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Hela Hiicrelerinde Sisplatinin MTOR, AKT, CCND1 ve STAT3 mRNA ifadesi Uzerine Etkileri

The Effects of Cisplatin on MTOR, AKT, CCND1 and STAT3 mRNA Expressions on Hela Cells
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OzZET

Giris: Serviks kanseri, kadinlarda gézlenen malign timorler arasinda en
yaygin gorilen ve kadinlarda kanser sonucu goézlenen 6limler arasinda ikinci
sirada bulunan énemli bir hastaliktir. Platin temelli bir bilesik olan sisplatin
(CDDP) bu kanserin tedavisinde siklikla kullanilan kemoterapotik ajanlardan
birisidir ve sarkomlar ile solid tlimorlerin tedavisinde etkili bir sekilde
kullanilmaktadir. CDDP DNA’ya gapraz baglanip replikasyonu engelleyerek
hasar olusumuna neden olur. Bunun sonucunda da apoptotik yolaklar aktive
olur ve hiicre 6limu gergeklesir. Calismamizda CDDP’nin, mTOR, AKT, Siklin
D1 (CCND1) ve STAT3 genlerinin mRNA ifadesindeki etkisini serviks kanseri
hiicre hatti Hela Gzerinde arastirmayi amagladik.

Yontem: Bu calismada Hela hicrelerine 24 ve 48 saat sire ile degisen
konsantrasyonlarda sisplatin uygulandi. Hicre canhhgl XTT yontemi ile
belirlendi. Ayrica, segilen CDDP dozlarinin uygulanmasindan sonra, mTOR,
AKT, CCND1 ve STAT-3 genlerinin mRNA ifadesi qPCR yontemi ile arastirildi.
Bulgular: CDDP’nin ICs degerinin 24 saat igin yaklasik 60 uM, 48 saat igin ise
yaklagik 8 uM oldugunu belirledik. Ayrica, analizi yapilan genlerin ifadelerinin
sadece 24 saat uygulamadan sonra azaldigini bulduk. Diger taraftan, 48 saat
CDDP uygulamasinin mRNA ifadesi agisindan istatistiksel agidan anlamli bir
farkiliiga neden olmadigini gosterdik.

Sonug: Sonug olarak, CDDP uygulamasindan sonra, uygulama suresi agisindan
degisen, farkli mRNA ifade orintilerinin oldugunu bulduk. Konvensiyonel
kemoterapotik olan CDDP’nin hiicre sagkalim yolaklari Gzerindeki etkisinin
ortaya gikarilmasi agisindan ¢alismamiz literatiire katki saglamaktadir.

Anahtar Sozcikler: Sisplatin, mTOR, AKT, CCND1, STAT3, mRNA, Serviks
Kanseri
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ABSTRACT

Objective: Cervical cancer is one of the most tumors seen in womans and
second leading cause of cancer death in women. Cisplatin (CDDP), a platin
based compound, is the most important chemotherapeutic agent and
effectively used for the treatment of sarcomas and solid tumors. It binds to
the DNA with crosslinks and leads inhibition of replication, causing DNA
damage. As a result of this action, apoptotic pathways are induced and cell
death occurs. In our study, we aimed to investigate the effect of CDDP on
relative mRNA expression of mTOR, AKT, Cyclin D1 (CCND1) ve STAT3 on
cervical cancer cell line.

Method: In this study, Hela cells were treated with different concentrations
of CDDP at 24 and 48 hours. Cell viability was determined by XTT method.
Moreover, after treatment with selected doses of cisplatin, quantitative
mRNA expression of mTOR, AKT, CCND1 and STAT-3 genes was analyzed
using Real-Time PCR.

Results: ICso concentration of CDDP was found to be about 60 uM for 24h
and 8 uM for 48h treatment. Moreover, all analyzed genes’ expression was
shown to diminish only after 24 h treatment. On the other hand, no
statistically significant change was found after 48 h cisplatin exposure with
respect to quantitative mRNA expression.

Conclusion: In summary, different mRNA expression pattern was found after
CDDP treatment regarding to exposure time. Our study has been contributed
the literature in terms of detecting the effect of conventional
chemotherapeutic CDDP on cell survival pathways.

