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OZET

Kronik myeloid 16semi (KML) malign klonal hematopoetik kok hiicre hastaligidir.
Molekiiler patogenezinde Philadelphia (Ph) kromozomu (zerindeki BCR-
ABL1 fiizyon geni rol oynar. Olusan fiizyon proteini tirozin kinaz kodlar ve bu
tirozin kinaz AKT, ERK, STAT yolaklar1 iizerinde etkili olup modiilatorleri GAB2
ve GRB2’dir. KML tedavi protokoliinde yer alan STIS71 (imatinib mesilat,
Gleevec™), tirozin kinaz 6zelligi olan bu enzimin ATP-baglayici bolgesine yarigsmali
inhibisyonla baglanir. Genistein; Ostrojenik 6zeliginin yani sira tirozin kinaz inhibitor
aktivitesine sahip olan bitkisel bir flavonoiddir.

Bu ¢alismada, insan KML hiicre dizisi K562 hiicrelerine STI571 uygulamasi
ile birlikte genistein uygulamasinin hiicre i¢i sinyal yolaklar1 iizerine etkisinin
protein seviyesinde belirlenmesi hedeflenmistir.

K562 hiicre dizisi %5’lik CO2, %95 nem igeren 37°C’lik inkiibatorde
cogaltildi. STI571 ve genisteinin sitotoksik dozu MTT testi ile belirlendi. STIS71 ve
genisteinin etkileri 24 ve 48 saat periyotlarla degerlendirildi. Hicrelere STI571,
genistein, STI5S71 ve genistein kombinasyonlar1 birlikte uygulandi. Kontrol grubu
olarak kullanilan hiicre grubuna bir uygulama yapilmada.

Tim gruplarda protein dizeyleri ELISA metoduyla belirlendi. Sonuclar
uygun istatiksel  yontemlerle degerlendirildi.  Verilerimiz  toplu  halde
degerlendirildiginde STI5S71 ve genisteinin tek basina ya da birlikte uygulanmasi ile
protein diizeylerinde anlamli bir degisiklige neden olmadig1 belirlendi.

Bu ¢alismada ilk kez genisteinin STIS71 ile birlikte etkileri bir protein paneli
tizerinde degerlendirilmistir. STI571’in ve genisteinin tirozin kinaz inhibitori
oOzellikleri bilinmektedir. Ancak her iki ajanin protein diizeyleri iizerine etkilerini
inceleyen ¢alismalarda tartismali sonuglar mevcuttur. Biz de STI1571 ve genisteinin
tek basina ve birlikte kullanimiyla bu tartismali konuya agiklik getirmeyi hedefledik.
Sonuglarimiza gore her iki ajanin birlikte kullanilmasinin protein diizeyleri agisindan

anlamli bir fark olusturmadigini gosterdik.

Anahtar Kelimeler: KML, imatinib, genistein, BCR ABL1,GRB2, GAB2, ERK,
AKT



ABSTRACT

Chronic myeloid leukemia (CML) is a malign clonal hematopoietic stem cell
disease. BCR-ABL1 is a fusion gene which is located on Philadelphia (Ph)
chromosome, plays a role on molecular pathogenesis of the disease.

Induced fusion protein encodes the tyrosine kinase which has effect on AKT,
ERK, STAT pathways and GAB2 and GRB2 are its modulators. STI571 (imatinib
mesilat) which is used for CML treatment protocol, has tyrosine kinase inhibitor
property and binds to the ATP-binding region of this enzyme with competitive
inhibition. Genistein is a herbal flavonoid which has estrogenic effects besides
tyrosine kinase inhibitor.

In this study, we aimed to determine the effect of STI571 and genistein
application for intercellular signal transduction pathways at protein level on the
human CML cell line K562 cells. K562 cells were cultured at 5% CO2, 95%
humidity and 37 °C. The cytotoxic dosages of STI571 and genistein were determined
with MTT test. The effects of STI571 and genistein were evaluated at 24 and 48
hours period. The cells were treated to STI571, genistein alone and STI571 and
genistein combination. Untreated cells were used as control group.

The protein levels of all groups were determined by ELISA method. The data
were evaluated statistically. There was no statistically significant alteration about the
amount of protein levels with ST1571 and genistein alone and in combination.

This is the first report about the effects of STI571 and genistein on a protein
panel. STI571 and genistein are well known agents about their tyrosine kinase
inhibitory effects. However previous reports about these chemicals on the protein
levels have controversial results. We aimed to contribute with our results about
STI571and genistein when used alone or in combination. As a conclusion ST1571and
genistein have no statistically significant effect on the protein levels.
Keywords: Chronic myeloid leukemia, imatinib, genistein, BCRABL1, GRB2,
GAB2, ERK, AKT
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1. GIRIS ve AMAC

Kronik myeloid 16semi (KML), kemik iliginde myeloid hiperplazi ile
belirgin, dolasim kaninda myeloid, eritroid, platalet hiicrelerinin artisi ile tanimlanan
malign klonal hematopoetik kok hiicre hastaligidir. KML tiim 16semilerin %20’sini
olustururken, siklig1 1-1,5/100.000°dir. 20 yas altinda nadir olarak, 40-50’1i yaslarda
ise siklikla goralir. Ph kromozomu KML’nin %90’ninda goriilen sitogenetik bir
bulgudur. Ph kromozomu 9. ve 22. kromozomlarmin uzun kollar1 arasindaki
t(9:22)(q34;g11) translokasyonu sonucu olusan kromozom 22’dir. Olusan bu
translokasyon, kromozom 9q34’teki 3’ ABL genini (Abelson proto-onkogeni,
sitoplazmada ve g¢ekirdekteki tirozin kinazi1 kodlar), kromozom 22 q 11°deki 5° BCR
gen segmentine ekler ve fuzyon BCR-ABL geni olusur. BCR-ABL geninde tirozin

kinaz aktivitesi artar.

STI571 (Imatinib Mesilat, Gleevec™) KML tedavisinde kullanilan hedefe
0zgu bir ilactir. Tip II protein kinaz inhibit6rii sinifinda yer almaktadir. ABL, c-kit ve
PDGF-R (Platelet-derived growth factor receptor) bagl tirozin kinazlarin inaktif
konformasyonuna baglanir. STI571BCR-ABL tirozin kinaza yonelik gelistirilmis ve

bir¢ok kanser tedavisinde kullanilmaktadir.

Icerisinde KML’nin de oldugu bir ¢ok malign hastalikta, hastalar
kemoterapinin etkinligini artirmak igin ginluk olarak bitkisel kaynakli ek gidalar1 ve
vitaminleri diyetlerine dahil etmektedir. Genistein soyadan elde edilen isoflovandir
ve Ostrojen benzeri etkileri bulunmaktadir. Apoptozu ve kanser hicrelerinin
farklilagmasini uyarir, hiicre proliferasyonunu ve anjiyogenezisi baskilar, osteoklast
ve lenfosit islevini baskilar. Ayni zamanda genistein tirozine bagli protein kinaz
inhibitoriidiir. Protein kinaz aracili sinyal mekanizmasini baskilayarak kanser

hiicrelerinin biiylimesini zayiflatir.

Calismamizda insan KML hiicre dizisi K562 hiicrelerinde STI571 uygulamasi

ile birlikte genistein uygulamasinin KML patogenezinde rol oynayan hiicre i¢i sinyal



yolaklarinda rol oynayan BCR-ABL, GRB2, GAB2, AKT ve ERK protein

duzeylerine etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir.

2. GENEL BILGILER

2.1 Kronik Myeloid Lésemi

2.1.1 Tanim ve tarihce

Kronik myeloid l6semi (KML) anormal hemopoetik kok hiicreden koken
alan, miyeloid, eritroid ve megakaryositeri etkileyen myeloproliferatif bir hastaliktir.
KML kromozomal bozuklukla iliskisi gosterilen ilk hastaliktir. Bu kromozomal
anomalide rol onayan kromozom Philadelphia (Ph) kromozomudur ve kronik faz
KML’nin patogenezinde merkezi roli 0stlenmektedir (1). Klinik gelisimi ve
kromozom anomalisi nedeni ile KML en iyi tamimlanmig myeloproliferatif
hastaliktir. Bati {ilkelerindeki sikligir 1-2/100.000 olup, tim lésemilerin %20-30’unu
olusturdugu bilinmektedir (2).

