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Teobromin STI571’in Apoptotik Etkinligini Artirir mi?

Does Theobromine Increase the Apoptotic Effect of STI5717?
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OzZET

Amag: Tirozin kinaza 6zgu bir inhibitér olan STI571 KML kemoterapisinde
kullanilir. Diger kemoterapétik ajanlara benzer sekilde, bazi hastalarda ilag
direnci ve intoksikasyon sebebiyle sinirli bir etkinlige sahiptir. Bu ylzden,
¢ogu kanser hastasi kemoterapotik ajanin etkinligini artirmak icin gtinlik ek
gidalar ve bitkisel ekstraktlari kullanir. Kakaonun bir metaboliti olan
teobromin prooksidan etkilere sahiptir ve hiicre igi sinyal yolaklarini
dizenler. Calismamizin amaci birlikte ve ayri ayri kullanildiginda STI571 ve
teobrominin K562 hiicreleri {izerinde potansiyel apoptotik etkilerini
gostermektir.

Yontem: STI571 ve teobrominin inhibitér konsantrasyonlari MTT metoduyla
belirlendi. Her iki ajan da hiicrelere 48 saat siire ile tek basina ve birlikte
olacak sekilde uygulandi. Kaspaz aktiviteleri kolorimetrik olarak belirlendi.
Apoptoz ve nekroz akridin turuncusu/etidyum bromir boyamasi ile
degerlendirildi. p<0,05 istatiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular: Kaspaz aktiviteleri her iki ajan tek baglarina uygulandiginda artis
gosterdi. Teobromin STI571'in kaspaz aktivitesini kaspaz tipine ve sireye
bagimli olarak artirdi (p<0,05). Apoptotik hiicre oranlari iki ajan bir arada
kullanildiginda da uygulama siresine bagl olarak artti (p<0,05). Teobromin
nekrotik hiicre oranlarini azaltti.

Sonug: Bu in vitro galisma ile hiicre igi sinyal yolaklarindaki etkisi hentiz tam
olarak anlagilamamig olan teobrominin STI571 tarafindan ydritilen
apoptotik cevapta kaspazlar Uzerinden etkili oldugu gosterilmistir. Bu
verilerin daha sonra yapilacak galismalara isik tutacagini diistiniiyoruz.

Anahtar Sozciikler: STI571, teobromin, kaspaz, apoptozis, KML

Gelis Tarihi: 03.08.2016 Kabul Tarihi: 11.08.2016

ABSTRACT

Objective: STI571, a selective tyrosine kinase inhibitor is used in CML
chemotherapy. It has limited effects in some cases due to drug resistance
and intoxication as other chemotherapeutic agents. Thus, many cancer
patients use dietary supplements and herbal extracts for increasing the
effectiveness of chemotherapeutic agents. Theobromine, a metabolite of
cacao has prooxidant effects and regulates intercellular signaling pathways.
The aim of the study is to determine the potential apoptotic effects of STI571
and theobromine on K562 cells, when used alone and in combination.
Methods: Inhibitory concentrations of STI571 and theobromine were
determined by MTT method. Both agents were applied to the cells at 48 h
time period alone and in combination. Caspase activities were assessed
colorimetrically. Apoptosis and necrosis were evaluated by using acridine
orange/ethidium bromide staining. p<0.05 was considered as statistically
significant.

Results: Caspase activities increased when both agents administrated alone.
Theobromine increased effects of STI571 on caspase activities in time and
type dependent manner (p<0.05). Apoptotic cell rates also increased when
two agents applied in combination (p<0.05) in time dependent manner.
Theobromine also reduced necrotic cell rates.

Conclusion: Although there are limited data about the intracellular effects of
theobromine, we showed that theobromine has effects on the caspase
pathway related apoptotic response carried out by STI571. We believe that
this in vitro study will shed light for further researches.
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GiRIS GEREC VE YONTEM

