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Amag¢  Is1 sok protein 90 (ISP90), ATP-bagiml molekiiler saperonlardir ve hiicresel fonksiyonlarin gergeklestirilmesinden sorumlu ¢ok sayida énemli proteinin konformasyonel
katlanmasi ve stabilizasyonu i¢in gereklidir. Bu ¢alismada amacimiz, I$P90 inhibit6rii geldanamisin, kemoterapétik ajanlar gemsitabin ve sisplatinin tek baglarina ve/veya
kombinasyonlarmnin kullaniminin, insan mesane kanser hiicre hatt: T24de apoptotik yolak iizerindeki sinerjik etkilerinin arastirilmasidir..
( Sakarya Tip Dergisi 2019, 9(2):230-236 )
Geregve  Gemsitabin (0-500 nM) ve sisplatin (0-10 uM), tek basina ve/veya birlikte T24 hiicreleri tizerinde anti-tiimor etkileri WST-1 testi ile belirlendi. 1 pM geldanamisin ile
Yontemler  belirtilen ilaglarin tek baslarina ve/veya kombine kullanimimnin, Bax ve Bcl2 genlerinin protein ekspresyon seviyelerindeki varyasyonlari ise western blot yéntemi ile
belirlendi.

Bulgular  Proapoptotik gen Bax protein ifadelenmesi, geldanamisin, sisplatin ve gemsitabin tek baslarina ve/veya kombinasyonlari sonrasinda translasyonel diizeyde artarken
anti apoptotik gen Bcl2 protein diizeyinde 6nemli bir degisiklik gozlenmemistir. Bununla birlikte, tigli kombinasyon (geldanamisin, sisplatin ve gemsitabin), kontrolle
kargilastirildiginda Bax protein diizeylerinde artigla birlikte Bcl2 protein seviyesinde 6nemli bir azalmaya neden olmustur.

Sonu¢  Geldanamisin, gemsitabin ve sisplatin tiglii kombinasyonunun kullanimi kemoterapétiklerin apoptotik aktivitesinde bir artiga yol agmustir. ISP90 inhibitérlerinin ve
kemoterapétiklerin kombine kullanimi, mesane kanserinin tedavisi i¢in umut verici bir tedavi segenegi olabilir.

Anahtar  I§P90 inhibitor; Konvansiyonel Kemoterapétikler; Apoptozis

Kelimeler
Abstract

Objective  Heat shock protein 90 (HSP90) is ATP-dependent molecular chaperones and is required for the conformational and stabilization of a number of important proteins responsible for the realiza-
tion of cellular functions. This study is aimed to investigate, the synergic effects of alone and/or combined use of heat shock protein 90 inhibitor geld in, and cl herapeutic agents
gemcitabine and cisplatin on the apoptotic pathway of human bladder cancer cell line T24.. ( Sakarya Tip Dergisi 2019, 9(2):230-236 ).

d]\l/{;t?hmzs The anti-tumor effects of gemcitabine (0-500 nM) and cisplatin (0-10 uM), alone and/or combined on T24 cells were determined by WST-1. In the case of unaccompanied and/or combined
and Methods ¢, of specified drugs with 1 uM geldanamycin, the variations in the expression levels of Bax and Bcl2 genes were determined by western blot.

Results  After the use of unaccompanied and/or combined geld. ycin, cisplatin and gemcitabine combination, while protein expression of the proapoptotic gene Bax was increased at the transla-
tional level no significant change in protein level of the anti apoptotic gene Bcl2 was observed. However, triple combination (geldanaycin+cisplatin+gemcitabine) caused an increase in Bax
protein levels which in turn significantly decreased Bcl2 protein levels with respect to control.

