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AMAC: Isi sok protein 90 (ISP), ATP-bagimh molekdiler bir
saperon olup kanserin temel 6zellikleri olarak tanimlanan
cok sayidaki onkogenik sinyal proteinlerinin stabilitesi ve
fonksiyonu icin gereklidir. Bu nedenle, ISP90 kanserin 6n-
lenmesi ve tedavisi icin molekiler bir terap&tik hedef ola-
rak gorilir. Geldanamisin (GA) ilk dogal ISP90 inhibitori-
dir. ISP90 inhibisyonu, kanser hiicrelerinde apoptosisin
indiklenmesine neden olur ve kemoterapi direncinde bir
azalmaya eslik edebilir. Bu calismada amacimiz, Geldana-
misin (GA) ve Trikostatin A (TSA)'In tek baslarina ve/veya
kombinasyonlarinin kullaniminin, insan mesane kanser
hiicre hatti T24'de transkripsiyonel ve protein diizeyinde
apoptotik yolak tizerindeki sinerjik etkilerini arastirmaktir.

GEREC VE YONTEM: Geldanamisin (0-30 MM)'nin hiicre
canlihgr  Gzerine olan etkisi WST1 aracihdiyla
belirlenmistir. Belirtilen ilaclarin tek baslarina ve birlikte
kullanimlarinin  CASP3 geninin transkripsiyonel ifade
dizeylerindeki farkhliklar kantitatif es zamanli PCR
yontemiyle belirlenmistir. Kaspaz3, Bax ve Bcl2 genlerinin
translasyonel ifade diizeyleri ise western blot yontemi ile
gerceklestirilmistir.

BULGULAR: Antiapoptotik gen Bcl2 ifadelenmesi, GA
ve GA+TSA kombinasyonu kullanimi sonrasinda énemli
derecede azalmakta iken, kaspaz-3 ve Bax ifadelenmesi
kontrole gore translasyonel diizeyde artmistir. Ayni
zamanda, Cas3 mRNA diizeyi de kontrole gore
artmistir(p<0.05).

SONUC: GA+TSA kombinasyonu hiicre proliferasyonunu
azaltmakta ve apoptoza indulkledigi gorUlmustir.
Bu nedenle, ISP90 inhibitorlerinin mesane kanseri
tedavisinde yeni  bir yaklasim  sunabilecegini
distinmekteyiz.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: Heat shock protein 90 (HSP90) is an ATP-
dependent molecular chaperone required for the stability
and function of numerous oncogenic signaling proteins
that determine the hallmarks of cancer. Therefore,
HSP90 is known as a molecular therapeutic target for
the prevention and treatment of cancer. Geldanamycin
(GA) was the first identified natural Hsp90 inhibitor.
Inhibition of Hsp90 results in the induction of apoptosis
in cancer cells, and may be accompanied by a reduction
in chemotherapy resistance. This study is aimed to
investigate, on transcriptional and protein levels, the
synergic effects of unaccompanied and/or combined use
of Geldanamycin (GA) and Trichostatin A (TSA) on the
apoptotic pathway of human bladder cancer cell line T24.

MATERIAL AND METHODS: The effect of geldanamisin
(0-30 uM) on cell viability were determined by WST-1.
The variation in the expression levels of CASP3 genes was
transcriptionally determined by quantitative real-time
PCR. The translational expressional levels of caspase-3,
Bax and Bcl2 genes were performed by western blot
method.

RESULTS: The use of GA alone and GA+TSA combinati-
on significantly down-regulated the antiapoptotic gene
Bcl2 while Caspase-3 and Bax expression were increased
at translational levels. Cas3 mRNA level was also increa-
sed with respect to control (p<0.05).

CONCLUSIONS: The wuse of geldanamycin+TSA
combination reduced cell proliferation and induced
apoptosis. Therefore, it can be suggested that HSP90
inhibitors may offer a new approach to consider in the
treatment of bladder cancer.