1960’ta Nowell ve Hungerford KML’li hastalarin kemik iligi hlicrelerinde 22.
kromozomun uzun kolunun biiyiik par¢asinin koparak kayboldugunu tanimlamis ve
kisalmis bu kromozoma bulunduklar1 sehrin adi olan Philadelphia (Ph) Kromozomu
adin1 vermislerdir. Rowley adli bilim insani ise, 22. kromozomun bir pargasinin

kaybolmadigini 9. kromozomun uzun koluna tagindigini gostermistir (3).
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Sekil 2.1: BCR ve ABL genlerinin translasyonu ve Ph kromozomu (38)

2.1.2 BCR-ABL GENININ OLUSUMU VE YAPISI:

KML’yi tanimlayan BCR-ABL geninin olusumu, 9.kromozomdaki ABL
geninin 22. kromozoma taginimi ve 22. kromozomdaki BCR geninin ise kromozom
9’a tasinip birlesmesi ile sonuglanan bir karsilikli parca degisimine dayanan
kromozomal translokasyondan kaynaklanmaktadir. 9.kromozom {iizerinde bulunan
ABL geni Abelson Murine Ldsemi Viriisiiniin tagidigi v-abl geni ile homolog
yapidadir ve 145 Kd agirhiginda bir protein tretir. ABL proteini hem sitoplazma hem
de cekirdek icinde bulunur (4-6). Baslica ¢ekirdekte bulunan ABL, genotoksik strese
kars1 p53 ya da islevsel homologu olan p73’ii kontrol ederek apoptozu baskilar.
Hicre dongusiinin G1 fazinda kalmasini saglayarak bliyumenin negatif diizenleyicisi
olarak rol alir. Sitoplazmada bulunan ABL ise sinyal iletiminde rol oynar (7,8). ABL
geninde ilk ekzonun alternatif kirpilmasi1 sonucunda olusan la ve 1b seklinde iki
izoform vardir. 1b izoformunu plazma zarina baglayan miristillenme boélgesi bulunur.
Miristillenme bdolgesi disinda ABL proteininin yapisinda 3 farkli alt birim bulunur,
SH1 alam tirozin kinaz fonksiyonuna sahiptir. SH2 ve SH3 alanlar1 ise ABL
proteinlerinin diger proteinlerle olan etkilesimini saglar. ABL proteini hcre

blylimesi ve ¢ogalmasi, programli hiicre Olimii ve hiicre dongiisiiniin



dizenlenmesinden sorumludur. ABL proteininin amino ucunda "cap" olarak
adlandirilan yap1 bulunur ki bu yap1t ABL nin tirozin kinaz aktivitesini siki kontrol
altinda tutmaktadir. Bu kontroli ABL proteininin SH3 ve Katalitik bdlgelerine

baglanip protein kinaz aktivitesini baskilayarak saglamaktadir (4-6).
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Sekil 2.2: ABL geninin yapisi (39).

BCR-ABL1 flizyon transkripti olusurken ABL1 geninde kirilma N-ucunda
olusur ve 1a-1b ekzonlar: veya 1a-2 ekzonlar1 arasinda bulunan intronda, 300 kb’lik
bir bélgede meydana gelir. Bu ekzonlar alternatif kiritlma noktalaridir. Bundan dolayi
BCR-ABL' dan olusan mRNA transkriptinde ilk ekzon bulunmaz. Transkript daima
a2 ekzonu ile baslar (9).

ﬁs h_#z;:’&.—qn—ks-f—7—s‘— _‘9‘—\;04}- 11

Sekil 2.3 : ABL geninde bulunan alternatif 2 kirilma noktasi (9).

BCR geni kromozom 22 iizerinde yerlesmis olup 1270 aminoasitten
olusmustur ve 23 ekzon igerir. En ¢ok hematopoetik hiicrelerde ve beyinde olmak
lizere yaygin ifadelenmesi olan bir gendir. Gen {iriinli olarak 160 kD agirligindaki
BCR proteinini Gretir (10).

BCR proteini, bir oligamerizasyon bdlgesine, serin/treonin kinaz bdlgesine ve
birden fazla Src Homology 2 (SH2) baglayici bdlgelerine sahiptir. Oligomerizasyon
bolgesi N-ucunda bulunur ve ABL1 kinaz aktivasyonunu saglar. Bu bolge hem BCR
proteinin hem de flizyon transkripti olan BCR-ABL’nin hiicre i¢i lokalizasyonunu
belirler. BCR proteini SH2 bélgeleri ile ABL1 proteinini aktive ederek, reseptorler
ve hicre igi sinyal proteinleri ile iletisime gecer. Bu sebeple bu bolgeler konsensus

bolgelerdir. BCR proteininin merkezinde GEF (Guanin Exchange factor) bolgesi



bulunur. Bu bolge DNA tamir mekanizmasinda gorevli olan Xeroderma
pigmentosum-B’yi (XPB) fosforile eden ve fonksiyonunu baskilayan bolgedir.
Ayrica bu bolge BCR-ABL1 onkogeninin genomik instabiliteye sahip olmasini
saglar. BCR proteini serin treonin kinaz aktivitesine sahiptir. Ayrica hicre ici sinyal
iletimi, normal biiyiime ve gelisme ve hiicre iskeletinin diizenlenmesinde rolii olan

G-proteinleri ile etkilesen GTPase activating protein (GAP) domaini bulunur (10).

Oligomerization
Domain
Serine/Threonine
Kinase Domain GEF Domain RacGAP Domain
v v - v v

!
010191101 00001 0 T T o

—

Y177 Phnsl hoserine

Sekil 2.4: BCR protein yapisinin sematik gosterimi (10).

BCR-ABL geninin 5’ ucunu BCR’dan gelen, 3’ ucunu ise ABL den gelen
ekzonlar olusur. KML hastalarinin ¢ogunda kirilma major BCR olarak adlandirilan
12. ve 16. ekzonlar arasindaki 5.8 kb lik bir bolgeden meydana gelir. Kirilmanin bu
bdlgeden meydana gelmesi sonucu 210 kD agirliginda BCR-ABL flizyon proteini
meydana gelir. KML hastalarinin az bir kisminda ise kirtlma €2 ekzonunun oldugu
yerden olusur ve minér BCR geni meydana gelir. Minér BCR geni 190 kD
agirliginda BCR-ABL proteinini  kodlamaktadir. Kirillmanin €19 ekzonundan
olmasiyla ise mikro BCR geni olusur ve 230 kD agirliginda olan BCR-ABL
proteinini kodlar. Kirilma ABL geninde sabit, BCR geninde degisken ise, ABL geni
saglikli hiicreleri transformasyona ugratarak kanser hiicresine dOniismesini saglar,

BCR geni ise hastaligin fenotipini belirler (11).
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Sekil 2.5: BCR genindeki alternatif kirilma noktalari (9).

2.2 SINYAL YOLAKLARI:

BCR-ABL flizyon proteini mitojenle aktive olan protein kinaz (RAS/MAPK),
Fosfoinozitid 3-Kinaz (P1-3 kinaz), Janus kinaz-sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon
aktivatori (JAK-STAT) ve onkogenik protein (Src yolagi) gibi hiicre igi sinyal
yolaklarin1 aktiflestiri. KML’de RAS yolagi apoptozu baskilayan biiyiime
faktorlerince ve sitokinlerce uyarilir. Ras yolaginin aktiflesmesinde GAB2, GRB2,
Ras aktivatoru olan Son of sevenless (Sos) ve BCR-ABL' in SH2-SH3 adaptori gibi
birgok arac1 molekiil gérev yapar. Aktiflesen RAS yolagi, hiicre zarinda bulunan bir
serin/treonin kinaz olan Ref molekiiniin aktivasyonu saglayarak MAP/ERK kinazlar
ve MAPK'larin (Mitogen Activated Protein Kinaz) aktivasyonu gergeklestirerek
transkripsiyonu artirir. BCR-ABL aracili transformasyonda ve proliferasyonda Akt’in
hiicrelerde ikincil haberci sistemini uyardigi, bliylime ve sag kalimda gorev yaptigi,
RAC’1n (adhezyon sinyallerini yanitlayan GTP-baglayici protein) motalitede gorevli
oldugu, PI3K yolaginin da protein sentezini artirma gorevi olan S6 kinaz ve RAS
yolagi ile etkilesebildigi bildirilmistir (19).