Conclusion  The use of triple geldanamycin, gemcitabine and cisplatin combination led to an increase in apoptotic activity of ch h ics. Combined use of Hsp90 inhibitors and chemotherapeutics

Keywords

could be a promising therapeutic option for treatment of bladder cancer.
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GIRiS
Mesane kanseri, diinyada en sik goriilen dokuzuncu kan-
ser tlriidiir ve trolojik maligniteler arasinda ise ikinci
sirada yer almaktadir.”? Mesane kanserlerinin ¢ogunlugu
(yaklagik% 90) iirotelyal karsinom (Transizyonel hiicreli
karsinomu, TCC) olusturmaktadir, bunu skuaméz hiicreli
karsinom (% 5) ve adenokarsinom (% 2) izlemektedir ve
genellikle cerrahi yontemle tedavi edilmektedir."* Bununla
birlikte, TCC, yiiksek prevalans, ¢oklu rekiirrens, invaziv
ve metastatik karakter nedeniyle yiiksek saglik maliyetine
neden olmaktadir. Bu nedenle, etkili tedavi stratejilerinin
belirlenmesi sadece hastalar i¢in degil, ayn1 zamanda eko-

nomik olarak da hayati 6neme sahiptir."?

Kanser tedavi yaklagimlarinda birincil hedef kanser hiic-
relerini apoptozise yonlendirmektir. Bunun nedeni apop-
totik yolaktaki degisiklikler hem neoplastik gelisime katki
saglarken hem de geleneksel antikanser terapilerine karsi
direncin gelisimine 6nemli katki saglamaktadir.* Mesane
kanser tedavisi i¢cin hali hazirda kullanilan kemoterapo-
tikler arasinda sisplatin, vinblastin, doksorubisin, metot-
reksat, ve gemsitabin-sisplatin kombinasyonu yer almak-
tadur. Sisplatin (cis-diaminedikloroplatinyum, CDDP, Cis)
ilk ve yaygin kullanilan platinyum temelli kemoterapotik
ila¢ olup metastatik tiriner mesane kanserinin tedavisi i¢in
kose taslarindan biridir. Sisplatin, DNAdaki piirin bazina
baglanarak iplik¢ikler arasinda inter ve intra ¢apraz bag-
larin olusumuna yol agarak DNA hasarina neden olur ve
béylece apoptotik yolak aktive olur.>® Bununla birlikte,
Sisplatinin etkinligi, kanser hiicrelerinin ila¢ direnci nede-
niyle azalir. Bu ilag direncine, kanser hiicrelerindeki intra-
selliiler antioksidanlar, ilag disa atis (efflux) pompasi, DNA
onarim ve artmis anti-apoptotik sinyallerdeki degisimler
yol agmaktadir. Gemsitabin (2’-deoksi-232’-diflurositidin;
dFdC, Gem) bir deoksitidin analogudur ve kemoterapo-
tik etkisini DNA sentezini inhibe etmek suretiyle hiicreleri
apoptoza yonlendirerek gosterir.® Gemsitabin'in trifosfo-
rile edilmis metaboliti olan dFdC trifosfot DNA zincirine
eklenir, sonrasinda ikinci bir niikleotid eklenir ve béylece

gemsitabin maskelenerek DNA eksizyon onarim sistemin-

den kagar ve DNA sentezini inhibe eder.®” Bununla birlikte,
etkin dozu bazi miyelostipresyon (kemik iliginin ¢aligma-
sinin engellenmesi), ates, enfeksiyon, anemi gibi agir yan
etkileri bulunmaktadir.” Ozellikle, gemsitabin ve sisplatin
kombinasyonu mesane kanseri tedavisinde siklikla kulla-
nilan ajanlardandir.®*'. Sisplatin ile gemsitabinin birlikte
kullaniminin hastaya uygulanan tedavinin etkinligini art-
tirdig1 cesitli caligmalarla gosterilmigtir.’*"! Son zamanda
yapilan in vitro ¢alismalarda gemsitabin ve sisplatinin dii-
stk dozda etkinliginin arttirilmast i¢in 1s1 soku proteini 90
inhibitorleri ile kombine edilerek kullaniminin hastaligin

tedavisi i¢in yararl olabilecegi vurgulanmaktadir.*'?