Kronik  miyeloid I6semi  (KML), miyeloid 6ncil hicrelerin
proliferasyonunda artis, apoptozunda azalma ile seyreden klonal neoplastik
bir hastaliktir. Hastaligin molekuler patogenezinde (t9;22)(q34;q11)
resiprokal translokasyonuyla ortaya ¢ikan Philadelphia kromozomu rol oynar.
Translokasyon sonucunda 9. kromozomda bulunan ve bir reseptor olmayan
tirozin kinaz kodlayan Abelson Leukemia Virus Viral Oncogen (ABL) geninin
22. kromozomdaki serin/treonin kinaz 6zelligi olan Breakpoint Cluster Region
(BCR) genine flzyonu gergeklesir. Olusan kimerik BCR-ABL proteini yliksek
tirozin kinaz aktivitesine sahiptir ve hiicre déngiisii, apoptoz, hiicre adezyonu
ve gesitli sinyal yolaklari Gzerine etki ederek malign hiicre transformasyonuna
yol agar (1,2). BCR-ABL proteinin etki mekanizmasinin anlasiimasi bu proteini
6zgul olarak inhibe eden hedeflenmis tedavi saglayan molekillerin
gelistirilmesini  saglamigtir.  ST1571 (imatinib mesilat), BMS-345825
(dasatinib) ve AMN107 (nilotinib) bu molekiller arasindadir. Hastalarin
%87’sinde sitogenetik yanit saglayan STI571, BCR-ABL kimerik proteinin ATP
baglanma bdlgesine yarismali inhibisyon ile baglanarak enzime ATP
baglanmasini engeller. Sonugta flizyon proteini kinaz aktivitesinden yoksun
kalir (3).

Gunlik diyette sik olarak tiiketilen gay, kahve, meyve ve sebzelerde
bulunan kemopreventif fitokimyasallar son dénemde arastirmalarin konusu
olmustur. Kakao (Theobroma cacao L) metabolitlerinden olan prosiyanidin
ve pentoksifilin kuvvetli antioksidan etkinlige sahiptir ve kanser hiicrelerinde
segici olarak bolinmeyi engeller (4). Kakao tuketimi sonrasi biyo-yararlanimi
en yuksek fitokimyasal olan teobromin (3,7-dimethylxanthine) ise
metilksantin grubuna ait antioksidan bir alkoloid olup ayni zamanda bir
kafein (1,3,7-trimethylxanthine) metabolitidir. Elli gram siyah ve sutlu
cikolatadaki miktari sirasiyla 240-520 mg ve 65-160 mg’dir (5,6). Teobromin
fosfodiesterazlari inhibe ederek vazodilatér etki gosterir (7). Daha onceleri
ditiretik olarak kullanilan teobromin, ayrica ateroskleroz, periferal damar
hastaliklari, anjina pektoris ve hipertansiyon tedavisinde de kullanilmistir (6).

Bu galismada amacimiz KML tedavisinde kullanilan STI571'in potansiyel
etkileri Uzerine bir antioksidan alkoloid olan teobrominin katkisini in vitro
kosullarda arastirmaktir.

APOPTOTIK

Hiicre kdiltiirii

insan KML hiicre dizisi K562 (CCL243, ATCC, Rockville, ABD) hiicreleri
%10 FBS (Biochrome, Almanya) iceren RPMI 1640 (Biochrome) besiyeri iginde
37°C sicaklikta ve %5 CO; igeren nemlendirilmis inkiibatérde (Heracell 150i,
Heraeus, Almanya) cogaltildi. Hicreler her 24 saatte bir pasajlandi ve
calismada 5-7. pasajda hucreler kullanildi. Calisma o©ncesinde hiicre
canhhiklan tripan mavisi boya atma testi, hicre sayilari ise Thoma lami ile
sayilarak belirlendi. 6’ kiltir kabinin her bir kuyucugunda %98’i canl en az
10° hiicre olacak sekilde deneylere baglandi.

Sitotoksik ilag/kimyasal dozlarinin (IC50) belirlenmesi

STI571 (Novartis, isvigre) ve teobrominin (Sigma-aldrich, Almanya)
sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde kantitatif kolorimetrik bir yontem olan
MTT [3-(4,5-dimethyl-2-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H tetrazolium bromide]
hiicre proliferasyon testi kullanildi. IC50 degerlerinin belirlenmesinden sonra
STI571 ve teobromin hiicrelere ayri ayri ve birlikte olacak sekilde 24 ve 48
saatlik surelerle uygulandi. Higbir uygulama yapilmayan hiicreler kontrol
grubu olarak kullanildi.

Kaspaz-3 ve kaspaz-8 diizeylerinin belirlenmesi

Kaspaz-3 ve -8 dizeyleri ticari kit (Enzo, ABD) yardimiyla kolorimetrik
yontemle belirlendi. 1-5 X 10 hiicre kit iceriginden ¢ikan lizis tamponu ile 10
dakika buz Ustlinde bekletildi. 10000 g santrifiij sonrasinda slipernatandan
protein dizeyi belirlendi. Kitin 6ngordigi sekilde 10-200 pg protein igeren
orneklerde 6zgll substratlar yardimiyla kaspaz-3 ve kaspaz-8 diizeyleri kat
degisimi olarak belirlendi.

