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insan Kolon Kanser Hiicre Hattinda (HT29) Sisplatin'in Apoptotik
Etkisi

The Apoptotic Effects of Cisplatin on Human Colon Cancer Cell Line (HT29)
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OZET

Amag: Calismamizda, sisplatinin 72 saatlik farkh
dozlarda insan kolon kanseri olan HT29 hiicre hattindaki
etkilerinin arastiriimasi hedeflenmistir.

Gereg ve Yontem: 5-200 uM' lik dozlar arasinda sisplatin
eklenen hicreler 72 saat suresince Kkiltire edilmistir.
EtBr-AO boyama teknigi apoptozun degerlendiriimesinde
kullaniimigtir. BCL2L1, CASP3 ve CASP8 genlerinin
mRNA  ifade dlzeyleri RTPCR  yontemi ile
degerlendirilmigtir.

Bulgular: Sisplatinin 72 saatte doza bagh sitotoksik etki
gosterdigi ve uygun apoptotik dozunun yine bu saat igin
50uM oldugu tespit edilmistir. Arastirilan ¢ genin mRNA
dizeylerinin, 5uM sisplatin uygulandiginda kontrole gére
istatistiksel olarak anlamli artis gdsterdigi belirlenmistir
(p<0.05). 50uM sisplatin uygulamasinin ise BCL2L1
mRNA dizeyinde kontrole gére degisiklik olusturmadigi
(p>0.05), ancak ayni doz ve sirede CASP3 mRNA
diizeyinin 2.2 kat, CASP8 mRNA diizeyinin 3.0 kat arttigi
bulunmustur (p<0.05).

Sonug: Calismamizda insan kolon kanser hiicrelerinde
sisplatinin 72'inci saatte ve 50uM dozda en etkin dederde
apoptozu uyardidi, sinyal iletim yolaklarindan kaspaz
kaskadini kullandigi ve antiapoptotik yolagi baskiladigi
gOrtlmuistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, HT29, Hicre kdlturu, Kolon
kanseri, Sisplatin

ABSTRACT

Objective: In this study, we aimed to investigate the
apoptotic and cytotoxic effects of different doses of
cisplatin administered to colon cancer cells (HT29) for
72 h.

Materials and Methods: Cells were treated with
different (5-200uM) cisplatin concentrations for 72
hours. Apoptosis was determined using the EtBr- AO
staining technique. The mMRNA expression levels of
BCL2L1, CASP3 and CASP8 were analyzed using the
RT-PCR method.

Results: Cisplatin had a cytotoxic effect in a dose
dependent manner for a 72 h incubation period and the
optimum apoptotic dose was found to be 50uM. We
found a statistically significant increase in the mRNA
levels of all three genes after the 5uM cisplatin
treatment compared to control cells (p<0.05). 50uM
cisplatin treatment did not lead to a significant difference
in BCL2L1 mRNA levels (p>0.05) when compared to the
control cells. However, CASP3 and CASP8 mRNA
levels rose 2.2 and 3.0 fold respectively (p<0.05) after
treatment with the same dose and for the same period.

Conclusion: Our results showed that cisplatin
effectively induced apoptosis via the caspase cascade
signal pathway when it was administered to human
colon cancer cells at 50uM for 72 h, and it suppressed
the antiapoptotic pathway.
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GIRIS