Ist soku proteini 90 (ISP90), ATP bagimli molekiiler sape-
ronlardir. ISP90, hiicre ¢ogalmasi, farklilasma, sag kalim
ve gesitli sinyal yolaklar1 gibi 6nemli hiicresel fonksiyon-
larin yerine getirilmesinden sorumlu ¢ok sayida proteinin
dogru konformasyonel katlanmasi, hiicresel lokalizasyonu
ve stabilizasyonundan sorumludur. ISP90, hemen hemen
yagayan tiim organizmalarda var olmasina karsin kanser
hiicrelerinde yiiksek diizeyde eksprese edilir ve aktiftir-
ler.>*** ISP90 hedef proteinleri mesane kanserinin gelisi-
minde de 6nemli rol oynamaktadir ve diger kanser tiirle-
rinde oldugu gibi mesane kanser hiicrelerinde de yiiksek
diizeyde eksprese edilir. Bu nedenle ISP90, kanser tedavi-
sindeki 6zellikle mesane kanserinin tedavisinde potansiyel
bir hedeftir.! Ayrica son yillarda, I$P’nin modern kemo-
terapotikler ve radyoterapotikler ile birlikte sinerjistik et-
kilerine odaklanilmistir.»*" Dolayisiyla, bu ¢alismamizda
amacimiz, mesane kanser hiicre hattinda ISP90 inhibit6ri
geldanamisin (GA) ve mesane kanseri tedavisinde kulla-
nilan klasik kemoterapétikler Sisplatin ve Gemsitabin'in
tek baglarina ve/veya kombinasyonlarinin apoptotik yolak

tizerine sinerjistik etkisini incelemektir.

GEREC VE YONTEMLER
Hiicre Kiiltiirii
Insan transisyonel hiicreli karsinoma hiicre hatt1 T24 (gra-
de III), American Type Culture Collection (ATCC)den te-
min edilmigtir. T24 hiicreleri, %10 FBS iceren McCoy’s 5A
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besiyerinde %5 CO2’li ortamda kiiltiire edildi.

Hiicre Canliliginin Belirlenmesi

T24 hiicreleri 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 105 hiicre/
kuyu olacak sekilde ekildi, bir gece %1’lik McCoy’s 5A be-
siyerinde inkiibe edilerek hiicrelerin yapigsmasini takiben
besiyeri uzaklastirildi. T24 hiicreleri, sirasiyla Gem (0,1
- 500 nM) ve Cis (0,1- 10 pM) ile ayr1 ayr1 ve Cis-Gem
igeren besiyerinde 48. saat inkiibe edildi. I$P90 inhibit6rii
olarak geldanamisin (GA) (CST; Kat. No: 9843S) igin lite-
ratiirde belirtilen 1 uM etkin dozu kullanildi.’® Belirtilen
stirenin sonucunda her 100 pl i¢in her bir kuyucuga 10 pl
WST-1 soliisyonu (Roche; Kat. No: 001 644 807) eklendi ve
formazan trintniin olusturdugu renk degisimi 4 saat so-
nunda spektrofotometre ile 450 nM dalga boyunda belir-
lendi. Negatif kontroller kor olarak kullanildi. Her bir kon-
santrasyon i¢in 3 ayr1 kiiltiir yapilarak deney tekrarlandi.
WST1 sonrasinda deney gruplari, kontrol (herhangi bir
ajan uygulanmayan hiicreler), Cis, Gem, Cis-Gem, GA,
GA-Cis, GA-Gem ve GA-Cis-Gem olarak se¢ilmistir.

Total protein izolasyonu ve Western Blot yontemi
ile protein diizeylerinin belirlenmesi
Cis, Gem, Cis-Gem ve GAnin ayr1 ayr1 ve/veya birlikte
kombinasyonlar1 belirlenen siirelerin dolmasini takiben
T24 hiicrelerinden 1 mM PMSF igeren 1x Ripa Lizis Buffer
(CST; USA) ile total protein izole edildi ve BCA (Thermo
Fisher, Pierce Biotecnology, USA) ile miktar tayini yapildi.
Yaklasik olarak 30 pg total protein %12’lik SDS-PAGE ‘de
elektroforez sonrasinda 1slak transfer aracihigryla PVDF
membrana aktarildi. Membranlar, %5’lik yagsiz siit tozu
ile bloklama ardindan primer antikorlar anti- Bax, an-
ti-Bcl2 ve anti-B-aktin (yiikleme kontrolil) antikorlar: (1:
1.000 diliisyon; CST, USA) ile bir gece 4°Cde hibridizasyo-
na birakildi. Primer antikor ile inkiibasyon sonrasinda an-
ti-fare veya anti-tavsan HRP-konjuge sekonder antikor (1:
1,000 seyreltme, CST USA) ile 1 saat hibridizasyona tabi
tutuldu. Protein ekspresyonu, Luminata Forte Western
HRP kemiliimensan substrat (Merck Millipore, Almanya)

kullanilarak, Chemidoc (BioRad) sistemi ile goriintiilendi.