KEYWORDS: HSP90 inhibitor, Geldanamycin, Apoptosis,
Bladder Cancer
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GiRiS
Mesane (idrar kesesi) kanseri, diinyada gorilme
sikligr acisindan besinci sirada yer almakta olup
kanser tarlerinin %4'tinden fazlasini
olusturmaktadir. Erkeklerde prostat kanserinden
sonra en sik rastlanan genitolriner kanser
taradar. (1,2). Mesane kanser patogenezine
bakildiginda tek bir timor hiicresinde ¢ok sayida
genetik ve epigenetik alterasyonlar ¢oklu sinyal
yolaklarinin  deregtilasyonuna yol ag¢maktadir
(2,3). Hiicre proliferasyonundan sorumlu sinyal
yolaklarindaki aberasyonlara ilaveten mesane
kanserinin de icerisinde yer aldigi ¢ok cesitli
kanser tirinde 1si sok proteinleri (ISP) asin
ifadelenmektedir. Hucresel homeostazinin
surdurilmesinde  6nemli rol oynayan bu
proteinler primer olarak protein katlanmasindan
sorumludur. Normal fizyolojik sartlar altinda
disuk dlizeyde ifadelenen bu proteinler,
hipertermi, agir metal iyonlarina maruziyet,
hipoksi  gibi  hiicresel  stres  sartlarinda
ifadelenmeleri hizl bir sekilde artar. Boylece bu
proteinler, mesane kanser hicrelerinin cesitli
hiicresel stres sartlari altinda yasamasina ve
¢ogalmasina o6nemli katki saglar. Isi  sok
proteinlerinin  asin  ifadelenmesi  genomik
mutasyonun varligina ragmen kanser huicrelerini
apoptoza karsi korur. Diger kanser tirlerinde
oldugu gibi normal drotelyum ile
karsilastinldiginda mesane kanser hiicrelerinde 1si
sok proteinlerinin ifadelenme diizeyi oldukca

artmisti.,  Bu nedenle arastiricilar 1s1 sok
proteinlerinin  mesane kanserinin tani ve
prognozu icin  bir  biyobelirte¢  olarak
kullanilabilirligine  odaklanmiglardir.  Isi  sok

proteinleri, immun sistemin 6nemli moddlatorleri
olmasindan dolayr yeni mesane kanser tedavi
stratejilerinin  belirlenmesinde ISP’leri  6nemli
hedefler haline gelmektedir, 6zellikle modern
kemoterapotikler  ve  radyoterapotikler ile
birlikteki sinerjistik etkilerine odaklanilmistir
(24,5). Bu c¢alismamizda amacimiz, ISP90
inhibitord olan Geldanamisin’in (GA) tek basina
ve/veya histon deasetilaz inhibitéra Trikostatin-A
(TSA) ile birlikte kullaniminin mesane kanser
hicre hatti T24 hiucreleri Uzerine apoptotik
etkisini incelektir.

GEREC VE YONTEM

Hiicre Kiiltiirii

Bu calismadaki, T24 insan mesane hiicre hatlari-
miz, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
ve Genetik Anabilim Dal 6gretim Uyelerinden
Prof. Dr. Ece KONAC'tan temin edilmistir. T24
hicreleri, %10 FBS iceren McCoy’s 5A
besiye-rinde %5 CO;'li ortamda kulture edildi.
Her bir deney 3 kere tekrar edildi.

Hiicre Canliliginin Belirlenmesi

T24 hucreleri 96 kuyulu htcre kiltir kaplarina
105 huicre/ kuyu olacak sekilde ekildi, bir gece
%1'lik McCoy’s 5A besiyerinde inkube edilerek
hicrelerin yapismasini takiben besiyeri uzaklas-
tinldi. Daha sonra Geldanamycin (CST; Kat. No:
9843S) birlikte cesitli konsantrasyonlari (0-30
puM) ile hazirlanmis %10’luk McCoy’s 5A besiye-
rinde 0-24 saat sureyle 370C'de %5 CO;’li etuv-
de inkube edildi. Belirtilen stirenin sonucunda
her 100 pl icin her bir kuyucuga 10 ul WST-1 so-
lisyonu (Roche; Kat. No: 001 644 807) eklendi
ve formazan Urlinliniin olusturdugu renk degi-
simi 4 saat sonunda spektrofotometre ile 450
nM dalga boyunda belirlendi. Negatif kontroller
kor olarak kullanildi.