BCR-ABL1 onkoproteini ile sitoplazmadaki molekiillerin etkilesimi hiicresel
olaylarda farkli sonuglara neden olur. Ornegin; JAK-STAT yolagmin aktivasyonu
transkripsiyonda artisa, RAS-MAPK vyolaginin aktivasyonu hiicre ¢ogalmasinda
artisa ve PI3K-AKT yolaginin aktivasyonu ise apoptozda azalmaya boylelikle de sag
kalimda artisa yol agar. Amino ucunda adaptor bir protein bulunan GRB2’nin, BCR-
ABL''m SH2 domaini ile etkilesen tirozin-fosforilasyon bolgesi bulunur. BCR geni
Tyr 177 bolgesinin otofosforilasyonu sonucunda GRB2, GAB2 ve SOS (Son of
sevenless) ile etkilesimi meydana gelir. GRB2 kompleksi tirozin fosfataz olan SHP2,

RAS ve PI3K yolaklarinin aktivasyonunu saglar. RAS sinyal yolaginin aktive



olmasiyla birlikte MAPK yolag: aktiflesir, hiicre proliferasyonunda artig saglanir.
PI3K aktivasyonunda, E3 ubikitin ligaz proteininin yeniden regilasyonuna ugrar
dolayistyla FOXO transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini baskilar, sagkalimi artirir.
Ayrica GRB2 nin bir diger etkisi de p27°nin proteozomal yikimini saglayip, hiicre
proliferasyonunu ve protein translasyonunu saglayan mTOR aktivasyonunu saglayan

AKT yolagini aktive eder (19-20).
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Sekil 2.6: BCR-ABL sinyal yolaklar1 (19).

BCR-ABL'!n malign doniisiimiinii aktiflestiren ii¢ adet biiyiik sinyal yolagi
vardir. BCR-ABL’in malign doniisiim fenotipinde mitotik aktivasyonu olmasi,

apoptozun indiiklenmis olmasi ve adezyonun saglanamamasi goriilmektedir (21).
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Sekil 2.7:BCR-ABL’1in malign hale doniisme etkenleri (40).

2.2.1 RAS ve MAP KINAZ YOLAGI:

Ras ve MAP kinaz sinyal yolaklar1 hiicrelerin yiizeyinde bulunan
reseptorlerden sinyal almasini saglar ve hiicredeki proteinlerle iletisim kurmasini
saglayarak sinyalleri ¢ekirdege ulastirirlar. Sinyal iletimi; reseptorin molekille
baglanmasiyla baslar ve cekirdekle baglanmasi sonucu hiicre boliinmesi gibi bazi
degisikliklere sebep olmasiyla biter. Bir ¢ok kez raporlandigi gibi Ras ve MAP kinaz
yolaklart BCR-ABL proteiniyle iliskilidir. Kii¢iik ligand molekiili olan Grb-2 ve
SOS otofosforilasyonu tirozin 177 baglayici bolgesine baglanmasiyla gergeklesir ve
Ras I'i aktive eder. Diger iki adaptér molekil Shc ve Crkl BCR-ABL proteinin SH2
ve SH3 alanlarina baglanir ve Ras ve MAPK yolaklarin1 aktive eder. Bu zincir
reaksiyonlardan herhangi birinde meydana gelen anormallikler ise, BCR-ABL

proteinin anormal artisina sebep olur ve sonucta KML gozlenir (22).



2.2.2 JAK-STAT YOLAGI:

JAK-STAT yolag beyaz kan hiicrelerinde yiiksek diizeyde ifade edilir. Bu
yolak aktif olarak transkripsiyona katilmaktadir; bunu da sinyali digsaridan alip hiicre
zarindan gegerek cekirdekteki ilgili genlerin promotdr bolgesine baglanarak
gerceklestirmektedir. JAK/STAT yolagi PPl ve PP2 olmak iizere STAT3
fosfatazlarla diizenlenmektedir (22).

STAT3 fosfatazlar sitosoldeki ve cekirdekteki STAT bilesenlerinin
aktivasyonunu arttirirlar. Reseptordeki sinyalin bir pargasi olmayan IL-6 reseptori
olan gp80e baglanir. Reseptér gpl30 ise sinyal isleminin bir parcasidir ve JAK
ailesinden bir protein kinaz baglanir. IL-6-gp80 kompleksi gp130/JAK kompleksine
baglanir ve 1L-6-gp80-gp130-JAK kompleksini olusturur. Bu formasyonun olusumu
IL-6-gp80-gp130-JAK dimerizasyonu ile sonuglanir. (IL-6-gp80-gp130-JAK2) SHP-
2 bu fosforlanmis dimer kompleksine baglanir (IL-6-gp80-gpl130-JAK) ve IL-6-
gp80-gp130-JAK2- SHP-2 kompleksi olusur ve bu kompleks MAPK ve JAK/STAT
yolaklarin1  baslatir.  JAK/STAT sinyal yolagt (IL-6-gp80-gpl30-JAK2)
transkripsiyon faktori olan STAT3’i aktive eder. Bu fosforlanmis STAT3 bileseni
(IL-6-gp80-gp130-JAK) kompleksin ayrimini saglar daha sonra da dimerizasyon
gergeklesir ve bu dimerize olmus kompleks STAT3 c¢ekirdege girer ve
defosforilasyon gergeklesir ve tekrar sitozole geger bu bir ¢evrim olarak devam eder

(fosforilasyon-defosforilasyon gevrimi) (22).



Differentiation Survival Self-renewal

Sekil 2.8: Jak/Stat yolagi (41)

2.2.3 PKB YOLAGI:

PI3 kinaz yolag: direkt olarak hiicre boliinmesi, hiicre farklilagmasi, hiicre
¢ogalmasi gibi olaylarla baglantilidir. Protein kinaz B proteini (PKB) Aktl ve Akt2
genleri tarafindan kodlanir. Aktl ve Akt2 genleri viral v-akt onkogeninin insanda
bulunan karsiligidir. PI3 kinaz ve PKB yolunu aktive eden sitokinler ve biiylime
faktorleri, hiicreler i¢in yasama sinyallerini olustururlar. PKB’nin aktivasyonunun
hiicre dongusu Uzerinde gorllen etkileri karsinogenez siresini de etkilemektedir.
Hiicre dongiisiiniin erken G1 fazinda p21 proteini, siklin D ve siklin bagimli kinaz
4/6 kompleksi iizerinde uyarict etki yapmaktadir. PKB p21 proteinini tetikleyerek
hiicre dongiisiinii ilerletici yonde etki eder ayni1 zamanda p21 proteininin yikimini

uyaran proteinleri baskilamaktadir (22).

