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Genistein ve STI571’in (Imatinib) Kronik Myeloblastik Losemide Etkili Sinyal Protein

Diizeylerine Etkileri

The Effects of Genistein and STI571 (Imatinib) on Signal Protein Levels Affecting Chronic Myeloid Leukemia
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OzZET

Amag: Kronik myeloid I6semi (KML) malign klonal hematopoetik bir hastaliktir.
BCR-ABL1 flzyon geni olup KML’nin molekiler patogenezinde rol oynar. Bu
protein bir tirozin kinaz kodlar. AKT, ERK, STAT yolaklari tizerinde etkili olan bu
tirozin kinazin modulatérleri GAB2 ve GRB2’dir. KML tedavi protokoliinde yer
alan STI571 (imatinib mesilat) tirozin kinaz inhibitéridir. Genistein, 6strojenik
6zeliginin yani sira tirozin kinaz inhibitdr aktivitesine sahip olan bitkisel bir
flavonoiddir. Bu ¢alismada, insan KML hiicre dizisi K562 hiicrelerine STI571
uygulamasi ile birlikte genistein uygulamasinin hiicre igi sinyal yolaklari Gizerine
etkisinin protein seviyesinde belirlenmesi hedeflenmistir.

Yontem: K562 hiicreleri standart kosullarda gogaltildi. STI571 ve genisteinin
sitotoksik dozu MTT testi ile belirlendi. STI571 ve genistein, tek tek ve birlikte
olacak sekilde 24 ve 48 saat sirelerle uygulandi. Protein dizeyleri ELISA
metoduyla belirlendi. Sonuglar istatiksel olarak degerlendirildi.

Bulgular: Veriler toplu halde degerlendirildiginde STI571 ve genisteinin tek
basina ya da birlikte uygulanmasi ile protein diizeylerinde anlamh bir
degisiklige neden olmadigi belirlendi.

Sonug: Bu calismada genisteinin STI571 ile birlikte etkileri genis bir protein
paneli Uzerinde degerlendirilmistir. STI571’in ve genisteinin tirozin kinaz
inhibitori o6zellikleri bilinmektedir. Ancak her iki ajanin protein duzeyleri
tizerine etkilerini inceleyen calismalarda tartismali sonuglar mevcuttur.
Sonuglarimiza goére her iki ajanin birlikte kullaniimasi protein dizeyleri
acgisindan anlamli bir fark olusturmamaktadir.
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ABL1,GRB2, GAB2, ERK, AKT
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ABSTRACT

Objective: Chronic myeloid leukemia (CML) is a malign clonal hematopoietic
disease. BCR-ABL1 is a fusion gene and plays role on molecular pathogenesis
of CML. This protein encodes a tyrosine kinase. GAB2 and GRB2 are its
modulators of this tyrosine kinase which has effects on AKT, ERK, STAT
pathways. STI571 (imatinib mesilat) which is used for CML treatment, is a
tyrosine kinase inhibitor. Genistein is a herbal flavonoid which has estrogenic
effects besides tyrosine kinase inhibitor activity. In this study, we aimed to
determine the effect of STI5S71 and genistein application for intercellular signal
transduction pathways at protein level on the K562 cells.

Methods: K562 cells were cultured at standard conditions. The cytotoxic
concentrations of STI571 and genistein were determined with MTT. STI571
and genistein were applied alone and in combination at 24 and 48 hours. The
protein levels were determined by ELISA method. The data were evaluated
statistically.

Results: There was no statistically significant difference of protein levels with
STI571 and genistein alone and in combination.

Conclusion: In this study, the effects of STI571 and genistein were evaluated
on a wide protein panel. It is well known STI571 and genistein have tyrosine
kinase inhibitory effects. However, in previous reports there are controversial
results on the protein levels of both agents. Our results showed that the
combination of STI571and genistein have no significant effect on the protein
levels.
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Kronik miyeloid l6semi (KML) miyeloid, eritroid ve megakaryositlerin
anormal bélinmesine yol agan bir hematopoietik kok hicre hastaligidir. Tiim
KML hastalarinin yaklagik %95’inde t(9;22)(q34;q11) translokasyonu goralir
ve olugan kimerik “Philadelphia” kromozomu BCR-ABL flizyon genini barindirir.
Flzyon genin transkript Griinlerinden birisi olan p210BCR/ABL proteini bir
tirozin kinazdir (1).

