sorumlu NANOG, SOX-2, OCT-4 gen ifadelerindeki artisin

ila¢ direncinden sorumlu olabilecegini destekleyen ilk veriler elde edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda in-vitro ortamda insan KML hiicresi olan K562 hiicre serisi
kullanilarak Imatinib direncinden sorumlu mekanizmalar incelenmistir. Bu tez

calismasinin sonunda:

- 18 ay boyunca K562 hiicrelerine (K562s) artan dozlarda imatinib uygulanmis ve
ila¢c konsantrasyonunun yavas yavas artirilmasiyla, devamli ilaca maruz kalan
duyarli hiicrelerde Imatinibe kars1 direnc¢ gelistirilerek, SuM Imatinibe karsi
direncli hiicreler (K562r) elde edilmistir.

- llag efluks mekanizmalarindaki genlerden MDR1, MRP1, BCRP genlerinin
ifade seviyeleri incelenmis ve 6zellikle MDR-1 geninin 28 kat artis gostermesi,
direngten sorumlu primer neden olarak diisiintilmiistiir.

- OCT1 gen ifadesinin yiiksek doz Imatinibe direngli olan hiicrelerde azaldig
belirlenmis ve ila¢ influksunun bozulmasmin da ila¢ direncine katkida
bulundugu sonucuna varilmstir.

- Apoptoz yolaginda rol oynayan BCL-2, BAD, BAX genlerinin ifade seviyeleri,
Imatinibe diren¢ olusumunun baslangicinda (0.6uM) artis gdstermistir. Ancak
zamana bagl Imatinib dozunun artirilmasiyla (5uM) BAD ve BAX genlerinin
ifade seviyeleri daha da artarken, BCL-2’nin ifadesi azalmis ve otofajik
genlerden 6zellikle BECLIN1’in ifadesi artis gostermistir.

- Ozellikle diisiik doz Imatinib’e direncte Bcl-2 gen ifadelenmesi neden olurken,
yuksek doz ilaca direncli hiicrelerde BECLIN1 gen ifade artis1 ile Otofaji
mekanizmasinin aktivasyonunun dire¢ gelisimine katkida bulundugu sonucuna
varilmistir.

- KML hiicrelerinde Imatinib’e kars1 gelisen direngten, Pluripotent kok hiicre
karakterine doniisiimden ve kok hiicrelerde kendini yenilemeden sorumlu OCT-
4, NANOG ve SOX-2 genlerinin neden oldugu ilk kez bu tez caligmasi ile
belirlenmistir.

- Buna ek olarak embriyonel NANOG, SOX-2 ve OCT-4 genlerinin artan ifade

seviyelerinin, yiiksek doz Imatinib’e cevapta hiicrelerin ya kok hiicre 6zelligi
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kazandigim1 veya 16semik hicreler icerisindeki kanser kok hicre klonunun
gelisme gostermesi ile direng gelistigi diisiiniilebilir.

Direngli ve direngli olmayan hicrelerde CD34, CD38 ve CD133 pozitif kok hticre
oranlarinin  belirlenmesi ile yukaridaki sorularin  yanitiin  bulunmasi
planlanmustir.

DNA tamir enzimlerinden MLH1 ve MSH2 ifadelerinde gozlenen artis,
Imatinib’e direngli hiicrelerde DNA onarim genlerinin de rol oynayabilecegini
gosteren ilk veriler elde edilmistir.

BCR-ABL bagimsiz mekanizmalarin hemen hepsinin incelendigi ilk g¢alisma
olmasinin yanisira, SuM Imatinib direncine sahip bir hiicre serisinin elde edilmis

olmas1 da ¢aligmanin orjinallikleri arasinda yer almaktadir.
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OZET

K-562 Hiicre Serilerinde imatinib’e Karsi Gelisen Direncte Rol Oynayan Gen
Ifade Degisimlerinin Saptanmasi