Hiicre dongiisiiniin inhibitor proteinlerinden p27 onkojenik uyar1 durumunda
fosforile olarak sitoplazmaya geri doner ve hiicre dongisindeki inhibitor etkisi
inaktif duruma gecer. Bu durum kontrolsiz PKB uyarisi ile tiimor hiicrelerinin

cogalmasi ile ilgili iligkiyi ortaya ¢gikarmaktadir (22).
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Sekil 2.9: PI3 kinaz yolaginin sematik gdsterimi (22)
2.2.4 MYC YOLAGI

Bu yolak bircok hiicresel olayda Ornegin hiicre boliinmesi, hiicre
farklilasmasi, gogalmasi, apoptoz gibi oldukga ifade olmus durumdadir. Bu yolaktaki
mutasyon bircok kotu huylu timdére sebep olur. Myc'nin transkripsiyon faktori
olarak gorev yaptigi raporlanmig fakat hedefi hala agiklanamamistir. BCR-ABL
proteininin SH2 alanimna baglanir ve ifadelenmesindeki artis BCR-ABL proteininin
asir1 artisina sebep olmustur. Myc protein transkripsiyon faktorii olarak rol yapar ve
genlerin enhancer kutu (E-box) ve histon asetil transferazlarina (HATS) baglanarak
aktive olur. Myc proteini ayrica transkripsiyon reseptori olarak da bilinir ¢linki Miz-
1 hedef genini Miz-1e baglanarak ve p300 ko-aktivatoriiyle yer degistirerek baskilar.
Myc yolagi ayrica DNA replikasyonuyla da iligkilidir. Hala Myc yolagiyla BCR-
ABL nin direk iligkisi tam olarak anlasilmamistir fakat v-abl transformasyonunun
Myc promotor bolgesini etkileyerek Ras/Raf, E2F transkripsiyon faktorleriyle aktive
oldugu bilinmektedir. Ph kromozomu pozitif hiicrelerinde ve diger timor

hiicrelerinin ¢ogalmasi ve apoptoz sinyalinde Myc etkileri nerdeyse aynidir (22).

11
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Sekil 2.10: Myc yolaginin sematik gosterimi (22)

3.ST1571 AIMATINIB MESILAT)

HsC CH,SO,H

Sekil 3.1: STI571" in yapis1 (42)

BCR-ABL tirozin kinaz inhibitéri olan STI571 (imatinib mesilat),1990
yillarinda Nicholas Lydon isimli biyokimyaci tarafindan gelistirilmistir. STI571 tip II
protein kinaz inhibitorii sinifinda yer alan hedefe yonelik bir ila¢ olarak gelistirilmis

olup 2- phenylaminopyrimidin'in tirevidir. STI571 1998’de klinik uygulamaya
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girmis ve KML tedavisinde 6nemli bir donem baglamistir. STI571, ABL, c-kit (KIT
geni tarafindan kodlanan tirozin kinaz reseptorii) ve PDGF-R (Trombositten tiretilen
blyume faktori) bagh tirozin kinazlarin inaktif konformasyonuna baglanmak igin
ATP ile yarisir. STI571 ABL kinaz bolgesindeki aminoasitlere baglanarak adenozin
trifosfatin baglanmasini bloke edip BCR-ABL proteininin inaktif formada kalmasini
saglar. Boylece adenozin trifosfattan fosfat gecisini engelleyerek ve sinyal ileti

yolaklarini1 bloke edip hiicre biiyiimesinin duraklamasina ve hiicre 6limiine neden

olur (12).
%
o
atinib,

V.

Sekil 3.2: STI571" in etki mekanizmas1 (38)

STI571 direng gelisiminin hastaligin evresi ile orantili oldugu goriilmektedir.
STI571 e kars1 olusan direng mekanizmalarindan sonra daha 6zgul ikinci ve Gglncl
kusak tirozin kinazlar gelistirilmistir. Ikinci kusak tirozin kinaz inhbitorlerinden
birincisi Nilotinib’dir (AMN107). Niotinib mekanizma olarak STI571 gibi etki
etmektedir. Bu nedenle ABLkinazin STI1571’deki gibi inaktif yapida olmas1 gerekir.
Ikinci kusak tirozin kinaz inhibitorlerinden ikincisi Dasatinib’tir. Dasatinib (BMS-
354825) src ve ABL kinaz inhibitéridir. STI571 ve nilotinibden farkli olarak ABL
kinazin hem aktif hem inaktif formlarina baglanmakla beraber STI571°den daha
etkilidir. Ayrica STI571’e diren¢c gosteren BCR-ABL kinaz mutasyonlarma da
etkilidir(17). Uclincii kusak tirozin kinaz inhibitorii olan Ponatinib (AP24534) BCR-
ABL kinazlarin paninhibitoridiir. Ozellikle T3151 mutasyonuna yonelik pozitif
etkisi vardir. Bir diger {igiincii kusak tirozin kinaz inhibit6rii olan Bosutunib (SK1-606)
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src ve ABL Kkinazlar1 baskilayarak hiicre proliferasyonunu azalttigi ve apoptozu
uyaridiglr gozlemlenmistir. Losemik hiicrelere daha segici olmasi nedeniyle diger

ilaglara gore daha az yan etkileri oldugu gézlenmistir. (18).

4. GENISTEIN

4.1 Tanim ve Genel Ozellikler:

Flavonoidler antioksidan, antiinflamatuar, antikanserojen etkilere sahip olan,
bitkiler tarafindan sentez edilen bilesiklerdir. Birgok malign fenotipli hastalikta
tedaviye ek olarak ve tedavinin etkinligini daha da artirmak nedeniyle bitkisel
flavonoidler tiiketilebilmektedir (23). izoflavonlar biyolojik etkileri sebebiyle son
zamanlarda dikkat cekmektedirler. Izoflovanlar arasinda en iyi bilinenleri genistein,
daidzein ve glisitein olarak sayilabilir. Genistein, en kolay sentezlenebilen ve en
guclu aktiviteye sahip olan izoflavondur (24).

Genistein difenolik bir molekildir, yapi1 ve fonksiyon olarak 17 [-Ostradiole
benzerlik gostermektedir (Sekil 3.1). Kimyasal formili "C15H1005" olan genistein,
(4',5,7- trihidroksi izoflavon) 240,24 g/mol molekil agirligina sahiptir(24).

HO

OH
17p-6stradiol Genistein

Sekil 4.1: Genistein ve 17B-0stradioliin kimyasal yapisi (24).

Genistein hem o6strojenik hem de antiostrojenik etki gosterebilmektedir (25-
27). Kuvvetli antioksidan o6zelliginin disinda, kanserin olusumunda rol oynayan
serbest radikalleri yakalama ve antioksidan enzimlerinin aktivitelerini de
artirabilmektedir (24,28). Oksidatif DNA hasarin1 baskilayabilen en 6nemli

ajanlardan biri olan genisteinin farkli kanser tiirlerine karsi da anti kanserojen

14



etkinlik gosterebildigi, kalp-damar ve kemik sagliginin korunmasi gibi birgok yararl
etkilerinin oldugu bildirilmektedir (24, 28).

4.1.1 Antikarsinojenik Etkileri

Asya toplumlarinda genistein iceren diyetlerle beslendiklerinde, meme ve
prostat kanseri gibi hormona bagl kanser tlrlerinin goriilme sikligi, batili iilkelere
gore daha diisiik oldugu yapilan epidomiyelojik ¢alismalarla (29,30), genisteinin
kanser riskini azalttig1 ise deneysel ve klinik ¢alismalarla ortaya konmustur (24,30).

Genisteinin  antikarsinojenik etkileri, anjiogenez ve hiicre ddngusi
ilerleyisinin  baskilanmasin1  etkileme  yonindedir.  Genisteinin  potansiyel
antikarsinojenik etkilerine, Ozellikle DNA topoizomeraz II, tirozin protein kinaz,
epitelyal blyiume faktorl gibi timor olusumunda 6nemli rol oynayan yapilarin
etkinliklerini baskiladigin1 gosteren calismalardan sonra yogunluk verilmistir
(31,32). Genisteinin antiproliferatif 6zelligi ile hucrelerin boliinerek ¢ogalmasini
Onledikleri gibi, antianjiogenetik etkileri ile de anjiogenezi baskilayarak timor
hlcrelerinin metastaz yapmalarini azaltirlar (23, 24, 29, 30).