BCR-ABL mitojenle aktive olan protein kinaz (RAS/MAPK), Fosfoinozitid 3-
Kinaz (PI-3 kinaz), Janus kinaz-sinyal donlstiriict ve transkripsiyon aktivatori
(JAK-STAT) ve onkogenik protein (Src yolagi) gibi hiicre igi sinyal yolaklarini
aktiflestirir. Ras yolaginin aktiflesmesinde GAB2, GRB2, Ras aktivatori olan
Son of sevenless (Sos) ve BCR-ABL'In SH2-SH3 adaptoéri gibi birgok araci
molekiil gorev yapar. Aktiflesen RAS vyolagi, hiicre zarinda bulunan bir
serin/treonin kinaz olan Ref molekiniin aktivasyonu saglayarak MAP/ERK
kinazlar ve MAPK'larin (Mitogen Activated Protein Kinaz) aktivasyonu
gerceklestirerek transkripsiyonu artirir. BCR-ABL aracili transformasyonda ve
proliferasyonda Akt’in hiicrelerde ikincil haberci sistemini uyardig, biyime ve
sag kalimda goérev yaptig, RAC'In (adhezyon sinyallerini yanitlayan GTP-
baglayici protein) motalitede gorevli oldugu, PI3K yolaginin da protein
sentezini artirma goérevi olan S6 kinaz ve RAS vyolagl ile etkilesebildigi
bildirilmistir (2).

KML tedavisinde allojeneik kemik iligi nakli bilinen en etkili tedavi olsa da
mortalite ve morbidite riskinin ylksek olusu kullanimini sinirlandirmaktadir.
Bir reseptor tirozin kinaz inhibitorii olan STI571 (imatinib mesilat) hedefe
yonelik bir ilag olarak gelistirilmis olup KML’nin ilagla tedavisinde ilk tercih
edilen ajandir. Ancak STI571’in hastaligin eradikasyonunda vyeterli olup
olmadig tartismalidir ve bazi hastalarda direng gelistigi gézlenmistir (3).

icerisinde 16seminin de bulundugu c¢ok sayida malignitede hastalarin
kullandiklari  kemoterapoétigin  etkinligini artirmak igin  bitki kaynakli
kimyasallari da (fitokimyasal) kullandigi bilinmektedir (4). Flavonoidler
antioksidan, antiinflamatuar, antikanserojen etkilere sahip olan, bitkiler
tarafindan sentez edilen bilesiklerdir. Genistein, en kolay sentezlenebilen ve
en gigli aktiviteye sahip olan izoflavondur. Calismalar genisteinin basta meme
ve prostat olmak tizere hormona bagl kanser tirleri ile mide, mesane, kolon,
rektum, karaciger ve pankreas gibi diger kanser turlerine karsi koruyucu etkisi
olabilecegini gostermektedir (5). Kan kanserini konu alan ¢alismalar sinirh
sayida olmakla birlikte, genistein 16semi hicrelerinin bliyimesini, doza ve
uygulama siresine bagl olarak azalttigi gosterilmistir (6).

CGalismamizda insan KML hiicre dizisi K562 hiicrelerinde STI571 uygulamasi
ile birlikte genistein uygulamasinin KML patogenezinde rol oynayan hiicre igi
sinyal yolaklarinda rol oynayan BCR-ABL, GRB2, GAB2, AKT ve ERK protein
diizeylerine etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM

Hiicre kdiltiirii

insan KML hiicre dizisi K562 (CCL243, ATCC, Rockville, ABD) %10 FBS
(Biochrome, Almanya) eklenmis RPMI 1640 (Biochrome) besiyeri iginde 37°C
sicaklikta ve %5 CO: iceren nemlendirilmis inktbatorde (Heracell 150i,
Heraeus, Almanya) ¢ogaltildi. Hucreler her 24 saatte bir pasajlandi ve
calismada 5-7. pasajda hicreler kullanildi. Calisma 6ncesinde hiicre canhiliklari
tripan mavisi boya atma testi, hiicre sayilari ise Thoma lami ile sayilarak
belirlendi. 6’I kiltur kabinin her bir kuyucugunda %98’i canli en az 5 X 10°
hiicre olacak sekilde deneylere baglandi.