Hiicrelerde apoptoz ve nekrozun belirlenmesi

Apoptotik  ve  nekrotik  hiicre  oranlari  hicrelerin  akridin
turuncusu/etidyum bromir boyanma kaliplarina gére belirlendi. 0.1 mg/ml
akridin turuncusu, 0,1 mg/ml etidyum bromdir boya karigimindan 1 ul, 9 pl
hiicre stspansiyonu (0,5X10° hiicre/ml) ile karistirildi. Boyama sonrasi her bir
uygulama grubundan ve kontrol grubundan 500 hiicre olacak sekilde floresan
atagmanh mikroskopta (Leica DM3000, Almanya) sayim yapildi (8).

Bu boyama kalibina gore (g tip hiicre ayirt edilebilir (Resim1).

NEKROTIK

Resim 1: Akridin turuncusu/etidyum bromiir ile boyanmis hiicreler. Canli hiicreler: bozulmamis yapida, parlak yesil cekirdekli, Apoptotik hiicreler: kromatin kondanse
olmus, turuncudan kirmiziya degisen gekirdekli, Nekrotik hiicreler: turuncudan kirmiziya degisen bozulmamis gekirdekli

istatistiksel Analiz

24 ve 48 saatler arasi bagimh iki grup ortalamalarinin karsilastiriimalari
Wilcoxon Testi ile gruplar arasi karsilagstirmalar Kruskal-Wallis Testi ile yapildi.
Ardindan ¢oklu karsilastirma yontemlerinden Dunn Testi kullanildi. p<0.05
diizeyi istatistiksel olarak anlaml kabul edildi. Veri analizi SPSS 17.0 paket
programi ile gergeklestirildi.

BULGULAR

IC50 degerleri

STI571 igin IC50 dozu 24 saat igin 128 uM, 48 saat igin 209 uM olarak
belirlendi. Teobromin igin IC50 dozu 24 saat icin 0,75 mM, 48 saat igin 5,6
mM olarak belirlendi.

Kaspaz-3 aktivitesi

24 ve 48 saatlik uygulama sonucunda tim uygulama gruplarinda kaspaz-
3 aktivitesinde gorulen artislar kontrol grubundan farkh idi (p<0,05).
STI571’in tek basina 24 saat uygulanmasi ile elde edilen deger teobrominin
tek basina uygulanmasi ile elde edilen degerden daha yiiksekken (p<0,05) ikili
uygulama ile elde edilen degere benzerdi (p>0,05). Uygulama siresi 48 saate
ulastiginda hem ajanlarin tek tek uygulanmasi hem de bir arada uygulanmasi
ile elde edilen degerler birbirleri ile benzerdi (p>0,05) (Resim 2).



195

Kasap ve ark.
Teobromin, STI571 ve apoptozis

GMJ
2016; 27:193-197

Kaspaz 3

3,00

2,50

2,00

1,50

1,00

0,50

0,00

Kontrol STIS71

Teobromin

24 Sa
448 Sa

STIS71+Teobr.

Resim 2: Uygulamalara bagl kat degisimi olarak Kaspaz 3 aktiviteleri
*Harfler istatiksel agidan anlamli fark olan gruplari ifade etmektedir (p<0.05).

Kaspaz-8 aktivitesi

24 saatlik uygulama sonucunda tiim uygulama gruplarinda kaspaz-8
aktivitesinde gorulen artiglar kontrol grubundan farkl iken (p<0,05) 48 saatlik
uygulamada sadece STI571 ve ikili uygulama sonucunda elde edilen degerler
farkh idi (p<0,05). Her iki zaman periyodunda teobrominin tek basina
uygulanmasiyla gozlenen aktivite artisi, tek bagina STI571 ve ikili uygulama ile

elde edilenden diisiiktii (p<0,05). ikili uygulama ile elde edilen aktivite artisi
24 saat igin her iki ajanin tek tek uygulanmasi ile elde edilen degerden
yuksekken (p<0,05), 48 saatte STI571 ile benzerdi (p>0,05). 48 saat uygulama
suresinde STI571'in tek basina uygulanmasi ile gozlenen kaspaz-8 aktivite
artigi teobrominin tek basina uygulanmasi ile gozlenenden yiiksekti (p<0.05)
(Resim 3).
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Resim 3: Uygulamalara bagl kat degisimi olarak Kaspaz 8 aktiviteleri
*Harfler istatiksel agidan anlamli fark olan gruplari ifade etmektedir (p<0.05).