istatistiksel analiz
Hiicre canliligy, iki yonlii varyans analizi kullanilarak ana-
liz edilmistir. Coklu karsilastirma analizlerinde SPSS ya-
zilimy, siiriim 21.0 (SPSS, Inc., Chicago IL) kullanilarak
yapilmis olup p degeri <0,01'den kiiciik olanlar istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR
flag¢ Dozlarmn Belirlenmesi

CDDP, GEM ve CDDP-GEM’in antiproliferatif etkisi
WST-1 testi ile belirlenmistir. T24 mesane kanser hiicreleri
farkli dozlarda CDDP ve GEM ayr1 ayr1 ve/veya birlikte 48
saat inkiibe edildi. Cis, Gem ve Cis-Gem i¢in IC50 deger-
leri sirastyla 7 uM, 50 nM ve 5 uM+10 nM olarak belirlen-
di (p<0,01, Sekil 1).
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Sekil 1. T24 hticrelerinin kemoterapétikler ile 48 saat in-
kiibasyonu sonrasinda hiicre canliligi oranlar1 (A) Gem
(0-500 nM) (B) Cis (0-10 uM) (C) Cis-Gem kombinas-
yonu. * p < 0,01.

Gem; gemsitabin, Cis; sisplatin.

PI3K/Akt1/mTOR ve Akt1/GSK3p/B-katenin sinyal yolak-
lary, tirotelyal mesane kanseri vakalarinda timor progres-
yonu ve yasam siiresinin azalmasi ile iliskilidir. Bu sinyal
yolaklarinin inaktivasyonu kanser hiicrelerinin apoptoza
yonlendirilmesinde son derece 6nemlidir.’” Coban ve ark.
caligmasinda ISP90 inhibitori geldanamisin i¢in 24 saat
inkiibasyon i¢in IC50 degeri 10 uM olarak belirlemelerine
karsin 24 saat inkiibasyon sonrasinda hem distik doz gel-
danamisin (1 puM) hem de 10uM geldanamisin uygulamasi
sonrasinda benzer sekilde pAkt1(S473) ve Aktl protein
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diizeyinde azalma belirlenmistir.'* Bu nedenle, bizde ¢alis-
mamizda sitotoksisitesi daha diisiik olan 1uM GA dozunu
kullandik.

Apoptozun Degerlendirilmesi
Kemoterapatiklerin tek baglarina ve/veya GA ile birlikte
neden oldugu antiproliferatif etkinin apoptotik yolagin
aktivasyonu araciligiyla mi1 gerceklestigini belirlemek icin
Bax ve Bcl2 protein ekspresyon diizeyleri incelendi. Kemo-
terapétiklerin (7 uM Cis, 50 nM Gem ve 5 uM+10 nM Cis-
Gem) tek baslarina ve/veya geldanamisin (1 ) ile birlikte
kombinasyonlarinin 48 saat siire ile inkiibasyonlar1 sonra-
sinda Bax protein diizeyinde ila¢ uygulanmayan (kontrol)
hiicrelere nazaran bir artig belirlenmistir (Sekil2). Cis+-
Gem+GAnin birlikte kombinasyonu hari¢ kontrol ve diger
uygulamalarda Bcl2 protein diizeyinde degisme gorilmez-
ken Cis+Gem+GA uygulamasi sonrasinda Bcl2 diizeyinde

onemli bir azalma belirlenmistir (Sekil 2).