Hiicrelerden total RNA izolasyonu

6 kuyulu kultir kaplarina 1x106 hicre/kuyu
seklinde ekilen T24 hucreleri inkiibasyon sure-
lerinin ardindan Tripure Isolation Reagent (Ro-
che, Almanya) ile total RNA izolasyonu gercek-
lestirildi. izole edilen RNA'lar Nanodrop cihazi
ile miktar (ng/pl) ve saflik 6lctimleri yapildi ve
kullanilana kadar -800 °C'ye kaldirldi. kaldirildi.

Komplementer DNA (cDNA) sentezi

Elde edilen 1 mg total RNA'lar, RT2 HT First
Strand cDNA sentez kiti (Qiagen, Almanya) kul-
lanilarak cDNA'ya cevrildi. Reaksiyon sonucu
cDNA ornekleri Gzerine 91 pl steril H20-PCR
grade (Qiagen, Almanya) eklendi ve Real-Time
PCR'da kullanilincaya kadar -200 °C'lik derin
dondurucuda saklandi.




Genlerin _ifade Edilmesinin _Real-Time PCR ile

Ol¢liimii

CASP3 geninin mRNA miktarlari, Real-Time PCR
yontemi ile Rotor Gene Q cihazi kullanilarak ya-
pildi. Amplifikasyonlar 25 pL toplam tepkime
hacmiicerisinde; cDNA, bolgeye 6zgii primerler
ve RT2 SYBR Green Mastermix karisimi (Qiagen,
Almanya) ve steril H20-PCR grade kullanilarak
gerceklestirildi. CASP3 geninin ifadelenmesi-
ni normalize etmek icin GAPDH mRNA diizeyi
referans olarak alindi. Erime egri analizi tek bir
artind dogruladi.

Total Protein izolasyonu

GA ve/veya TSA kombinasyonlari belirlenen
surelerin dolmasini takiben T24 hiicrelerinden
total protein izolasyonu yapilmistir. Kisaca, in-
kiibasyon sirelerinin dolmasini takiben hicre-
ler 1 mM PMSF iceren 1X Ripa Lizis Buffer (Cell
Signaling, Tecnology; USA) ile lizize ugratildi.
Sonrasinda buz lizerinde sonike edildikten son-
ra 14.000 x gde 10 dk santrifijden edildi. Su-
pernatant yeni tlplere aktarildi, BCA ile miktar
tayini yapildi ve western blot asamasina kadar
-800 °C'ye saklandi.

Western blot yontemi ile protein dlizeylerinin
belirlenmesi

Esit miktardaki protein Ornekleri SDS-PAGE
ile ayrildiktan sonra islak transfer aracihgiyla
PVDF membrana aktarildi. Membranlar, oda
sicakliginda 1 saat siireyle bloke edici tampon
[Tris-tamponlu salin (TBS),% 0.1 Tween-20 ve
% 5 dusik yagh kuru sut] icinde inklibe edildi,
ardindan primer antikorlar anti-Kaspaz-3 ve
anti-B-aktin (yikleme kontrolt) antikorlar (1:
1.000 diltisyon; Cell Signailing Tecnology, USA)
ile bir gece 4 °C'de hibridizasyona birakildi. TBS
/% 0.1 Tween 20'deki U¢ yikamanin ardindan,
membran 1 saat boyunca oda sicakliginda se-
konder antikor (1: 5,000 seyreltme, Cell Signa-
iling Tecnology, USA) ile hibridizasyona tabi
tutuldu. TBS/% 0.1 Tween 20'deki yogun yika-
madan sonra, sinyaller, Luminata Forte Western
HRP Substrate Kemilimensan Substrat (Merck
Millipore, Almanya) kullanilarak, Chemidoc (Bi-
oRad) cihazinda goriintilendi.