Kolon kanseri, gastrointestinal sistemin en
sik rastlanan kanserlerindendir. Erkek ve kadinlarda
gorilen kanserlerin yaklasik %10'unu kolorektal
kanser olurgturmaktad|r1. Bu kansere genomik
mutasyonla oldugu kadar mitokondriyel
mutasyonlar da sebep olmaktadir®. Kemoterapi,
kolon kanseri igin ¢ok O6nemli ve temel tedavi
y6ntemidir4. Sisplatin, birgok kanser tlriinde
kullanilan en etkili kemoterapotik ilagt|r5. Sisplatin,
neoplastik hastaliklarin tedavisinde kullaniimakta ve
etkisi DNA ile olan etkilesimine baglldlrs. Sisplatin,
en iyi bilinen DNA hasar ajanidir ve sitotoksik
aktivitesini goéstermesinde DNA-platin etkilesimi ilk
adimi oIU§turur7. Aktif sisplatinin sitotoksik formu
DNA zincirinde c¢apraz baglar olusturarak DNA
sentezini baskilayip bazi sinyal yolaklarinin
aktivasyonunu  saglayarak  apoptozu uyarlra.
Sisplatin, sitotoksik etkisini DNA'nin biitlin bazlarina,
6zellikle guanin ve adeninin 7'inci pozisyonundaki
azot atomuna baglanarak gésterirg. Mitokondriyal
DNA, RNA ve diger hiicresel bilesenler, platin yapisi
icin guclu reaktanlar i(;erirlerm. Sisplatinin etkileri
cesitli  sekillerde incelenmistir. Buna goére bazi
kanser hicre hatlarinda yapilan c¢alismalarda,
sisplatinin ve platin bazh diger ajanlarin hicre
donglsinin G1/S ile G2/M gegcisini engelledigi
gésterilmigtir”'”. Benzer bir galismada Voland ve
ark. oksaliplatin ve sisplatinin etkisini gen ifadesi
diizeyinde calismiglardir. Bu ¢alismada, insan kolon
kanser hucre hattinda (HCT-116), oksaliplatin ve
sisplatinin esas olarak platin bazl ajanlar olmasina
ragmen, farkli genlerin ifadesinde degisiklige neden
oldugu gosterilmigtir. Ayrica oksaliplatin'in G2'den
M'ye gecisi kuvvetli bir gsekilde engelledigi
bulunmustur. Buna karsin sisplatinin ise G2'den
M'ye gegi§i ve S fazindaki hicreleri azalttig
bildirilmistir *. Siddik ve ark.'nin yapmis oldugu
calismada ise sisplatine bagli apoptozun, sisplatinin
DNA ile olan etkilesimine bagh oldugu
gosterilmistir®.

Calismamizda, 72 saat sure ile farkli
dozlarda uygulanan sisplatinin insan kolon kanseri
hiicre hatti olan HT29 hiicrelerindeki olasi etkilerinin
hiicre morfolojisi ve mRNA ifade diizeyi agisindan
arastiriimasi hedesenmistir.

YONTEM

Hicre kulturii: HT29 insan kolon kanser
hucreleri %10 fetal dana serumu (FCS), 200 mM L-
glutamin, 100U/ml penisilin, 200 ug/ml streptomisin
iceren Dulbecco's Modified Eagle Media (DMEM)
besiyerinde %5 CO, iceren nemlendirilmis ortamda
37°C'de kiiltiire edildi. Ug giinde bir kiiltiir besiyeri
tazelendi.

Apoptozun belirlenmesi: Canli, apoptotik
ve nekrotik hlcrelerin oranlari, Akridin Oranj (AO)/
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Etidyum Bromur (EtBr) boyamasi sonrasinda
floresan mikroskobunda (Olympus BX-50, Japonya)
hicrelerin sayllmasi ile belirlendi. 5-200uM arasinda
degisen sisplatin konsantrasyonlari ile muamele
edilen hucreler 72 saat kiltire edildikten sonra
AOQO/EtBr ile boyandi. Stok AO ve EtBr boyalari son
konsantrasyonu 100ug/ml olacak sekilde fosfat
tamponunda (PBS) hazirlandi. Hicre  kiltir
suresinin dolmasi ile hiicreler 3'er yl AO ve EtBr ile
boyanarak floresan mikroskobunda sayilarak
degerlendirildi. AO canl hicrelerin ¢ekirdeklerinin
yesil renkte gériinmesini saglarken, EtBr ise nekrotik
hiicrelerin ¢ekirdeklerini kirmizi renkte gérinmesine
neden olur. Apoptotik hicreler ise karakteristik
pargcalanmis nikleus goriinimdi ile turuncu renkte
gOzlenir.

RNA izolasyonu ve cDNA sentezi: HT29
hicrelerine 5 ve 50uM'liIk dozlarda sisplatin
uygulandi ve 72 saat kulture edildi. Hucrelerden
RNA izolasyonu, “High Pure RNA Isolation Kit”
(Roche, Almanya) kullanilarak, dreticinin dngérdigu
protokole gbére vyapildi. Elde edilen RNA'lar
spektrofotometrede (NanoDrop ND-1000, NanoDrop
Technologies, ABD) 260 nm dalga boyunda
Olcllerek pl'deki upg degerleri belirlendi. Primer
olarak random hekzamerler kullanilarak Transcriptor
First Strand cDNA Sentez Kiti (Roche, Aimanya) ile
1ug total RNA'dan Uretici firmanin protokoll takip
edilerek cDNA sentezi yapildi.