Calismalar genisteinin basta meme ve prostat olmak {izere hormona bagl
kanser tiirleri ile mide, mesane, kolon, rektum, karaciger ve pankreas gibi diger
kanser tiirlerine kars1 koruyucu etkisi olabilecegini gostermektedir (23, 33-36). Kan
kanserini konu alan ¢aligmalar sinirli sayida olmakla birlikte, genistein 16semi
hucrelerinin blyumesini, doza ve verilme siresine bagh olarak azaltmakta oldugu
diistintilmektedir (37). Genisteinin, kanser olusumunda etkili olan topoizomeraz ve
protein kinaz gibi enzimler (izerinde indiikleyici etkisi oldugundan farkli kanser

tirlerinde de etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir (23,24).
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5. GEREC ve YONTEM :

5.1 Gereg ve Malzemeler

5.1.1 Kullanilan cihazlar

Laminar flow (Cytobaby,Danimarka)

Inkiibator (Hereaus, Almanya)

Inverted mikroskop (Olympus, Japonya)

Santrifiij cihaz1 (Harrier, Ingiltere)

Vorteks (Dragon Laboratory, Cin)

Spektrofotometre (Epoch,Biotek,ABD)

Otomatik mikropipet (10ul, 100ul, 1000ul skalalarinda,Gilson)
Otomatik multichanel pipet

ELISA Yikama Cihazi (ELISA Reader)

5.1.2 Kullamilan Kimyasallar

Hucre kilturd besiyeri RPMI 1640 (Biochrome AG,Germany)
Fetal bovine serum (Biochrome AG, Germany)

Antibiyotik (PSA) (Penicilin&Streptomycin)

Tyrphan blue (Sigma-Aldrich,USA)

MTT (Sigma-Aldrich,USA)

DMSO (Sigma-Aldrich,USA)
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ELISA Kit (Mybiosource) (PKB, BCR-ABL, ERK, GAB2, GRB2)
Albumin (Sigma-Aldrich, USA)

Bradford Sollsyonu (1X)

Distile su

5.1.3 Kullanmilan tampon ve ¢ozeltiler

Bradford soliisyonu (5X, seyreltilmis)
MTT (5 mg/ml konsantrasyonda, PBS ile hazirlanmis)

SDS %10 (50 g SDS+ 5 ml 1 N HCL+ 500 ml distile su)
5.2 YOntem

5.2.1 Hiicre Kiiltiirii cahismalari

K562 KML hiicreleri % 10 fetal dana serumu, %1 penisilin/streptomisin
karisimindan olusan RPMI 1640 besiyeri ile birlikte 25 cm?’lik flasklara ekildi.
Olusturulan hiicre kiiltiirleri %5 CO2 ve % 95 nem igeren 37 °C sabit sicakliktaki
inkiibatérde inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin gelisimi inverted mikroskop ile
incelendi. 2-3 giinde bir hiicreler pasajlandi. Yeterli sayiya ulasmasi beklendi. Hiicre
sayimlart Thoma lami ile yapildi, canliliklar Tryphan blue testi ile degerlendirildi.

Yeterli sayiya ulasan hiicreler MTT testi i¢in hazirlandi.

52.2 MTT YONTEMIi iLE STI571 VE GENISTEININ IC50
KONSANTRASYONLARININ BELIRLENMESI:

MTT ([3-(4,5-dimethyl-2-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H tetrazoliumbromide])

testi sitotoksisitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan enzimatik bir
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testtir. Bu yontem ile hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin orani kolorimetrik
yontemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. MTT testi temel olarak saglam
hiicrelerde uygulanan kimyasal diizeyine bagli olarak mitokondrinin tetrazolium
halkasinin parcalanmasi ilkesine dayanmaktadir. Mitokondri enzimleri (siiksinat
dehidrogenaz) ile indirgendiginde olusan sari1 renkli tetrazolium kristalleri cesitli
organik cozulcller ile ¢oziindiigiinde mavi mor formazan kristallerine donisiir.
Olusan kristaller 540 nm dalga boyunda optik yogunluklarinin o&lgiilmesi ile

degerlendirilir.
Yontem 96 kuyucuklu ELISA plakalarinda calisilir ve su sekilde uygulanir.

1. kolon besiyeri kontrol kolonudur ve 150 pl besiyeri eklendi, 2.kolon hiicre kontrol
kolonudur 100 ul besiyeri eklendi. 3. kolon en yiiksek ila¢ dozun konmasi agisindan
bos birakildi. 4-12 arasindaki tiim kolonlara da 100 pl besiyeri eklendi.

En yiksek ilag dozu 200 pl olacak sekilde 3.kolona konuldu.

flac yatay olarak 100 ul diliie edilerek dagitilda.

Kuyu bagina 15000/50 ul hiicre gelecek sekilde hiicre suspansiyonu tim kuyulara
dagitildi.

Kaset belirlenen surelerle (24, 48 saat) 37 °C de inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonun ardindan 20 ul MTT kuyulara dagitildi.

37 °Cde 4 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda tiim kuyulara 100 pl %10 SDS eklenerek bir gece inkiibasyona

birakildi.
Inkiibasyonun ardindan 540 nm degerinde okutularak sonuclar kaydedildi.

Uygulama yapilmayan hiicrelerin optik degerlerinden koér okumanin degerleri
cikartilarak elde edilen verilerden grafik cizildi. Elde edilen grafigin egimi
hesaplandi. Daha sonra bu egime uygun olarak hiicrelere uygulanan kimyasallarin

IC50 dozlar1 hesaplandi.
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5.3 Hucrelere ST1571 ve Genistein Uygulamalarinin Yapilmasi:

K562 hucreleri 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinin her bir kuyucugunda 1X
10° olacak sekilde olacak sekilde ekildi. STI571, genistein, STI571+genistein ve
kontrol uygulamalar1 i¢in 3’er set ekim yapildi. Setlerden iki tanesi ayni giin bir
tanesi farkli giinde calisildi. Kullanilan genistein DMSO iginde, STI571ise steril
distile su i¢inde hazirlandi. Her kuyuda son hacim 4 mL olacak sekilde ayarland1 ve

kimyasallar MTT sonuglarina uygun olacak sekilde kondu.

5.4 Hiicre Kiiltiiriinden Protein izolasyonu:

Protein izolasyonu icin asagidaki sekilde lizis tamponu hazirlandi.
Tris HCL (1 M, 10 ml):

1,21 gr Tris-base tartilip, 10 ml distile su eklendi. pH 7.5 olacak sekilde ayarlanip,

hazirlanan soliisyon otoklavlandi. +4 °C 'de saklandi.

EDTA (0.125 M, 10 ml):

0,7 gr EDTA tartilarak hacim 10 ml olacak sekilde distile su ile tamamlandi. Oda

sicakliginda saklandi.
CHAPS Buffer (% 5,5 ml) :

CHAPS 0,25gr tartilip distile su ile son hacim 5 ml'ye tamamlandi. +4 °C 'de

sakland.
p-mercaptoethanol (0,5 M, 5ml) :

-mercaptoethanol’ den 175 ul alnip, 4825 pl distile su ile tamamland.
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Lysis tamponu (300 ul) hazirlams:
Tris HCI : 3ul

MgCI2 : 124l

EDTA: 2.4ul

CHAPS : 30ul

Gliserol : 34.5 ul

Protein coctail : 30ul
[-mercaptoetanol : 3ul

Distile su : 212,1 ul

Tampon her defasinda taze hazirlandi. 1,5 ml'lik tiplere hazirlanan hicre
gruplarina stok tampondan 300 ul eklendi. Tampon eklenen hiicrelerin birkac kez
dondurulup ¢ozdurilmesi sonucu kuvvetli vorteks uygulanarak pargalanmasi
sagland1. Hiicreler daha sonra +4 °C'ye ayarlanmis sogutmali santrifiij cihazinda 15
dakikada 15000 g’de santrifuj edildi. Santrifiij islemi tamamlanan hiicrelerin {ist
fazlar1 yeni 1,5 ml'lik tiplere alindi. Pelletler protein miktariin yetersiz gelmesi
durumunda islemi tekrarlamak igin saklandi. Ust fazlar1 alman hiicrelerin protein

diizeylerini 6lgmek igin bradford yontemi uygulandi.

5.5 Huicre Kiltirinden Protein Tayini

Total protein igeriginin belirlenmesi Bradford tarafindan gelistirilen metotla
gerceklestirildi. Bradford soliisyonu 5X olarak hazirlandi, karanlik ortamda +4°C'de
saklandi. 5X soliisyonunu hazirlamak i¢in 500 mg Coomassie brillant blue G250'
den, 250 mL Ethanolden ve 500 mL fosforik asitten olacak sekilde konuldu,
soliisyon 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan 5X soltsyonu 1X'e seyreltildi ve stzildd.