[statistiksel analiz
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Kaspaz-3 mRNA diizeylerindeki doza ve zama-
na bagh degisimler REST 2009 V2.0.13 istatis-
tiksel programi ile karsilastirildi. P degerlerinin
0.05'den kiicuk oldugu degerler istatistiksel agi-
dan anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Geldanamisin’in __hiicre _canliligi_sonuclarinin

degerlendirilmesi

24 saat inktibasyon sonucunda T24 hiicrelerinin
ISP90 inhibitéru Geldanamisin’e olan cevabinin
hicre canhihgi Gzerine etkisi (Sekil 1) ‘de gos-
terilmistir. Buna gore Geldanamisin ile 24 saat
muamele edilmis T24 hicrelerinin doza bagli
olarak hiicre proliferasyonun azaldigi belirlen-
mistir. Kullandigimiz 17uM Geldanamisin kon-
santrasyonunda T24 hicrelerinin hucre canli-
hgini %90,7 iken 10 uM konsantrasyonunda ise
%54,3 azaldigi gorulmektedir. Sonuglarimiza
gore Geldanamisin icin 24 saat icin 1C50 dozu-
nun 10pM oldugu belirlendi.
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Sekil 1: T24 hicrelerinin (10.000 huicre/kuyu) Geldana-
misin ile 24 saat inklibasyonu sonunda belirlenen hiicre
canlilik oranlari.*; IC50 degeri.

Geldanamisin uygulamasi sonrasinda Kaspaz-3
MRNA ve protein dlizeyi

T24 mesane kanser hiicrelerinin 24 saat 10 uM
Geldanamisin uygulamasi sonrasinda CASP3
MRNA duzeyinde kontrole nazaran 2.46 kathk
bir artis belirlenmistir (p<0.05). 300 nM 24 saat
TSA (6) uygulamasi sonrasinda ise kontrole na-
zaran 1,45 katlk bir artis oldugu belirlendi fakat
bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig
bulundu. GA ve TSA'nin birlikte 24 saat uygu-
lamasi sonrasinda ise CASP3 duzeyindeki artis
kontrole gore 9.65 kat olarak belirlendi (p<0.05)
(Sekil 2A).

GA ve GA+TSA 24 saat uygulamasi sonrasinda
mMRNA diizeyine paralel olarak Kaspaz3 protein
dizeyinde de artma oldugu belirlendi (Sekil
2B).
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Sekil 2A: GA, TSA ve GA+TSA ile inklibasyonu sonrasin-
da CASP3 mRNA diizeyindeki degisimler. Hedef genlerin
ifade diizeyleri GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak
normalize edildi,*; p<0,01.

A+TSA

K GA
Kaspaz3 W Qe D

Sekil 2B: GA, TSA ve GA+TSA ile inklibasyonu sonrasinda
Kaspaz-3 protein dizeyindeki degisimler. B-aktin, wes-
tern blot yikleme kontroli olarak kullanildi. GA, Gelda-
namisin; TSA, Trikostatin A, K, Kontrol.

TSA GA+TSA

GA+TSA harig diger 6rneklerde Bcl-2 diizeyinde
onemli bir degisim gozlemlenmemistir. GA+T-
SA 24. saat uygulamasi sonrasinda kontrole na-
zaran Bcl-2 protein diizeyinde azalma belirlen-
mistir (Sekil 3).
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Sekil 3: T24 hiicrelerinin siire ve doz-bagimli GA, TSA
ve GA+TSA ile inkiibasyonu sonrasinda Bax ve Bcl-2
protein dizeylerindeki degisimler. B-aktin, western
blot yikleme kontroli olarak kullanildi. GA, Geldana-
misin; TSA, Trikostatin A, K, Kontrol.