Imatinib mesilat, BCR-ABL tirozin kinazin segici inhibitérii olarak tasarlanan etkili
bir terapdtik ajandir. Imatinib ve diger TKI’ler KML hastaligiin tedavisinde
kullanilarak hayatta kalma sansini artirmaktadir ama hastalarin  bazilarinda
TKI'lerine o6zellikle Imatinibe karsi direng gelismekte ve tedavinin basarisiz
olmasiyla hastaligin yeniden niiks etmesine neden olmaktadir. KML’de ilag
direnciden sorumlu mekanizmalar arasinda BCR-ABL genindeki mutasyonlar ve
BCR-ABL’den bagimsiz diger mekanizmalar gorev almaktadir. Bu tez ¢alismasinda
BCR-ABL’dan bagimsiz mekanizmalar arastirilmistir. Ilag tasinmasindan sorumlu
tastyict proteinlerinin ifade seviyelerindeki artis ve azalma, apoptoz sinyal
yolaklarinin inhibisyonu, otofajinin indiiklenmesi, DNA tamir mekanizmasindaki
artis ve transkripsiyon faktorlerindeki degisimler, ila¢ direncinin olusumunda ve
KML tedavisinin basarisizliginda gorevli BCR-ABL’den bagimsiz mekanizmalar
arasindadir.

Bu tez calismasinda in-vitro ortamda insan KML hiicresi olan K562 hicre
serisi kullanilarak; K562 hiicrelerine (K562s) artan dozlarda Imatinib uygulanarak
5uM Imatinibe kars1 direngli (K562r) hale getirilmistir. Ilag influks ve efluks genleri,
pluripotent kok hiicre karakterinde rol oynayan genler, apoptoz ve otofajiden
sorumlu genler ve tamirden sorumlu gen ifade degisimleri kiyaslanarak ilag
direncinde etkili olabilecek yolaklar incelenmistir.

Bu tez caligmasi1 sonunda; ilag¢ influks ve efluks genlerinden MDR-1, BCRP,
OCT-1"in; gen ifadelerinde anlamli degisiklikler oldugunun belirlenmesi ve 6zellikle
MDR’nin ifadesindeki artis direngle primer iligkili bulunmustur. Apoptoz ve otofaji
yolaklarindaki gen ifade degisimleri en etkin olarak BCL-2 ve BECLIN1’de
gbzlenmistir. Diisiik doz Imatinib direncinden BCL-2 sorumlu iken yiiksek doz
Imatinib direncinde otofajinin bu siirece katildig1 belirlenmistir.

Bu ¢alismada ayrica kok hiicre karakterinden ve kendini yenilemeden sorumlu
OCT-4, NANOG, SOX-2 genlerinin ifadeleri imatinib direncinde diisiik dozdan
yiiksek doza dogru orantili olarak arttig1 belirlenmistir. Ilave olarak DNA onarim
genlerinden MSH ve MLH gen ifadelerinin Imatinib direng gelisiminde rol oynadig
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Apoptoz, imatinib direnci, KML, Otofaji
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SUMMARY

Determining Changes in the Expression Of Genes Playing Role in Imatinib
Resistance of K562 Cell Lines

Leukemia, occures in blood cell precursors as a result of mutation and chromosomal
translocation, characterized by uncontrollable proliferation and defined as a
hematologic malignancy. Chronic myeloid leukemia (CML ),t(9;22) (934, qll)
resulting from the Philadelphia (Ph ) chromosome is characterized by the presence of
fusion of the BCR and ABL genes, resulting in malignant leukemic cells, it is
replacing the normal bone marrow, malignant haematopoietic stem cell disease.
Imatinib mesylate, the BCR - ABL tyrosine kinase inhibitor selectively designed as
an effective therapeutic agent. It is used in the treatment of CML with other TKIs,
but the chances of survival of patients with Imatinib decreased because of resistance
to Imatinib so it is caused by failure of the treatment. The mechanisms responsible
for drug resistance in CML are BCR- ABL gene mutations and BCR- ABL
independent mechanisms. BCR-ABL independent mechanisms included expression
level of Carrier transporters which are responsible for transporting drugs, inhibition
of apoptosis signaling pathways, induction of autophagic, changes in transcription
factors, increases and changes in DNA repair mechanisms. In this study, examined
the mechanisms responsible for resistance to Imatinib in humal CML cell lines K562.
K562 cells (K562s) are obtained by increasing doses of Imatinib to SuM so Imatinib-
resistant (K562r) has been made. Then transporting the drug resistant cells, DNA
repair, pluripotent stem cell character of the formation, by determining changes in
the expression of genes responsible for apoptosis and autophagic pathways and drug

resistance genes that may be effective have been identified.

Key words: Apoptosis, Autophagy, CML, Imatinib resistance
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