BSA (Bovine serum albumin) taze olarak, 1mg/ml olacak sekilde hazirlandi.
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Omnekler hazirlanirken 15 ul 6rnek + 235 ul distile su olacak sekilde cam
tiplere dagitildi. Kontrol tupu (kor) bradford ve distile su icerirdi. Tiiplere sirasiyla
bradford solusyonu, distile su ve 6rnek olacak sekilde koyuldu. Hazirlanan tiipler
karanlik ortamda 10 dakika oda 1sisinda bekletildi. Stire sonunda tlpler iyice
vortekslendi ve ELISA Kkasetine pipetajlanarak konuldu. 540 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak Olciilen absorbans degerlerine gore derisimler belirlendi.

Belirlenen derisimlere uygun grafik formdle edilerek cizildi.

5.6 ELISA Yontemi :

ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) yodntemi antijen veya
antikorlarin saptanmasi ve dl¢lilmesi i¢in kullanilan hizli ve hassas bir yontemdir. Bu
teknikte solid faz 96 kuyucuktan olusan polisistren kasetlerden meydana gelir. Solid
fazin gorevi Ornek i¢inde mevcut olan antijen veya antikorlar: immobilize etmektir.
Immobilizasyon sonrasi yapilan inkiibasyon sonunda kasetler yikanarak
baglanmayan materyaller ortamdan uzaklastirilir. Ornek ve konjugat eklendikten
sonra ikinci kez inkiibasyona birakilir. Burada konjugat genellikle bir enzimle isaretli
olan antikordur. Kullanilan yonteme goére konjugat ya solid faza ya da Ornege
baglanir. Kaset yikanir ve substrat eklenerek tekrar inkibe edilir. Sonug¢ olarak enzim
ve substratin reaksiyonundan kaynaklanan renk degisimi ELISA kaset okuyucuda

degerlendirilir.

Bu calismada belirlenen sinyal yolaklari dogrultusunda ve elde edilen
orneklerden BCR-ABL (P190), GAB2, GRB2, ERK1-2 VE PKB proteinlerinin

diizeyleri 6l¢iilmiistiir.
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5.6.1 GRB2 ve ERK1-2 ELISA Deney Prosedurii:

. Deneye baglamadan 30 dakika 6nce tiim soliisyonlar oda sicakligina getirildi.
Standart kuyucuklari, 6rnek kuyucuklar1 ve kontrol/blank kuyucuklar1 ayarlanarak
her bir standart kuyucuguna 50 pl standart, her bir 6rnek kuyucuguna 50 pl 6rnek ve
her bir kontrol/blank kuyucuguna 50 ul 6rnek sulandirict (sample diluent) eklendi.

. Her bir kuyucuga 100 ul HRP- konjugat reaktifi eklenerek tiim kuyucuklari
kaplamasi i¢in 37 “C de 60 dakika inkiibasyona birakildi.

. Inkiibasyon sonunda kaset 4 kez yikandi. Otomatik yikamada her kuyucuk i¢in 350

ul, 1X yikama soliisyonu kullanildi.

. Yikama sonunda Kkaset ters g¢evrilerek bir kagit pecete {izerinde yavasca vurularak

Kurutuldu.

Her bir kuyuya kromojen solisyon A ve B den 50 ul olacak sekilde konuldu.

Yavasga calkalanip, karanlik ortamda 37 °C de 15 dakika inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan her kuyuya 50 pl stop soliisyonu eklendi. Bu asamada renk

maviden sartya donmektedir.

ELISA okuyucuda 450 nm de optik yogunluk 6lgiildii.

. Elde edilen degerler ile grafik elde edildi.

5.6.2 PKB (Protein kinaz B) ELISA Deney Proseduri:

. Tiim reaktifler uygulamaya baslamadan dnce oda sicakligina getirildi.
Standart ve ornek kuyucuklarina 100 pl standart ve ornek eklendi, blank
kuyucuklarma ise 100 pl referance standart & sample diluent eklendi. Yavasca

calkalandi. 37 °C de 90 dakika inkiibasyona birakildi.

Her kuyucuktaki sivi uzaklastirildi, bu asamada kaset yikanmaz. Her bir kuyucuga
100 pl biotinylated detection Ab working solution eklendi. Kasetin (zeri kaplama

membrani ile kaplandi. 37 °C de 1 saat inkiibasyona birakildu.
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Inkiibasyonun ardindan her kuyucuktaki siv1 ¢ekildi ve ardindan 3 kez yikama islemi
gerceklestirildi. Otomatik ELISA yikayicida 350 pl su ile yikandi. Kuyucuklarin
tamamen kurumasi saglandi.

Her kuyucuga 100 ul HRP conjugate working solution eklendi. Kaplama membrani
ile kasetin tizeri kapatilip 37 “C de 30 dakika inkubasyona birakildi.

Inkiibasyonun ardindan yikama islemi 5 kez tekrar edildi.

Her kuyucuga 90 pl substrate solution eklendi. Yenibir kapama membrani ile kaset
kaplandi. 37 °Cde 15 dakika karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. Ink{ibasyonda
iken renk degisimi gozlenir.

Her kuyucuga 50 pl stop solution eklendi. Renk sariya doner.

ELISA okuyucuda 450 nm de okutularak optik dansite él¢ldu.

5.6.3 GAB2 (Human GRB2-associated binding protein 2) ELISA

Deney Prosediiri:

Standart tlpleri 4032-11200 G de 30 saniye santrifij edildi.

Standartlar 1 mL sample diluent ile sulandirildi. Stok soliisyon 1600 pg/ml dir.
Sample diluent ten 250 pl her tiipe aktarildi. Sample diluent standart O yerine gecer.
Her kuyucuga 100 pl standart ve 6rnek eklenir. 37 °C de 2 saat inkiibasyona birakildi.
Her kuyucuktaki siv1 aspire edildi, bu asamada yikama yapilmadi.

Her kuyucuga 100 pl Biotin antibody (1x) eklendi. 37 °C de 1 saat inkibasyona
birakildi.

Tiim kuyular aspire edildi ve yikandi. Yikama islemi 3 kez 2 ser dakika ara ile
yapildi. Son yikamadan sonra aspire edilerek sivi uzaklastirildi.

Her kuyuya 100 pl HRP-avidin (1x) eklendi. 37 “C de 1 saat iniibasyona birakildi.
Yikama islemi 7. agamadaki gibi 5 kez tekrar edilerek yapildi.

Her kuyuya 90 ul TMB substrat eklenerek karanlik ortamda 37 °C de 15-30 dakika
inkiibasyona birakild.

Inkiibasyonun ardindan her kuyuya 50 pl Stop solution eklendikten sonra hafifce
calkaland.
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12. ELISA okuyucuda 450, 540, 570 nanometre degerlerinde okutulup yorumlandi.

> W

5.6.4 pl90/BCR-ABL (P190) (Human oncogene protein) Deney

Proseduri:

Tiim kit komponentleri ¢calismadan 6nce oda sicakligina ¢ikarildi.

Onceden antibadi kapli kaset kuyucuklarma 50 pl standart ve 6rnek eklendi.

Kontrol kuyusuna 50 pl pH 7.0-7.2 arasinda olan PBS eklendi.

Her kuyuya 100 pl konjugat solisyonu eklendi. Eklendikten sonra iyice
karistirilmasi gerekmektedir.

Kaset 1 saat 37 “C de inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyondan sonra otomatik yikama cihazinda kaset 5 kez yikandi. Yikama
cihazinda program 10 saniye yikama 5 saniye ¢alkalama seklinde ayarlandi.

Yikama isleminin ardindan her kuyuya 50 ul substrat A ve substrat B eklendi. 10-15
dakika 37 “Cde inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonun ardindan 50 pl stop soliisyonu eklenerek calkaland.