Apoptotik ve nekrotik hiicre oranlari

24 ve 48 saatlik uygulama sonrasinda STI571 ve teobrominin hem tek
baglarina hem de birlikte kullaniimasi apoptotik hiicre oranlarini kontrol
grubuna goére artirdi (p<0.05). iki ajanin birlikte kullanilmasi ile elde edilen
apoptotik hicre degerleri 24 saat siire periyodunda ajanlarin tek baslarina
kullaniimasiyla elde edilenden anlamli olarak yiksekken (p<0,05), 48 saatte
benzerdi (p>0,05) (Tablo 1 ve 2).

24 ve 48 saatlik uygulama sonrasinda STI571 ve STI571+teobromin
uygulamasiyla elde edilen nekrotik hiicre oranlari kontrol grubuna gore
yuksekken (p<0.05) teobrominin tek basina uygulamasi elde edilen oranlar
yuksek degildi (p>0.05). 24 saat uygulama sonrasinda ikili uygulama ile elde
edilen nekrotik hiicre oranlari STI571’in tek basina uygulamasi ile elde edilen
ile benzerken (p>0,05), 48 saat igin daha disuktu (p<0,05) (Tablo 1 ve 2).
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Tablo 1: 24 saat uygulama sonrasi apoptotik ve nekrotik hiicre oranlari

Apoptotik (%+SD)

Nekrotik (%+SD)

Canli (%*SD)

STI571 22.67 (+3.79)>b< 8.0 (+2.0)¢
Teobromin 4.0 (£1.0)2b< 1.67 (+2.08)¢
STI571+Teobr. 32.33 (+6.81)2¢ 8.33 (£5.51)d¢
g
& Kontrol 0.67 (+0.58)? 0.67 (+0.58)¢
P

69.33 (+2.08)«!

94.33 (£1.53)k\m
59.33 (£9.45)km

98.67 (0.58)*

*Harfler istatiksel agidan anlamli fark olan gruplari ifade etmektedir (p<0.05).

Tablo 2: 48 saat uygulama sonrasi apoptotik ve nekrotik hiicre oranlari

Apoptotik (%1SD)

Nekrotik (%SD)

Canli (%1SD)

STI571 31.33 (+1.53)" 17.33 (+1.53)w

Teobromin 1.67 (£1.53)prs 1.33 (+0.58)"

STI571+Teobr. 36.0 (£3.61)P¢ 13.0 (+1.0)tuv

Kontrol 1.0 (x1.0)° 0.33 (+0.58)t

48 saat

51.33 (2.89)%
97.0 (+2.65)72
51.0 (+3.0)

98.67 (+1.15)

*Harfler istatiksel agidan anlamli fark olan gruplari ifade etmektedir (p<0.05).
TARTISMA

BCR-ABL aktivitesine 6zgu tirozin kinaz inhibitorlerinin gelistirilmesi KML
tedavisinde hizli degisimlere neden olmustur. STI571 tedavisi hastalarin klinik
seyri, cevap oranlari ve sag kalimlarinda daha dnceki standartlara gére daha
iyi sonuglar alinmasini saglamigtir. Bu gelismelere ragmen direng ve
intolerans  sebebiyle tium  hastalar STI571 tedavisinden fayda
gérememektedir. STI5S71 tedavisi alan hastalarin yaklagik olarak 1/3’G
yetersiz cevap ve intoksikasyon sebebiyle tedavilerine devam
edememektedir (9).

Popiilasyon galismalari diizenli olarak sebze, meyve, cay, soya fasulyesi
gibi antioksidan iceren gidalari tlketenlerde kanser sikhginin daha dusik
oldugunu gostermistir. Kakao ve cikolata tuketimi de igerdikleri yliksek
antioksidan aktiviteleri sebebiyle kansere yol agan karmasik yolaklarin
engellenmesinde rol oynar. Ustelik antioksidanlar redoks potansiyel
dengesizligi olan kanser hiicrelerinde prooksidan etki de gostererek hicre
dongust, apoptoz ve sinyal yolaklari Gzerine etki ederler (10).