Sitotoksik ilag/kimyasal dozlarinin (ICs) belirlenmesi

STIS71 (Novartis, Isvigre) ve genisteinin (Sigma-aldrich, Almanya) sitotoksik
etkilerinin belirlenmesinde kantitatif kolorimetrik bir yéntem olan MTT [3-
(4,5- dimethyl-2-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H tetrazolium bromide] hiicre
proliferasyon testi kullanildi. ICso degerlerinin belirlenmesinden sonra STI571
ve genistein hicrelere ayri ayr ve birlikte olacak sekilde 24 ve 48 saatlik
surelerle uygulandi. Higbir uygulama yapilmayan hiicreler kontrol grubu olarak
kullanildi.

ELISA y6ntemi ile protein diizeylerinin belirlenmesi

BCR-ABL (P190), GAB2, GRB2, ERK1-2 ve PKB duzeyleri ELISA (Mybiosource,
ingiltere) yontemi ile belirlendi. Yontem (retici firmanin dngérdigii sekilde
gergeklestirildi.

istatiksel Yéntem

Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov normallik testi ile
degerlendirildi. Gruplar arasi verilerin analizi ve farkliliklarin belirlenmesi igin
iki yonli ANOVA” ve Dunnett testi uygulandi. p<0.05 diizeyi istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi. Veri analizi SPSS 17.0 paket programi ile gerceklestirildi.

ICso degerleri

STI571 igin 24 saat uygulama konsantrasyonu 30,25 puM, 48 saat uygulama
konsantrasyonu 240 pM olarak belirlendi. Genistein icin 24 saatlik
konsantrasyon 513,193 pM, 48 saatlik konsantrasyon 737,744 uM olarak
belirlendi (Tablo 1).

Tablo 1: Ajanlarin ICso Dozlari

Uygulama/Saat STI571 Genistein
24 saat 30,25 uM 513,19 uM
48 saat 240 pM 737,74 uM

Protein diizeyleri

BCR-ABL protein diizeyi

Tum uygulama gruplarinda, 24-48 saat uygulama sonunda
belirlenen BCR-ABL protein diizeyleri kontrol grubu ile benzerdi (p>0,05)
(Grafik1).
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Grafik 1: BCR-ABL protein diizeyleri

GRB2 Protein Diizeyi

Tdm uygulama gruplarinda, 24-48 saat uygulama sonunda belirlenen GRB2
protein duzeyleri kontrol grubu ile benzerdi (p>0,05) (Grafik 2). Ancak her bir
uygulama grubunda 24 saat sonunda elde edilen GRB2 degerleri 48 saate gore
anlamli olacak sekilde diistkti (p<0,05) (Grafik 2).
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Grafik 2: GRB2 Protein duzeyleri
*Rakamlar istatiksel agidan fark olan gruplari gostermektedir

GAB2 Protein Diizeyi:
TUm uygulama gruplarinda, 24-48 saat uygulama sonunda belirlenen GAB2
protein diizeyleri kontrol grubu ile benzerdi (p>0,05) (Grafik 3).
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Temel olarak STI571 BCR-ABL'nin kinaz aktivitesini baskilayarak akisasagi
hedefindeki proteinlerin aktivitesini engeller. Ancak protein dizeylerine olan
etkisi halen tartismalidir. BCR-ABL ifade eden hiicrelerde STI571 etkinligi
yuksek doz uygulandiginda ve ancak 2-4 giin sonra ortaya cikar (9). Genistein
K562 hicrelerinde uzun dénem (72 saat) ve yiiksek dozda uygulandiginda BCR-
ABL'nin tirozin kinaz aktivitesini disUrur ve protein miktarini azaltir (9,10).

Calismamizda daha 6nceki ¢alismalardan farkl olarak STI571 ve genisteinin
ICso dozunda ve daha kisa dénem etkilerini degerlendirdik. Calisma planimiza
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‘:}\ ve belirledigimiz 1Cso dozunun diger ¢alismalarda uygulanan dozdan daha

disuk olmasina ek olarak elde ettigimiz verilerde gordigimiz bu farklilgin bir
diger sebebi ise K562 hiicrelerinin sinyal potansiyeli asiri diizeyde artmig
olmasi ile agiklanabilir (12).