450 nm de okutularak degerler kaydedildi.
6. BULGULAR:

6.1 MTT YoOntemi ile Belirlenmis olan ST1571 ve Genistein degerleri:

MTT hucre proliferasyon testlerinin analizi sonrasinda STI571 igin 24 saat
uygulama konsantrasyonu 30,25 uM, 48 saat uygulama konsantrasyonu 240 pM
olarak belirlendi. Genistein icin MTT testi uygulanarak 24 saatlik konsantrasyon
513,193 uM, 48 saatlik konsantrasyon 737,744 uM olarak belirlendi. (Tablo 6.1)
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Uygulama/Saat STI571 Genistein

24 saat 30,25uM 513,193uM

48 saat 240uM 737,744uM

Tablo 6.1: MTT hiicre proliferasyon testlerinin analizi sonuglarina gore belirlenen dozlar

6.2 BCR-ABL protein duzeyleri

0,2
0,18
0,16 I I
0,14 - I
0,12 - —

0,1 + —

0,08  E24saat
0,06 - ——
0,04 - —
0,02 - —
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—
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Grafik 6.1: 24 ve 48 saat BCR-ABL protein duzeyleri

24 ve 48 saat uygulama sonunda BCR-ABL protein dizeyleri
degerlendirildiginde tiim uygulama gruplari i¢in elde edilen degerler kontrol grubu

ile karsilastirildiginda gozlenen fark istatistiksel agidan anlamsizdir (p>0,05)
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6.3 GRB2 Protein Duzeyleri:
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Grafik 6.2: 24 ve 48 saat GRB2 Protein diizeyleri

24 ve 48 saat uygulama sonunda GRB2 protein diizeyleri degerlendirildiginde
tiim uygulama gruplari i¢in elde edilen degerler kontrol grubu ile karsilastirildiginda
gozlenen fark istatistiksel agidan anlamsizdir (p>0,05). Ancak tum uygulama
gruplarinda 24 ve 48 saat sonunda elde edilen degerler arasinda istatistiksel a¢idan

anlamli bir fark vardir (p>0,05).
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6.4 GAB2 Protein Duzeyleri:
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Grafik 6.3: 24 ve 48 saat GAB2 Protein duzeyleri

24 ve 48 saat uygulama sonunda GAB2 protein duzeyleri
degerlendirildiginde tiim uygulama gruplari i¢in elde edilen degerler kontrol grubu

ile karsilastirildiginda gbzlenen fark istatistiksel agidan anlamsizdir (p>0,05).
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6.5 ERK Protein Duizeyleri:
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Grafik 6.4: 24 ve 48 saat ERK Protein diizeyleri
24 ve 48 saat uygulama sonunda ERK protein diizeyleri degerlendirildiginde

tiim uygulama gruplar1 i¢in elde edilen degerler kontrol grubu ile karsilastirildiginda

gozlenen fark istatistiksel agidan anlamsizdir (p>0,05).
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6.6 AKT Protein Duzeyleri:
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Grafik 6.5: 24 ve 48 saat AKT Protein dlzeyleri

24 ve 48 saatlik uygulamalar degerlendirildiginde gruplar arasinda
istatistiksel agidan anlaml bir fark gézlenmemistir (p>0,0.5). 48 saatlik uygulamada
STI5S71+ genistein grubu ile STIS71 ve genistein gruplart arasinda gozlenen deger

anlamlidir (p>0,05), ancak kontrole gére anlamlilik tagimamaktadir.
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7. TARTISMA

Klonal bir hastalik olan KML, myeloid seri 6ncul hicrelerde proliferasyon
artig1 ve apoptoz azalmas ile karakterizedir. Hastaligin molekiiler patogenezinde 9.
ve 22. kromozomlar arasinda resiprokal translasyon sonucunda olugan Philadelphia
kromozomu rol oynar. Translokasyon sonucu BCR-ABL flizyon transkripti meydana
gelir. STI571, KML tedavisinde hedefe yonelik olarak gelistirilen 6zgul bir tirozin
kinaz inhibitérudur. Etkisini ATP ile yarisarak gosterir. BCR-ABL dimerize olduktan
sonra otofosforilasyon sireci tetiklenir ve bunun sonucunda hedefindeki kinazlari
aktive ederek araci adaptor proteinleri i¢in baglanma bolgeleri olusturur. BCR-ABL
bagimli yolaklar sagkalim, apoptozisin inhibisyonu ve hiicre gocii ve yapismasini
etkiler. Ancak bu sinyal yolaginin ¢ok sayida bileseni vardir ve bunlar iizerindeki

arastirmalar devam etmektedir (19).

Epidemiyolojik caligsmalar diyete bagl faktorlerin kanserin her basamaginda
etkili oldugunu gdstermistir. Soya, farkli topluluklarda beslenme aligkanliklarina
bagl olarak toplam diyetin %10’una ulasabilen miktarlarda tiiketilmektedir ve bu
bireylerin serumlarinda soya isoflavonlarnin orant artmistir. Bu topluluklarda
hormon bagimli kanserlerden 6liim oranlar1 diger lilkelerden daha dusiiktiir. Ayrica
in vivo ve in vitro ¢aligmalarla soyanin ¢ok sayida kanser hiicre dizisinin blyimesini
engelledigi gosterilmistir. Bu yiizden soya kansere karsi kimyasal koruyucu olarak
kabul edilir. Ancak etkinligi konsantrasyonuna baglidir (43).

Bu c¢alismada KML hiicre dizisi K562 hiicre hatti Uzerinde STI571 ile
literatiirlerde ¢esitli kanser tiirlerinde anti-kanser etkisi oldugu saptanan genisteinin
birlikte etkinligi degerlendirilmistir (23). Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda genisteinin
farkli kanser hiicre hatlarinda fitodstrojen etkisinin yaninda tirozin kinaz olmasi
nedeniyle hiicre proliferasyonunu baskiladigi ve apoptozda 6nemli role sahip oldugu
gosterilmistir (23).

Calismamizda K562 hiicre hattinda STI571 ve genisteinin ayr1 ayr1 ve beraber
kullanildiginda protein diizeylerinde ortaya ¢ikmasi beklenen degisiklikler
degerlendirilmistir. Bu sebeple BCR-ABL, GAB2, GRB2 ve bu modulatorlerin
akisagsagi hedefi olan ERK ve AKT protein dizeyleri ELISA yodntemi ile
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karsilagtiritlmistir. Hiicrelere 24 ve 48 saat sireleri ile 30,25 uM ile 240 uM STI571
uygulanmigtir. Uyguladigimiz dozlar literatlirde daha 6nce sonuglari yayimlanan
calismalarla benzerdi. (44).

BCR-ABL protein dizeyleri tim uygulama gruplarinda hem 24 hem 48
saatte, kontrol grubuna benzerdi. STI571 BCR-ABL flizyon proteinine ATP ile
yarigmali olarak baglanan tirozin kinaz inhibitérudir (45) ve BCR-ABL hedefindeki
proteinlerin fosforile olmasini engeller. Sonucta STI571, BCRABL dizeyini
azaltmaktan daha cok kinaz islevini azaltarak hedefindeki proteinlerin aktivitesini
azaltict yonde etki eder. Her ne kadar STI571 kinaz inhibitorii olarak iggoriirse de
ayni zamanda proteinlerin ve fosfoproteinlerin diizeylerini de azaltir (46,47).

Daha once Anabilim Dali’mizda gerceklestirilen bir baska c¢alismada
STI571’in BCR-ABL mRNA diizeyine etki etmedigi gosterilmistir (48). Bizim
sonuglarimiz bu ¢alismanin sonuglart ile uyumlu olup STI571 BCR-ABL protein
diizeyine etki etmemektedir.