Kantitatif (niceleyici) Real-Time PCR
analizi: Elde edilen cDNA o&rneklerinden, hicre
c¢ogalmasi ile apoptotik yolaklarda gorevli olan
BCL2L1, kaspaz 3 (CASP3) ve kaspaz 8 (CASP8)
genlerinin mRNA ifade diizeyleri, niceleyici Real-
Time PCR yontemi ile Light Cycler 480 (Roche
Diagnostik, Almanya) cihazi kullanilarak arastirildi.
Arastirilan genlerin cDNA'larina 6zgul olan primer
dizileri ve Universal Probe Library (UPL) prob
numaralari Tablo I'de verilmistir. Amplifikasyonlar 20
ML toplam tepkime hacmi igerisinde; CcDNA,
mRNA'ya 6zgu primerler, UPL probu, LightCycler
TagMan Master karisimi (Roche, Almanya) ve
distile su kullanilarak gergeklestirildi. BCL2L1,
CASP3 ve CASP8 gen ifade miktarlarini normalize
etmek igin housekeeping gen olan GAPDH mRNA

ifade duzeyi referans olarak alindi. Her bir
konsantrasyon igin deney U¢ kez tekrarlandi.
istatistiksel analizz Hicre canliligi,

apoptoz ve nekrotik oranlardaki degisimler “tek
yonli Anova” testiyle SPSS 15.0 istatistik programi
kullanilarak degerlendirildi. Doza ve zamana bagh
olarak degisen, BCL2L1, CASP3 ve CASP8 mRNA
ifade dizeylerindeki farkhiiklar “REST (2009
V2.0.13)" istatistik programi ile kar§|Ia$t|r|Id|15.
0.05'den kuglk olan p degerleri istatistiksel agidan
anlamli olarak kabul edildi.
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Tabloe | : Real-Time PCR'da kullanilan primerler ve UPL problar

Gen Forward Primer Reverse Primer UPL Prob No.
BCL2L1 5-TTGGACAATGGACTGGTTGA-3' 5 GTAGAGTGGATGGTCAGTG-3' 28
CASP3 5-TGGAATTGATGCGTGATGTT-3' 5.TGGCTCAGAAGCACACAAAC-3 68
CASP8  5-TCCAAATGCAAACTGGATGA-3' 5-TCCCAGGATGACCCTCTTCT-3 62
GAPDH  5-AGCCACATCGCTCAGACAC-3' 5-GCCCAATACGACCAAATCC-3' 60

BULGULAR sisplatine (5uM ve 50uM) cevap olarak antiapoptotik

72 saat sireyle sisplatin ile kdltire edilmis
HT29 hicrelerine ait canlilik, apoptoz ve nekroz
oranlarina iliskin bulgular Sekil 1'de verilmistir. Buna
gbre HT29 hucrelerine 72 saat sire ile sisplatin
uygulandiginda 75uM konsantrasyonda hicrelerin
yarisini 6ldirmek igin gerekli olan doza karsilik
gelen IC50 dozuna erigildigi belirlendi. Bu dozda
g6zlenen apoptotik hicrelerin orani yaklasik %21
olarak bulundu. 75uM'in  (zerindeki sisplatin
konsantrasyonlarinin  ise  HT29 hiicrelerinde
apoptotik etkiden ziyade nekrotik etki gosterdigi ve
bu dozlarda nekrotik hicrelerin oraninin %50'nin
Uzerine c¢iktigi belirlendi. Ayrica ylksek dozlarda
(>75uM) ise apoptotik hucrelerin oraninda bir
azalma oldugu dikkat ¢ekmektedir (Sekil 1). HT29
hucrelerinin  IC50 degerinin altindaki dozlarda
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(BCL2L1) ve apoptotik (CASP3 ve CASP8) genlerin
mRNA ifade diizeylerindeki degisiklikleri ayni sireli
inkibasyon sonrasinda arastirdigimizda elde edilen
bulgular Sekil 2'de verilmigtir. Buna goére 5uM
sisplatin uygulanan hucrelerde ilag uygulamasi
yapiimayan kontrol hicrelerine oranla BCL2L1
mRNA'sinin 2.64 kat, CASP3 mRNA'sinin 1.9 kat ve
CASP8 mRNA'sinin ise 4.0 kat arttigi bulundu
(p<0.05). Sisplatinin 50uM dozda uygulandigi
hiicrelerde ise kontrol hiicrelerine oranla BCL2L1
mRNA ifade diizeyinde istatistiksel agidan anlaml
bir farkllik gézlenmezken, CASP3 mRNA'sinin 2.2
kat ve CASP8 mRNA'sinin ise 3.0 kat artmis oldugu
bulundu (p<0.05).
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Sekil 1 : 72 saat sUresince sisplatin uygulanmis olan HT29 hicrelerinde gdzlenen canll,
apoptotik ve nekrotik hicrelerin ylizdese| oranlar|,
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Sekil 2 : BCL2L1, CASP3 ve CASP8 mRNA ifadelenme dizeyleri.
*, p<0.05 degerini gbstermektedir.