GRB2, igerisinde BCR-ABL’'nin de bulundugu tirozin kinazlar ile etkilesen
bolgesiile GAB proteinine tutunur ve GAB2'nin tirozin fosforilasyonunu regiile
eder. GAB2'nin hedefinde AKT ve ERK yolaklari bulundugu icin GRB2 sinyal
yolaklarinda anahtar rol oynayan proteinlerden birisidir (2). Caismamizda her
iki ajanin tek basina ya da birlikte uygulamalarinin GRB2 protein diizeyinde
azalmaya sebep oldugunu ancak bunun istatiksel agidan anlaml olmadigini
012 - belirledik. Ancak dikkate deger bir nokta olarak tim uygulama gruplarinda
GRB2 protein dizeylerindeki 24 saatte goriilen azalma 48 saate goére anlami
derecede dislktli. Buna gore STI571 ve genisteinin GRB2 protein
diizeylerindeki etkileri stire bagiml oldugu sonucuna ulastik. STI571’in K562
hiicrelerindeki etki mekanizmasi doz bagiml olarak fosforile haldeki GRB2
tizerinden yirdr. STI571, ABL'nin kinaz aktivasyonunu tamamen engellese de
icerisinde GRB2'nin de bulundugu kinaz yuratulu diger sinyal mekanizmalari
farkl yolaklarla isletilebilir (13). Bu bulgular deney setimizde STI571’in
GRB2'nin dizeyi ve dolayisiyla akisasagl hedeflerinin aktivasyonun
engelleyememesini agiklar niteliktedir.

GAB2 bir iskelet proteini olup plazma zar reseptor sinyali ile igerisinde BCR-
ABL'nin de bulundugu tirozin kinazlarin akisasagi effektdrlerini birbirine baglar
(14). Sonuglarimiza goére STI571 her iki uygulama siresi sonrasinda da GAB2
protein diizeyinde anlamli bir azalmaya neden olmamistir. Bununla birlikte
genistein tek bagina ya da STI571 ile birlikte uygulandiginda 24 ve 48 saat
sureler i¢in GAB2 protein diizeylerinde anlamli bir degisiklik olugturmamistir.
Daha 6nce yapilan bir galismada STI571’in GAB2'nin diizeyini azaltmaktan ¢ok
fosforilasyon yetenegini baskiladigi ve KML hastalarinin  plazma
konsantrasyonu olan 1 uM’in 10 kati diizeye ¢iktiginda bile GAB2 proteinin
hedefindeki proteinlerle olan etkilesimini engellemedigi belirlenmistir (15).
Verilerimiz bu sonuglarla uyumlu olup STI571 GAB2 diizeyini degistirmemistir.
Buna ek olarak genistein de deney setimizde kullandigimiz uygulama siresi ve
konsantrasyonlarda STI571’in etkinligini degistirmemistir.

BCR-ABL hedefinde yer alan Ras sinyal yolaginin aktivasyonu l6semik
hiicrelerin proliferasyonuna neden olur. Ras aktiflestikten sonra adaptor
molekul olan Rafl araciligiyla MAPK/ERK yolagini aktiflestirir (2). MAPK/ERK
yolagl apoptoz ve sagkalimi diizenlemede islevi olan yolaktir ve ¢ok sayida
proteinin hedefidir. Verilerimize gére STI571 ve genistein tek tek ya da bir
arada kullanildiginda ERK protein dizeyinde anlamli bir degisiklige neden
olmamistir. K562 hticrelerinde PKC ve BCR-ABL'nin birbirlerinden bagimsiz
olarak Rafl araciligiyla ERK'i aktive ettigi ve bu iki proteinden herhangi birinin
baskilanmasinin ERK ifadelenmesini etkilemedigi gosterilmistir (1). Benzer bir
calismada bir bitki fenoligi olan resveratroliin BCR-ABL ve ERK’in fosforilasyon
ve protein dizeylerine etki etmedigi gosterilmistir (16). Sonuglarimiz bu
galismalarin sonuglari ile uyumlu olup STI571 ve genistein ERK protein
diizeylerinde degisiklik olusturmamistir.