Verilerimize gore bir tirozin kinaz inhibitori olarak genistein STI571 ile
birlikte kullanildiginda BCR-ABL protein diizeyinin azalmasina bir katki
sunmamistir. Gerek tek basina gerekse ikili uygulama sonrasinda elde edilen degerler
kontrol grubu ile benzerdir. BCR-ABL ifade eden hicrelerde yuksek doz STI571
etkinligi ancak 2-4 giin sonra ortaya ¢ikar. Daha once yapilan g¢aligmalarda
genisteinin ancak 1 mM duzeyde oldugu zaman fosfotirozin igeren proteinleri
baskilayarak STI571’e etkinligine dogrudan katki sunabildigi gosterilmistir. Bu
genistein dozu deney setimizde kullandigimiz dozdan yiiksektir. Biz laboratuar
kosullarimizda belirledigimiz IC50 dozunu kullandik ve ayni zamanda uygulama
sirelerimiz K562 hcrelerinin kendi sayisimi iki katina g¢ikardigi siire (boliinme
stiresi) olan 24 saat ve bunun iki kat1 olan 48 saat seklinde diizenlenmistir. (49)

Genistein IC50 dozunda tek basina kullanildigi zaman bir baska kinaz olan
timidin kinaz UGzerinde inhibitor etki gostermemektedir. Etkisi ancak 72 saat
uygulandig1 zaman en iist diizeye ulagsmaktadir. Genisteinin etkisi siire bagimlidir ve
IC50 dozda kullanildiginda bile ancak 120 saat uygulandiginda hiicre oliimiinii
uyarmaktadir (50). Bunlarin yanisira primer kanser hiicrelerinden farkli olarak K562
hlcrelerinin sinyal potansiyeli asir1 artmustir.(51) Tam bu veriler bir arada

degerlendirildiginde deney setimizde gerek ajanlarin tek basina gerekse bir arada
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uygulanmasi ile BCR-ABL protein diizeylerinin neden diismedigini agiklar
niteliktedir.

GRB2, igerisinde BCR-ABL’in da bulundugu tirozin kinazlar ile etkilesen
bolgesi ile GAB proteinine tutunur ve GAB2'nin tirozin fosforilasyonunu regile
eder. GAB2'nin hedefinde AKT ve ERK yolaklar1 bulundugu i¢in GRB2 sinyal
yolaklarinda anahtar rol oynayan proteinlerden birisidir. Bu yolaklarin etki
mekanizmalar1 ise sagkalim, proliferasyon ve transformasyonun regiile edilmesidir
(19). Calismamizda her iki ajanin tek basina ya da birlikte uygulamalarinin GRB2
protein diizeyinde azalmaya sebep oldugunu ancak bunun istatiksel agidan anlamli
olmadig1r belirlenmistir. Ancak dikkate deger bir nokta olarak tiim uygulama
gruplarinda GRB2 protein diizeylerindeki azalma 24 saatte 48 saate gdre anlami
derecede diisiiktii. Buna gore STI571 ve genisteinin GRB2 protein dizeylerindeki
etkileri stire bagimhidir. STI5S71’in K562 hiicrelerindeki etki mekanizmasi doz
bagimli olarak fosforile haldeki GRB2 iizerinden yiiriir. STIS71, ABL’nin kinaz
aktivasyonunu tamamen engellese de icerisinde GRB2’nin de bulundugu kinaz
yuritiilii diger sinyal mekanizmalar1 farkli yolaklarla isletilebilir (52). Bu bulgular
deney setimizde STI571’in GRB2’nin diizeyi ve dolayisiyla akisasagi hedeflerinin
aktivasyonun engelleyememesini agiklar niteliktedir.

GAB2 bir iskelet proteini olup plazma zar resept6r sinyali ile igerisinde BCR-
ABL’inda bulundugu tirozin kinazlarin akisasagi effektorlerini birbirine baglar (53).
Sonuglarimiza gére STI571 her iki uygulama suresi sonrasinda da GAB2 protein
diizeyinde anlamli bir azalmaya neden olmamustir. Bununla birlikte genistein tek
basina ya da STI571 ile birlikte uygulandiginda 24 ve 48 saat sureler icin GAB2
protein diizeylerinde anlamli bir degisiklik olusturmamistir. Daha 6nce yapilan bir
calismada STI1571’in GAB2’nin diizeyini azaltmaktan ¢ok fosforilasyon yetenegini
baskiladigi ve KML hastalarinin plazma konsantrasyonu olan 1 uM’m 10 kati
diizeye ciktiginda bile GAB2 proteinin hedefindeki proteinlerle olan etkilesimini
engellemedigi belirlenmistir (54). Verilerimiz bu sonuglarla uyumlu olup STI571
GAB?2 diizeyini degistirmemistir. Buna ek olarak genistein de deney setimizde
kullandigimiz uygulama siiresi ve konsantrasyonlarda STIS71’in etkinligini

degistirmemistir.
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BCR-ABL hedefinde yer alan Ras sinyal yolaginin aktivasyonu losemik
hicrelerin proliferasyonuna neden olur. Ras aktiflestikten sonra adaptdr molekiil olan
Rafl araciligiyla MAPK/ERK yolagini aktiflestirir (19). MAPK/ERK yolag1 apoptoz
ve sagkalimi diizenlemede islevi olan yolaktir ve ¢ok sayida proteinin hedefidir.
Verilerimize gore STI571 ve genistein tek tek ya da bir arada kullanildiginda ERK
protein diizeyinde anlamli bir degisiklige neden olmamistir. K562 hiicrelerinde PKC
ve BCR-ABL’nin birbirlerinden bagimsiz olarak Rafl araciligiyla ERK’i aktive
ettigi ve bu iki proteinden herhangi birinin baskilanmasimin ERK ifadelenmesini
etkilemedigi gosterilmistir (55). Benzer bir c¢alismada bir bitki fenoligi olan
resveratrolin BCR-ABL ve ERK’in fosforilasyon ve protein diizeylerine etki
etmedigi gosterilmistir (56). Sonuglarimiz bu ¢alismalarin sonuglari ile uyumlu olup
STI571 ve genistein ERK protein diizeylerinde degisiklik olusturmamastir.

AKT vyolagi hiicre sag kalimi ve apoptoz arasindaki dengeyi saglayan
yolaktir. Bizim ¢alismamizda her iki ajanin birlikte ya da tek baslarina uygulamasi
ile AKT protein diizeylerinde anlam1 bir degisiklik olusturmadigi belirlendi. STI571
K562 hiicrelerinde AKT diizeyini degistirmedigi gibi fosforilasyon diizeyini de
degistirmez (47). Daha Once yapilan ¢alismalarda farkli hiicre dizileri kullanilarak
genisteinin AKT yolag1 iizerindeki etkisi arastirilmis fakat toplam AKT protein
diizeyinde kontrole goére bir degisim elde olusturmadigi gosterilmistir (43). Ayni
zamanda AKT yolag1 kanser hiicrelerinde BCR-ABL’dan bagimsiz olarak ve siirekli
sekilde etkinlestirilir (57). Sonuglarimiz bu ¢aligsmalar ile uyumlu olup her iki ajanin
tek baslaria ya da bir arada kullanilmas1 AKT protein diizeylerini degistirmemistir.

Bu calismada amacimiz STI571’in KML patogenezinde rol oynayan sinyal
proteinlerinin diizeyleri lizerine etkilerini genistein araciligiyla artip artmayacagini
arastirmakti. Bu amacgla BCR-ABL, GAB2, GRB2, ERK ve AKT proteinlerinin
diizeyleri toplu halde degerlendirilmistir. Sonuglar1 yayimlanan ¢alismalar dikkate
alindiginda, bu ¢alisma ile ilk kez genisteinin STI571 ile birlikte etkileri bir protein
paneli Uzerinde degerlendirilmistir. STI571 ve genisteinin tirozin kinaz inhibitori
oldugu bilinmektedir. Ancak her iki kimyasalin protein diizeylerine etkisi Uzerine
tartismal1 sonuglar vardir. Biz de bu tartismali konuya aciklik getirmeyi hedefledik
ve sonuglarimiza gore her iki ajanin birlikte kullanilmasinin protein diizeyleri

acisindan anlamli bir fark olusturmadigini belirledik. Bdylece in vitro ortamda
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STIS71 genistein ikilisinin etki mekanizmasmin protein diizeyleri {izerinden
olmadigin1 gostermeye yonelik veriler elde etmis olduk. Elde ettigimiz verilerin
bundan sonra yapilacak benzer ¢alismalara yol gosterici olacagini ve bu iki ajanin
etki mekanizmasiin aydinlatilmasina yonelik daha detayli molekiiler analizler

gerekli oldugunu diisiiniiyoruz.
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