Key Words: Cisplatin, mTOR, AKT, CCND1, STAT3, mRNA, Cervical Cancer

Received: 06.30.2018 Accepted: 08.28.2019

ORCID ID. E.A. 0000-0001-7303-666X, A.Y. 0000-0002-4368-0777, H.i.0. 0000-0002-7220-0066, E.K. 0000-0001-5129-2515, S.M. 0000-0002-1136-4884

Yazigma Adresi / Address for Correspondence: Dr. Ebru Alp Giresun Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Giresun, Tirkiye E-

posta:ebrualmaz@hotmail.com

©Telif Hakki 2020 Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi - Makale metnine http://medicaljournal.gazi.edu.tr/ web adresinden ulasilabilir.
©Copyright 2020 by Gazi University Medical Faculty - Available on-line at web site http://medicaljournal.gazi.edu.tr/

doi:http://dx.doi.org/10.12996/gm;j.2020.02



Ozgiin Arastirma / Original Investigation

GMJ 2020; 31: 5-9
Alp ve ark.

GiRIS

Serviks kanseri 20-39 yas arasi kadinlarda kanser nedenli gézlenen 6limler
arasinda ikinci sirada yer almaktadir(1). Bu kanserin insidansinin ytksek
olmasina ragmen, tedavideki yeni gelismeler sayesinde hastalarin sagkalim
oranlari son zamanlarda artmaktadir (2). ileri evre serviks kanseri tedavisinde
platinum bilesikleri ile kemoradyoterapi uygulandiginda daha basarili
sonuglar elde edilmektedir (3,4). Platin bazh bilegiklerden olan sisplatin (cis-
diamminedichloroplatinum 1I, CDDP) en 6nemli kemoterapotik ajanlardan
biridir ve klinik olarak sarkom, yumusak doku ve kemik kanserleri gibi farkli
tipteki kanserleri basarili bir sekilde tedavi etmektedir. Ancak, nefrotoksisite,
norotoksisite immun cevabin azalmasi gibi yan etkilerinin yaninda tedavi
sirasinda ilaca karsi olusan direngten dolayi kullanimi sinirhdir (5,6,7).

CDDP DNA’da guanin sitozin baglanma bolgesinde ¢apraz bag olusturur ve
cesitli sinyal yolaklarini aktive eder (8). DNA ve CDDP arasinda olusan bu
kovalent bag ile DNA replikasyonu ve transkripsiyonu engellenir (9). Bunun
sonucunda apoptotik yolaklar indiklenir ve kanser hicrelerinin olimu
gergeklesir(5,7).

AKT/PKB bir serin treonin kinazdir ve AKT1, AKT2 ve AKT3’l de igeren bir
protein ailesi tyesidir. AKT yolagi hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi, apoptoz ve
tumorigenez gibi cesitli hlcresel suregleri dizenler (10,11,12). AKT’nin
aktivasyonu hicre sagkalimini uyarirken, AKT aktivasyonunun baskilanmasi
cesitli tipteki kanser hiicrelerinde apoptoz oranini arttinir (12,13). JAK/STAT
yolagl ve AKT’nin roli her ne kadar bilinsede AKT’nin transkripsiyonel
dizenlenmesi tam olarak bilinmemekredir (12).

Sinyal ileticileri ve transkripsiyon aktivatorleri (STAT) timor hiicre sagkalimi
ve ¢ogalmasinda onemli rol oynar (14). STAT ailesi Uyelerinden STAT3
digerlerine gore ylksek derecede korunmustur (4). STAT lar arasinda STAT3
cesitli kanserlerde siklikla aktif durumdadir. Aktiflesen STAT3 dimer olusturur
ve nikleusa gegerek antiapoptotik (Bcl-2, Mcl1, clAP2, vb) ve proliferasyon
[Siklin D1 (CCND1), c-myc, vb] ile ilgili 6zgul genlerin dizenlenmesini saglar
(4,14).

Yapilan galismalarda STAT3’Gn 6nemli bir onkogen oldugu bildirilmistir.
STAT3’Un slrekli aktivasyonu mezensimal ve kok hiicreye benzer ozellikleri
arttirabildigi gibi timor hicrelerinin sagkalimini, invazyonunu ve goguni
tegvik edebilir. Son on yilda, ¢ok sayida timor kaynakli hiicre dizisinin yani
sira birgok primer insan kanseri dokusunda STAT3'U agiri sentezlendigi veya
surekli olarak aktif durumda oldugu bildirilmistir (4,15). Son zamanlardaki
¢alismalar, STAT ailesinden proteinlerin ve en belirgin olarak STAT3'ln ilag
hedefleri igin umut vadeden adaylar oldugunu ortaya koymustur (2).