Calismamizda KML tedavisinde kullanilan STI571 ve antioksidan
ozellikleri bilinen teobrominin tek baslarina ve birlikte kullanildiginda ortaya
cikan etkileri degerlendirildi. Sonuglarimiza gére STI571 daha 6nceki
¢alismalarda da (11,12) gosterildigi gibi kaspaz 3 ve 8 aktivitelerini artirmistir.
Teobromin, STI571’in kaspaz 8 aktivite artigina siire bagimh olarak katki
sunarken kaspaz 3 aktivite artirici etkisine anlamli bir katki sunmamistir
(Resim 2 ve 3). Metaboliti teobromin olan fitokimyasallara bagl apoptozis
uyarisinda kaspaz yolagi her zaman aktive olmaz (13). Ancak bizim
calismamizda en azindan kaspaz 8 aktivite artisinda ikili uygulamanin daha
etkili oldugu gorulmustir. Kaspaz 8 baslatici kaspazlar sinifinin Gyesidir ve
aktiflestiginde igerisinde kaspaz 3’Gin de bulundugu etken kaspazlari aktive
eder. Deney setimizde ikili uygulama ile kaspaz 8 aktivite artisi saglanmasina
ragmen kaspaz 3 aktivite artisi saglanmamasi diger etken kaspazlarin aktive
oldugunu akla getirmektedir. Bu yilizden, daha sonra yapilacak galismalarda
diger kaspaz aktivite artislarinin da degerlendiriimesi teobrominin
potansiyelinin agiga ¢ikarilmasi igin 6nemli olacaktir.

Kaspaz aktivite artisinin sonucuna bagh olarak her iki ajan da apoptotik
hiicre oranlarinda artiglar saglamistir. 24 saat sirelik ikili uygulamada, kaspaz
8 aktivite artisina paralel sekilde apoptotik hlicre oranlari da artmistir.
Uygulama siiresinin uzamasiyla ikili uygulamanin apoptoz oranlarina etkisi
kaspaz 8 sonuglarina paralellik gosterecek sekilde artmamigstir. STI571, hiicre
tipine gore TNF bagimh ya da bagimsiz olacak sekilde farkl tipte kaspazlari
aktive ederek apoptozisi uyarir (11,12). Daha 6nce yapilan galismalarla kakao
metabolitleri olan katesinler, pentoksifilin, prosiyanidin ve fenoliklerin bazi
hayvan modelleri ve kanser hucrelerinde farkl kaspaz seviyelerini artirdig
(13,14) ve bunu da TNFa ve buna bagli hiicre igi sinyal yolaklarinin (MAPK)
yani sira siklinler, p21 ve p27 tzerinden yaptigi belirlenmistir (10). Teobromin
MAPK, Akt/mTOR ve NFkB yolagini baskilayip p38 ve JNK aktivitesini artirarak
hiicre biiylmesini engeller.

Bu veriler deney setimizde elde ettigimiz sonuglarin molekiler
temellerini agiklar niteliktedir ve diger kakao metabolitleri gibi teobrominin
de apoptoz uzerine etkili oldugunu gostermektedir. Kaspaz ve apoptoz
sonuglarimiza gore teobromin KML hiicreleri tGzerinde apoptotik etkinlige
sahiptir ve bunu da kaspaz tipine ve uygulama siiresine bagimli olacak sekilde
gerceklestirmektedir.

Galismamizin sonuglarini degerlendirdigimizde gbze carpan bir diger
onemli bulgu ise nekrotik hiicre oranlarina iliskin verilerdir (Tablo 1 ve 2).
Teobromin tek basina uygulandigi her iki zaman periyodunda da nekrotik
hiicre oranlarinda anlamli bir artisa neden olmamistir. Ustelik uygulama
slresi 48 saate ulastiginda STI571’in tek basina uygulamasi ile elde edilen
oranlardan daha az nekrotik hiicre oranina ulasiimistir. Bu veri apoptotik
hiicre oranlari ile birlikte degerlendirildiginde deney setimizde teobrominin
nekroza yonelen hiicreleri apoptoza yonlendirildigini gdstermektedir. Ancak
bu konuda daha detayli galismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Daha once yapilan galismalarda bazi bitki alkoloidlerinin STI571’in
etkinligini hem in vivo hem de in vitro kosullarda artirdigi gosterilmistir (16-
19). Biz de bu galisma ile hicre igi sinyal yolaklarindaki etkisi hentiz tam
olarak anlasilamamis olan teobrominin STI571 tarafindan ydratilen
apoptotik cevapta kaspazlar tzerinden etkili olduguna dair in vitro kanitlar
elde ettik. Bu 6n galisma ile elde edilmis olan verilerin yapilacak daha ileri
calismalara 1gik tutacagini ve oldukga sik tiiketilen kakao ve gikolata gibi
gidalarin anti kanser ajanlarin etkinliginin artirilmasina yonelik ¢alismalara
151k tutabilecegini disiinmekteyiz.
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