Cis+Gem GA  GA+Cis GA+Gem GA+Cis+Gem

Bax
Bcl2

B-aktin

Sekil 2.
ISP90 inhibitérii geldanamisin ile birlikte 48 saat inkiibas-

T24 hiicrelerinde kemoterapétik ajanlarin ve

yonu sonrasinda apoptozun degerlendirilmesi. Her bir aja-
nin kanser hiicrelerinde kullanilan konsantrasyonu: 7uM
Cis, 50nM Gem ve 5uM-10nM Cis-Gem, 1 uM GA, 5uM-
10nM-1 uM Cis-Gem-GA, sirasiyla.

Cis; Sisplatin, GA; Gelsanamisin, Gem; Gemsitabin.

TARTISMA
Mesane kanserine yonelik kemoterapinin etkinligi, ilag
direncinin gelismesi nedeniyle siklikla azalmaktadir. Bu
kemoterapétikler baslangigta yiiksek yanit oranlarina sa-
hiptir, ancak bu kemoterapétiklerin, direng gelismesiyle
birlikte etkisi azalir ve hastalarin ¢ogunlugunda hastalik
nitkseder. Hastaligin nitksetmesinden kisa bir siire sonra
hastalarin yasam kalitesi ve siiresi azalir. Bu nedenle me-

sane kanseri hastalarinda sagkalim sonuglarini ve yasam

kalitesini iyilestirmek icin yiiksek verimlilige sahip yeni
ajanlar gelistirmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.* ISP90, ak-
ciger, meme, mesane kanseri dahil olmak {izere kanser
hiicrelerinde yiitksek diizeyde eksprese edilir.'! Baz1 sinyal
yollarinin bozulmasi ila¢ direncine 6nemli bir katkida
bulunur, 6rnegin, birgok kanserde geleneksel terapilere
direngte PI3K/AKT/mTOR sinyalinin artmasi s6z konu-
sudur. Bu sinyal molekiillerinin gogu ISP90 hedef protein-
leridir.18 Mesane kanseri bagta olmak tizere bircok kanser-
de ISP90 protein diizeyi yitksek diizeyde eksprese edilir ve
bu nedenle kanser terapisinde potansiyel hedeflerdirler.! **
Mesane kanserinin tedavisinde, metatoraksat, vinblastin,
doksorubisin, sisplatin veya sisplatin-gemsitabin kombi-
nasyonu gibi platin temelli kemoterapétikler kullanilmak-
tadir. Bu kemoterapotiklere yanit orani %50 ila 70 iken
sag kalim orani oldukea diisiiktiir (%15-20). Hastalarin
bir kismi baslangi¢c agsamasinda tedaviye yanit vermezken,
yanit veren hastalarin biiyiik bir kisminda ise ilk bir y1l ige-
risinde hastalik nitksetmektedir.19 Gem ve Cis tek baglari-
na etkin dozlar1 biitiin organizmalar i¢in toksik olmasina
karsin Gem ve Cis kombinasyonu mesane kanser tedavisi
i¢in kullanilan standart kemoterapétiklerdir. Yapilan calig-
malarda Gem ve Cisnin birlikte kullanimlarinin tek bas-
larina kullanimlarina nazaran daha diisiik dozlarda hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir.5,20 Biz de bu
caligmamizda literatiirle uyumlu olarak, Cis ve Gem tek
baglarina kullanimlarina nazaran birlikte kullanimlarinin
diisiik dozlarda hiicre proliferasyonunu inhibibe ettigini
belirledik.

Cis ve Gem ile ayr1 ayr1 ve/veya birlikte kombinasyonla-
rinin T24 hiicrelerinde apoptotik etkisini degerlendirmek
i¢in Bax/Bcl2 oranini inceledik. Cis ve Genv'in tek baglari-
na ve/veya birlikte kombinasyonu sonrasinda kontrole na-
zaran anti-apoptotik Bcl2 protein diizeyinde ise herhangi
bir degisiklik olmamasina karsin pro-apoptotik Bax prote-
in diizeyinde artma gozlemlenmemistir. Bu durum goster-
mektedir ki, Cis, Gem ve Cis+Gem, mesane kanser hiicre-
lerinde apoptozu indiiklemektedir.. Benzer gekilde, Varol