Molekiler ve hicresel diizeyde tumori anlamamiz molekiler hedefli
terapinin 6nemini arttirmaktadir. Rapamisinin memeli hedefi (mammalian
target of rapamycin, mTOR) son ¢alismalarda malign tiimorlerin populer
terapotik hedefleri arasindadir (16). mTOR, tim memelilerde homologlari
olan fosfoinositid 3-kinazla iliskili kinaz (PIKK) ailesinin bir Gyesidir ve
mTOR’un aktivitesi hiicre blylimesi, ¢ogalmasi, sagkalimi, translasyon ve
diger hicresel metabolik sureglerle baglantilidir (17). mTOR aktivasyonu,
fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) ve Akt aktivasyonunu iceren ¢ok basamakli bir
sureg yoluyla gergeklesir (18). mTOR'nin aktivasyonu bir dizi sinyal iletim
yolagini diizenler; bu da protein sentezi ve hiicre buylimesi igin gerekli olan
genlerin translasyonuna neden olur (17,19). Gittikce artan veriler, mTOR'un
sadece hiicre buylmesi igin degil, ayni zamanda kanserin invazyonu ve
metastazi igin merkezi bir role sahip oldugunu gostermistir (17). mTOR, farkli
kanserlerde ifade diizeyi ve aktivasyonu degisen bir proteindir.

Tablo 1. Calisilan genlerin mRNA’larina 6zgu primer dizileri ve UPL prob numaralari

Buna ek olarak, mTOR inhibisyonunun otofaji de dahil olmak Uzere gesitli
suregleri indikledigi g6zlenmistir (20).

CGalismamizda énemli bir antikanser ilaci olan CDDP’nin, hiicre sagkalim
yolaklari Gzerinde etkili olan mTOR, AKT, CCND1 ve STAT3 genlerinin mRNA
ifadesi lizerindeki etkisini arastirmayi amagladik.

GEREC ve YONTEM

Hiicre Kdiltiirii

Calismamizda insan servikal kanser hiicre hatti Hela kullanildi. Hiicreler %10
fetal dana serumu (FCS), 200 mM L-glutamin, 100U/ml penisilin, 200 pg/ml
streptomisin igeren Roswell Park Memorial Institute medium 1640 (RPMI
1640) besiyerinde %5 CO, iceren nemlendirilmis ortamda 37°C'de kilture
edildi. Ug giinde bir kiiltir besiyeri tazelendi.

XTT yéntemi ile hiicre canliliginin belirlenmesi

Ayni pasaj numarasina sahip Hela hicreleri, flasklarin %70’ini kapladiginda
RPMI 1640 besiyeri uzaklastirildi ve Tripsin-EDTA karigimi kullanilarak
hiicrelerin tabandan ve birbirlerinden ayrilmasi saglandi. Her kuyucuga 1x10*
hiicre gelecek sekilde 96 kuyucuklu kiltir plaklarina ekildi. Hicreler 37 Cve
% 5 CO,'li etlivde 24 saat inkiibe edildikten sonra besiyerleri uzaklastirildi.
Daha sonra hicreler 24 saat igin 5-80 puM sisplatin, 48 saat igin 0,5-16 uM
CDDP olacak sekilde %10’luk FCS iceren besiyerinde 37 C de % 5 COli
ettvde inkiibe edildi. 24 saat’ lik konsantrasyonlar Hela hiicrelerine 48 saat
sure ile uygulandiginda canlilik gézlenmedi. Bu nedenle, 48 saat’ te daha
dustk CDDP (1/10 oraninda azaltilarak) konsantrasyonlari Hela hiicrelerine
uygulandi. Hucre canhhgi Cell Proliferation Kit Il (XTT) (Roche Diagnostics,
Almanya) ile belirlendi. Belirtilen siirelerin sonunda her bir kuyucuga 50 pl
gelecek sekilde XTT karigimi eklendi ve formazan Griinlnin olusturdugu renk
degisimi 4 saat sonunda mikroplate ELISA okuyucu (BioTek ELx800, ABD) ile
450-500 nm dalga boyu araliginda belirlendi. Her bir konsantrasyon ve slre
icin deney ¢ kez tekrarlanarak ortalama degerler elde edildi.

RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Hela hucreleri, belirtilen dozlarda CDDP ile 24 ve 48 saat inkiibe edildikten
sonra “High Pure RNA lIsolation Kit” (Roche, Almanya) kullanilarak, tretici
firmanin 6nerdigi protokole goére RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen RNA'lar
spektrofotometrede (NanoDrop ND-1000, NanoDrop Technologies, ABD) 260
nm dalga boyunda olgtilerek ul/pg degerleri belirlendi. cDNA sentezi, 1ug
total RNA’dan random hekzamer primerler kullanilarak “Transcriptor First
Strand cDNA Sentez Kiti” (Roche, Almanya) ile Uretici firmanin protokoll
takip edilerek yapildi.

Kantitatif Real-Time PCR yéntemi ile mRNA’larin ifade (ekspresyon)
oranlarinin belirlenmesi

mTOR, AKT, CCND1, STAT-3 genlerinin mRNA ifade diizeyleri, elde edilen
cDNA o&rneklerinden UPL (Roche, Almanya) problar kullanilarak Real Time
PCR yontemi ile Light Cycler 480 (Roche Diagnostics, Almanya) cihazi
kullanilarak belirlendi. Genlerin normalizasyonu igin housekeeping gen olan
GAPDH mRNA ifade diizeyi referans olarak kullanildi. Universal Probe Library
(UPL) prob numaralari ve genlerin cDNA'larina 6zgul olan primer dizileri
Tablo 1'de verilmistir. 20 pL toplam tepkime hacmi igerisinde; mRNA'ya 6zgu
primerler, LightCycler TagMan Master karisimi (Roche, Almanya), cDNA, UPL
probu ve distile su kullanilarak amplifikasyon gergeklestirildi. Her bir
konsantrasyon igin deney Ug¢ kez tekrarlandi.

Gen Forward primer Reverse primer UPL prob no
CCND1 5'- TGTCCTACTACCGCCTCACA -3' 5'- CAGGGCTTCGATCTGCTC -3' 16
mTOR 5'-TGCTGGAAGCCTTTGTCTATG-3' 5'-CGCTTGTTGCCTTTGGTATT-3' 75
STAT3 5'-CGGGAGGGATTTACGGGAAATGCTG-3' 5'-CTGAGCGTGAAGAAGTGG-3' 18
AKT 5'-CTGTCATCGAACGCACCTT- 3' 5'-GTCTGGATGGCGGTTGTC- 3' 52
GAPDH 5'-AGCCACATCGCTCAGACAC-3' 5'-GCCCAATACGACCAAATCC-3' 60
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istatistik Analizler

Hucre canlilig ile ilgili elde edilen veriler, “tek yonli Anova (post-hoc Tukey)”
testi kullanilarak SigmaStat v3.5 istatistik programiyla degerlendirildi. CDDP
dozlarina bagh olarak degisen, mTOR, AKT, CCND1 ve STAT-3 mRNA ifade
diizeylerindeki farkhlklar “REST (2009 V2.0.13)"istatistik programi ile
karsilastirildi (21). p<0,05 olan degerler istatistiksel agidan anlaml olarak
kabul edildi.
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BULGULAR

Hela hiicrelerinde CDDP’nin doza ve zamana bagli olarak hiicre canliliginda
azalmaya neden oldugu XTT yontemi ile gosterildi. CDDP uygulamasindan
sonra ICso dozunun 24 saat igin yaklasik 60 pM, 48 saat igin ise 8 uM oldugu
belirlendi (Sekil 1). En yiksek CDDP konsantrasyonu olan 80 uM’ da hiicre
canlihiginin 24 saatlik sire sonunda yaklasik % 33 oldugu bulundu. Ayrica 16
UM sisplatinin 48 saat siire ile uygulanmasinin hiicre canhhgini yaklasik %43’
e dusurdugu gozlendi. Bu sonuglara gére daha uzun slreli CDDP
uygulamasinin disik dozlarda bile hiicre canliligi lizerine daha etkili oldugu
gozlendi.