AKT yolagi hiicre sag kalimi ve apoptoz arasindaki dengeyi saglayan yolaktir.
Bizim ¢alismamizda her iki ajanin birlikte ya da tek baslarina uygulamasi ile AKT
protein dlzeylerinde anlami bir degisiklik olusturmadigi belirlendi. STI571
K562 hucrelerinde AKT duzeyini degistirmedigi gibi fosforilasyon dizeyini de
degistirmez (17). Daha o6nce yapilan calismalarda farkh hicre dizileri
kullanilarak genisteinin AKT yolagi Uzerindeki etkisi arastiriimis fakat toplam
AKT protein diizeyinde kontrole gore bir degisim elde olusturmadig
gosterilmistir (8). Ayni zamanda AKT yolagi kanser hiicrelerinde BCR-ABL'dan
bagimsiz olarak ve strekli sekilde etkinlestirilir (14). Sonuglarimiz bu galismalar
ile uyumlu olup her iki ajanin tek baslarina ya da bir arada kullaniimasi AKT
protein diizeylerini degistirmemistir.

Grafik 3:GAB2 Protein dizeyleri

ERK Protein Diizeyi:
TUm uygulama gruplarinda, 24-48 saat uygulama sonunda belirlenen ERK
protein diizeyleri kontrol grubu ile benzerdi (p>0,05) (Grafik4).
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Grafik 4: ERK Protein diizeyleri

AKT Protein Diizeyi:
Tim uygulama gruplarinda, 24-48 saat uygulama sonunda belirlenen AKT
protein diizeyleri kontrol grubu ile benzerdi (p>0,05) (Grafik5).
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Grafik 5: AKT Protein diizeyleri

TARTISMA

STI571 ile tedavi edilen KML hastalarinda konvansiyonel kemoterapi
protokollerine gére daha iyi sonuglar alinmaya baslamistir. Ancak ilag direnci
ve intolerans sebebiyle tim hastalarda beklenen fayda gérilmemektedir ve
hastalarin yaklagik olarak 1/3’U alternatif tedavi arayiglarina yénelmektedir
(7). Bu amagla bitki kaynaklh bilesiklerin kemoterapétiklerle birlikte
kullanilmasinin  yeni tamamlayici tedavilerin gelistiriimesine yardimci
olabilecegi kabul edilmektedir (4).

Soya tiiketimi, farkl toplumlarda beslenme aligkanlklarina bagh olarak
toplam diyetin  %10’una ulasabilmektedir. Epidemiyolojik ¢alismalarin
sonuglarina gore bu toplumlarda hormon bagimli kanserlerden 6lim oranlari
diger Ulkelerden daha dusiktir. Ayrica in vivo ve in vitro galismalarla soyanin
¢ok sayida kanser hiicre dizisinin blytumesini engelledigi gosterilmistir. Bu
yuzden soya kansere karsi kimyasal koruyucu olarak kabul edilmektedir. Bu
etkinlik genel olarak soyanin igerdigi genisteine atfedilmektedir (8).



GMJ
2018; 29: 187-190

Armutcuoglu ve ark. 190

KML'de Genistein ve STI571’in etkisi

Bu galisma ile genisteinin STI571 ile birlikte, bir protein paneli Gzerinde kisa
dénem ve sonuglari agiklanan diger ¢alismalara gore daha diisik dozda etkileri
degerlendirilmistir. STI5S71 ve genisteinin tirozin kinaz inhibitéri oldugu
bilinmektedir. Ancak her iki kimyasalin protein duzeylerine etkisi tzerine
yapilan galismalar halen devam etmektedir. Sonuglari yayimlanan diger
calismalar dikkate alindiginda, STI571’'in proteinlerin ve fosfoproteinlerin
diizeylerini azalttig| belirlenmisse de bu konu halen tartismalidir (13,17). Ote
yandan ikili uygulama ile BCR-ABL'nin tirozin kinaz aktivitesi baskilansa bile
akisasagl hedefleri hiicre ici diger sinyal yolaklarn tarafindan aktive
edilmektedir (9).

Biz de bu tartismal konuya agiklik getirmeyi hedefledik ve sonuglarimiza
gore her iki ajanin birlikte kullaniimasinin protein dizeyleri agisindan anlaml
bir fark olusturmadigini belirledik. Boylece in vitro ortamda kisa donem ve
nispeten diisiik doz STI571 genistein ikili uygulamasinin etki mekanizmasinin
protein dizeyleri Gizerinden olmadigini géstermeye yonelik veriler elde etmis
olduk. Elde ettigimiz verilerin bundan sonra yapilacak benzer ¢alismalara yol
gosterici olacagini ve bu iki ajanin etki mekanizmasinin aydinlatiimasina
yonelik daha detayli molekdiler analizler gerekli oldugunu digiintyoruz.
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