ve ark. ¢aligmasinda benzer dozlarda Cis ve Gem uygula-

234




Sakarya Tip Dergisi 2019;9(2):230-236
VAROL, Mesane Kanserinde I$P90 ve Kemoterapotiklerin Sinerjistik Etkisi

mast sonrasinda Bax mRNA diizeyinde artis gozlemlerken
Bcl2 mRNA diizeyinde 6nemli bir degisiklik g6zlemleme-
mislerdir. Bu karsin bir diger anti-apoptotik gen olan Bcl-
xL mRNA diizeyinde azalma oldugunu belirlemislerdir. *°
Mesane kanser gelisiminde 6nemli sinyal molekiillerinden
biri Akt1dir ve ISP90 hedef proteinlerindendir. Aktl pro-
teini apoptotik yolak iizerinde 6nemli etkisi bulunmakta-
dir. Akt hedef proteinleri arasinda pro-apoptotik BAD ve
Kaspaz 9 genleri yer almaktadir. Akt aracili BAD fosfori-
lasyonunun sonunda BCL-2 veya BCL2L1 ile kompleks
olusturamaz ve Bax/Bak aracili apoptozis inhibe olur.?!
Aktnin diger bir anti-apoptotik fonksiyonu ise Kaspaz 9
aktivasyonunu bloke etmesidir. Bu nedenle ¢alijmamiz-
da, literatiire uygun olarak T24 hiicrelerinde, Aktl ve ak-
tif Aktl isareti olan pAkt1(Ser473)’tin protein diizeyinde
azalmaya neden olan 1 uM GA, I$P90 inhibitér dozu ola-
rak kullanildi. GA ve/veya GA tiirevlerinin kemoterapotik
ajanlarla birlikte kullanimlarinin apoptotik yolak tizerine
sinerjistik etkisini gosteren ¢ok sayida ¢aligma bulunmak-
tadir. Bu ¢alismalarda kemoterapdtikler ile birlikte ISP90
inhibitorlerinin kullanimlarinin kanser hiicrelerinde ke-
moterapotiklerin apoptotik etkinligini arttirdigy belirtil-
migstir.'»**? Calismamiza benzer sekilde, Ma ve ark’larinin
calismasinda T24 hiicrelerinde GA tiirevi 17AAG™nin Cis
ve Gem ile birlikte kullanimlariin bu kemoterapétiklerin
apoptotik etkinligini artirdig1 gosterilmigler ve konvansi-
yonel antikanser ilaglarin ile I$P90 inhibitérlerinin birlikte
kombinasyonunun ileri evre mesane kanserli hastalar icin
terapotik bir secenek olabilecegi vurgulanmistir.’ Benzer
olarak, T24 hiicrelerinde GA tek basina ve Cis ve Gem ile
birlikte kullanimlar1 sonrasinda hiicrelerin apoptoz yon-
lendirildigini gozlemledik. Bununla birlikte, Cis ve Genr’in
tek baslarina ve/veya kombinasyonlarinin ile GA ile birlik-
te kombinasyonlar: ile karsilastirildiginda hem Bax hem
de Bcl2 diizeyinde 6nemli bir degisiklik gozlemlenmedi.
Buna karsin GA+Cis+Gem ti¢lit kombinasyonu sonrasin-
da kontrole nazaran hem Bax diizeyinde artma hem de

Bcl2 diizeyinde azalma oldugu belirledik.

Sonug olarak, bu ¢alismamizda, ISP90 inhibitérit GAnin

mesane kanserinde sisplatin, gemsitabin veya sispla-
tin-gemsitabin kombinasyonlarinin sinerjistik anti kanser
etkisini gosterdik. Bizim sonugclarimiz gostermistir ki, ileri
evre metastatik mesane kanserlerinin tedavisi igin ISP90
inhibitorlerinin konvansiyonel kemoterapatiklerle birlikte
kullanimi mesane kanseri tedavisi i¢in yeni ve potansiyel
bir yaklagim olarak kullanilabilir. Caliymamiz preklinik
bir ¢alismadir. Apoptozis tizerine ISP90 inhibitorlerin ke-
moterapétiklerle kullanim etkinliginin tam olarak ortaya
konmast i¢in ileri molekiiler analizlerin gerceklestirilmesi
gerekmektedir.
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