TSA GA+TSA

TARTISMA

ISP90 ifadelenmesi kanser hiicrelerinde 6nemli

Olcude artmaktadir. ISP90'nIn yizlerce hedef
proteini vardir ve hem yabanil tip hem de
mutant formlarina baglanabilmesinden dolayi
kanserogenezde O©nemli rol oynamaktadir.
ISP90’'In kanser hiicrelerinde fonksiyonlarindan
biri apoptozonu inhibe etmektir ve o6zellikle
kemoterapoétiklere direncte de 6nemli rol
oynamaktadir (2,4).Bunedenle bucalismamizda
ki  hedefimiz  Geldanamisin  uygulamasi
sonrasinda kanser hicrelerinin apoptotik
mekanizmasinda nasil bir degisiklik meydana
geldigini arastirmakti. Bu amacla, GA ve/veya
TSA uygulamasi sonrasinda T24 hiicrelerinde
apoptozu degerlendirmek icin CASP3 mRNA's|,
kaspaz-3 ve Bax/Bcl2 protein oranini inceledik.
Geldanamisin uygulamasi sonrasinda kontrole
nazaran 24. saatlerde CASP3 mRNA’si, Kaspaz-3
ve BAX protein dizeylerinde artis olmasina
karsin ayni sire ve doz GA uygulamasi
sonrasinda kontrole nazaran Bcl2 diizeyinde bir
degisme gozlemlenmedik. GA+TSA uygulama
sonrasinda Bcl2 dizeyinde ©nemli azalma
goOzlemlenirken Bax ve Kaspaz-3 duzeylerinde
kontrole nazaran bir artis goézlemlenmemistir.
Calismamizin sonucunda Geldanamisin
uygulamasi sonrasinda ayni dozda ayni zaman
araliklarinda BAX duzeyindeki artis veya
BCL2 duzeyinde azalis gozlememiz Bax/Bcl2
orani birden buyuk oldugunu yani hiicrelerin
apoptoza yoneldigini gostermektedir. Benzer
sekilde TSA ile birlikte kombinasyonu sinerjistik
olarak daha etkin bir sekilde hicrelerin
apoptozu indiklemektedir. Bizim calismamizla
uyumlu olarak Lee ve ark.larida (7) over kan-
ser hicrelerinde geldanamisin uygulamasi
sonrasinda kontrole nazaran sitoplazmik ve
mitokondrideki BAX oraninda artis, sitoplazmik
Bcl2 dlizeyinde ise azalma belirlemislerdir.
Kolon kanseri hiicre hatti HT29 hiicrelerinde
de benzer sekilde GA uygulamasi sonrasinda
Bax duzeyinde artis ve Bcl2 diizeyinde azalma
belirlenmistir (8). Baska bir kolon kanseri hiicre
hattinda (HCT116), GA uygulama sonrasinda
p53+/+ ve p53-/- hiicrelerinde Bcl2 diizeyinde
azalma belirlenmistir (9). Karkoulis ve ark. (1)'lar
calismasinda ise mesane kanser hiicrelerinde
(T24 ve RT4) Geldanamisinin apoptozu hangi
yolaklainduklediginiarastirmislardir.Buamacla,
Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 proteinlerinin
dizeyindeki degisimleri incelemislerdir. 24



saat 1 uM ve 10 uM GA uygulamasi sonrasinda
aktif kaspaz-8 ve aktif kaspaz-3 diizeyinde
artis belirlenirken aktif kaspaz-9 diizeyinde
onemli bir azals belirlenememistir. Bu
sonuclar gostermektedir ki, Geldanamisin
hicreleri apoptoza dissal yolak araciligiyla
induklemektedir.

Sonug olarak, Geldanamisin tek basina veya
TSA ile birlikte kullanimi insan mesane kanser
hicrelerinde apoptozu dissal yolak araciligiyla
indiklemektedir. ISP90 inhibitorlerinin
kombinasyonel kullanimi  mesane kanseri
tedavisindeyenibiryaklasimolarak kullanilabilir.
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