120 4 48 saat
100 |
80 4 *
60 *
10 | * ok
* %
20
0
8 N N N N e 8 8 N
e ho) o) ho) ho) ho) o) o)

Sisplatin Konsantrasyonlan

Sekil 1. Hela hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) CDDP ile 24 (A) ve 48 (B) saat inkiibasyonu sonunda belirlenen hiicre canliligi oranlari.*:p<0.05

CDDP’nin mTOR, AKT, CCND1 ve STAT-3 mRNA ifadesi Gzerindeki etkileri
gPCR yontemi ile arastirildi. Hela hucrelerinde 24 saat sonunda CDDP
uygulanmasinin mTOR, CCND1, AKT ve STAT-3 genlerinin mRNA ifade
diizeylerini kontrole gére doza bagimli olarak azalttigi gézlendi.

CDDP uygulanmayan kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda, 10 uM ve
tizerindeki dozlarda CDDP uygulamasinin mTOR ve STAT-3 genlerindeki
mRNA ifadelenme dizeylerini istatistiksel agidan anlamh bir sekilde
disurdiigu gozlendi (p<0.05). Buna karsin, CCND1 ve AKT genlerinin mRNA
ifade duzeylerinin ise 20 uM ve Uzerindeki sisplatin konsantrasyonlarinda
anlamli bir sekilde dustugu belirlendi (p<0.05) (Sekil 2A).

80 uM CDDP’nin 24 saat uygulanmasindan sonra mTOR, CCND1, AKT ve
STAT-3 mRNA ifade oranlarindaki azalmanin kontrol hiicrelerine oranla
sirastyla 23.8, 11.1, 17.2 ve 16.9 kat oldugu belirlendi (p<0.05).

48 saat sure ile CDDP uygulanan Hela hiicrelerinde ise genel olarak mTOR,
AKT, CCND1 ve STAT-3 genlerinin mRNA ifade diizeylerinde kontrole gore
artma ve azalmalarin oldugu ancak bu degisimlerin istatistiksel olarak anlamli
olmadigi belirlendi (p>0.05) (Sekil 2B).

TARTISMA

Molekiler genetik calismalar sayesinde hiicre ¢ogalmasi ve sagkaliminin
diizenlenmesinde gorev alan sinyal iletim yolaklarinin kanser hiicrelerinde
degistigi gorulmustir. Kanser gelisim mekanizmasinda etkili oldugu bilinen
molekiiller Gzerinde, CDDP gibi konvansiyonel kemoterapi ilaglarinin etkisinin
arastirilmasi, yeni hedef molekillerin ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesi
acisindan 6nem tagimaktadir.
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Sekil 2. CDDP uygulamasi sonucunda mTOR, AKT, Cyclin D1 ve STAT-3 mRNA
ifade dizeylerinin 24 (A) ve 48 (B) saatte kontrole gore doza bagimh olarak
degisimi. *:p<0.05

Platin bazli bilesikler, DNA sentezi ve tamir ile iliskili bazi yolaklari
etkileyerek apoptozu uyarir. Bu bilesiklerden biri olan CDDP, DNA
zincirlerinin arasina girerek hicre dongisunin durmasina neden olur. Bu
suregte hicreler apoptoza yonlendirilir (5,7). CDDP servikal kanser gibi solid
timorlerde ilk asamada kullanilan ilaglar arasinda yer almaktadir (5).

CDDP’nin, basta Hela ve diger kanser hicrelerinin canliliklari Gzerine
etkisini farkli konsantrasyon ve surelerde arastiran gesitli c¢alismalar
bulunmaktadir (2,5,16,20,22,23,24,25). Bu ¢alismalardan birinde, Hela vel\
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CaSki servikal kanser hiicrelerine 24 saat CDDP uygulamasindan sonra hiicre
canliiklarinda azalma oldugu goézlense de istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir (20). Ancak Xu ve arkadaslarinin yaptiklari galismada CDDP’nin
Hela hicre canliligini anlamli bir sekilde dustirdiigt gozlenmistir (5). Benzer
sekilde, Han ve arkadaslarinin yaptiklari calismada, Hela hucrelerinde 48 saat
CDDP uygulamasindan sonra proliferasyonun baskilanma oraninin doza bagh
olarak arttig1 gosterilmistir (16). Sahin ve arkadaslarinin yaptiklari diger bir
calismada, 24 saat CDDP (250 nM) uygulamasi sonucunda, Hela
hicrelerindeki canlilik orani %70 olarak bulunmustur (2). Daha 6nce
yaptigimiz ¢alismalarda, CDDP’nin MSTO-211H mezotelyoma ve T24 mesane
hicrelerinin canliliklarini doza bagl olarak dustirdtgunu belirledik (23,24,25).
Bahsedilen galismalara benzer sekilde, Hela hicrelerinde doza ve zamana
bagli olarak CDDP’nin hiicre canhhgini disiirdigiini ve daha uzun sireli
CDDP uygulamasinin diisiik dozlarda da hiicre canliligi tizerine etkili oldugunu
belirledik (Sekil 1A ve 1B).

CDDP’nin hiicre canliligi Uzerine etkilerini arastiran galigmalara ek olarak,
bilesigin hiicre dongusu ve sinyal iletim yolaklarinda gorev alan molekiller
tizerindeki etkisini arastiran gesitli ¢alismalarda bulunmaktadir (26,27). Hiicre
dongustnin ilerlemesi siklin ve siklin bagiml kinazlar ile diizenlenir. Bunlarin
arasinda hiicre dongisiinin kontroliinde kritik bir basamagi dizenleyen
hiicre dongiisti duizenleyici faktérlerden CCND1 ve siklin D3 (CCND3) bulunur
(28,29). Bununla birlikte CCND1 ifadesindeki artis fibrosarkom hicre
hatlarinda, meme, pankreas, kolon ve akciger kanserlerinde sisplatin direnci
ile iligkilidir (29).

Singh ve arkadaslarinin vyaptiklari ¢alismaya gore, Hela ve SiHa
hiicrelerinde 33 uM sisplatin uygulamasindan sonra CCND1 protein
duzeyinde bir miktar azalma oldugu gosterilmistir (6). Daha 6nce yaptigimiz
mesane ve mezotelyoma hicre hatlarinin kullanildigi iki farkli calismada ise
CDDP’nin MSTO-211H (23) ve T24 (25) hiicrelerinde CCND1 mRNA ifadesinde
anlamh bir degisiklik olusturmadigini belirledik. Bu ¢alismada ise Hela
hiicrelerine 24 saat CDDP uygulamasindan sonra CCND1 mRNA ifade
oraninda anlamli dizeyde azalma oldugunu gozledik (Sekil 2A). Elde edilen
veriler, sisplatin uygulamasina cevaben farkli kanser hiicrelerinde goézlenen
CCND1 ifade degisikliklerinin hicre tipine ve uygulama siresine goére
farkhlklar gosterebilecegini ortaya koymaktadir.

Akt/mTOR sinyal iletim yolagi hiicre proliferasyonu ile ilgili yolaklardan
biridir ve malign tlimérlerin gelismesi ile yakindan iliskilidir (16). mTOR hiicre
blytumesinden sorumlu olan 6nemli bir serin treonin kinazdir ve insan
kanserlerinde siklikla dlzensizlik gosterir (30). mTOR protein miktarinin
servikal kanser dokularinda, normal servikal dokulara ve yiksek dereceli
squamoz intraepitelyal lezyonlara (high-grade squamous intraepithelial
lesion) gore 6nemli olglide arttigi gozlenmistir (20,31). Bununla birlikte,
EC9706 xenograftlarin kullanildigi bir ¢alismada ise CDDP uygulamasindan
sonrada mTOR’'un mRNA diizeyinin azaldigi gézlenmistir (17). Servikal kanser
dokularina ek olarak hiicre hatlarinda da c¢alismalar yapilmistir. Bu
¢alismalarda, CDDP uygulamasinin C4-1, Hela ve CaSki hicrelerinde mTOR
protein ifadelenmesini 6nemli 6lglide dustirdigi gosterilmistir (20,22,30). Bu
¢alisma da ise, CDDP uygulamasindan sonra mTOR mRNA ifadesinin 24 saat
sonunda Ozellikle ylksek doz CDDP uygulamalarinda anlamli derecede
azaldigini gosterdik. 48 saat sureli uygulamada ise mRNA ifade dizeylerinde
degisiklikler olsada istatistiksel olarak anlamli sonuglara ulasamadik (Sekil 2A
ve 2B).

AKT/mTOR sinyal iletim yolaginin bir diger Uyesi olan AKT'nin ifadesindeki
degisiklikler kanser hicrelerin  sagkaliminda etkili olabilmekte hatta
hiicrelerde gozlenen CDDP direncine yol agabilmektedir. Yuan ve arkadaslari
CDDP uygulanmasindan sonra oophoroma (malign yumurtalik timori) ve
meme kanseri dokularinda Akt aktivitesinin arttigini gozlemislerdir (16).
Zhang ve arkadaslarinin HCT-116 hiicre hattinda yaptiklari ¢alismada, CDDP
uygulamasindan sonra AKT mRNA ve protein diizeyinin 6 saate kadar 6nemli
olglide arttigl, 24 saate kadar ise azaldigi gosterilmistir (12). Benzer sekilde
¢alismamizda, 24 saat sire ile CDDP uygulanan Hela hicrelerinde AKT mRNA
miktarinin azaldigini gozledik (Sekil 2A).

STAT3’Uin surekli aktivasyonu servikal kanserin gelisiminde ve ilerlemesinde
o6nemli role sahiptir. Chen ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada 165 serviks
kanseri 6rneginin %22’ sinde STAT3’lin sirekli aktif oldugu gosterilmistir.
Ancak klinik parametreler ile 6nemli bir korelasyon bulunmamustir (4).

Son zamanlarda yapilan bir arastirmada, CDDP’nin kanser hiicrelerinde
JAK/STAT" defosforile ederek aktivasyonunu azalttigi goésterilmistir. Diger
¢alismalar da, platin iceren birgok bilesigin, STAT3 sinyal iletimini bozdugunu
ve biyolojik islevlerini engelledigi gostermistir (14).

Yao ve arkadaslari STAT3 aktivasyon diizeyi ve CDDP’ye karsi hiicresel
direng arasindaki iliskiyi HepG2, Hela ve K562 hiicrelerinde galismislardir.
Yapilan calisgmada htcrelerin CDDP’ye karsi farkli duyarliliklar gosterdigi

gozlenmistir (ozellikle 48 saat muamele sonrasinda). Bazi galismalar, STAT3
inhibisyonunun timor hicrelerini CDDP ile uyarilmis hiicre 6limine karsi
hassaslastirabildigini gostermistir (32,33). Calismalarin sonuglarina gore,
STAT3'lin baskilanmasinin CDDP’nin terapétik etkinligini arttirmak igin uygun
bir yaklagim olabilecegi belirtilmistir (14).

Sheng ve arkadaslarinin SKOV-3 hiicrelerinde yaptiklari ¢alismada, 24 saat
CDDP uygulamasindan sonra total ve fosforile STAT-3 diizeylerinde anlamli
diizeyde azalma oldugu gosterilmis ve CDDP’nin STAT-3 yolagini baskiladigi
belirtilmistir (15). Bu ¢alismada 24 saat’ den daha kisa sureli uygulamalarda
STAT-3 dizeylerinin kontrole gore arttigida gosterilmektedir. Dolayisiyla
STAT-3’tin CDDP’nin uygulama siireleri boyunca ifadesinin artma veya azalma
gosterdigi gortlmektedir. Bizim galismamizda CDDP Hela hiicrelerine 24 ve
48 saat olarak uygulanmistir. STAT-3 mRNA ifadelenmesi 24 saat sonunda 10
UM ve lzerindeki konsantrasyonlarda anlamli dizeyde azalirken 48 saat
sonunda mRNA ifadesinde artma gozlensede istatistiksel olarak anlaml
sonuglar elde edilmemistir.

Calismamizda Hela hiicre hattinda 24 saat CDDP uygulamasindan sonra
mTOR, AKT, CCND1 ve STAT-3 genlerinin mRNA ifade diizeylerinde kontrole
gore doza bagimh olarak anlamh bir azalma gozlendi. Sonuglarimiz, Hela
hiicre hattinda CDDP’nin iliskili genler lzerindeki etkisiyle hicre
proliferasyonunu azalttigini dustindtirmektedir.

Cikar Catismasi
Yazarlar herhangi bir ¢ikar gatismasi bildirmemistir.
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