TARTISMA

DNA hasarinin blyilk olglide platinin
sitotoksik  Ozelliklerinden kaynaklandidi  yaygin
olarak kabul edilen bir fikirdir. Malign hastaliklarin
tedavisinde, sisplatin ve benzeri platin bazli
kemoterapétik bilesikler dizenli olarak kullaniimaya
ba§lanm|§t|r6. Platin iceren bu bilesikler genel olarak
akciger, testis, over, serviks ile bas ve boyun
kanserlerinin tedavisinde kullaniimaktadir'®.

Yapilan bir galismada HT29 hdicrelerine
12ug/ml (=4puM) dozda sisplatin uygulandiginda 3
gunln sonunda hucre canliiginin %75'in Uzerinde
oldugu belirlenmigtir”. Calismamizda, benzer
sekilde 5uM sisplatin uygulamasi sonrasinda HT29
hicrelerinin canliliginin %75'in Uzerinde oldugunu
belirledik (Sekil 1). Suzuki ve ark.'nin yapmis oldugu
calismada, kolorektal kanser hiicre hatti olan DLD1
hiicrelerine sisplatin uygulandiginda IC50 degerinin
78.4uM oldugu biIdiriImigtir18. Bu veri ¢calismamizda
sisplatin uygulanan HT29 hicreleri i¢in buldugumuz
IC50 degeri olan 75uM ile benzerlik géstermektedir
(Sekil 1). Bu durum kolon kanser hiicre hatlarinin ve
dolayli olarak kanserli dokularin, belli bir
konsantrasyonun uzerindeki sisplatine kargi direncli
olabilecegini distndirmektedir.

BCL2 ailesi Uyelerinin ifadesinin
kontrolindeki duzensizlikler kanser gelisiminde
sikhkla gérﬂlmektedir19. Cesitli  kanserlerde

radyasyona ve sisplatin ile taksanlar gibi anti-timér
ajanlarina kargl goézlenen direng, anti-apoptotik
ozellikte olan BCL2 ve BCL2L1 (BCL-XL)
proteinlerinin ifadesi ile iliskilidir’®?°. Yapilan bir
calismada yumurtalik kanseri hiicre hattinda 5uM ve
20uM sisplatin uygulandiginda goézlenen direng

5 i S50 M
264 0,94
19 2.2
4 3
BCL-XL ifadesinde azalmanin olmamasi ile
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iligkilendirilmi§tir27. Calismamizda, HT29 hiicrelerine
disik dozda (5uM) sisplatin uygulandiginda
hicrelerde apoptotik oranin 50uM'a godre daha
disik oldugunu ve bu durumun olasi nedenlerinden
birisi, 5uM dozda ilag uygulanmayan hucrelere
(kontrol) oranla, BCL2L1 mRNA'sinin ifade
diizeyinde azalmanin olmamasidir. Buna karsin
etkin apoptotik doz olan 50uM'da ise, BCL2L1
mRNA diizeyinde artigsin olmamasinin bu dozda
gorulen ylksek apoptotik cevaba neden olmus
olabilecegidir. CASP8'in de, radyasyon ve
kemoterapétik ajanlar ile uyarilan afoptozda onemli
rol oynayabilecegi biIdiriImi§tir28'9 Yapilan bir
g¢alismada, sisplatine maruz birakilan insan testis
kanseri hlcre hatlarinda (833K ve GCT27) CASP8
geninin mRNA miktarinda artis oldugu
belirlenmistirso. Calismamizda, sisplatin uygulanan
HT29 hucrelerindeki CASP8 geninin ifade edilme

dizeyine baktigimizda, 5uM sisplatin
uygulanmasinin  genin  mRNA miktarini, 50uM
sisplatin  uygulanmasina oranla daha fazla

arttirdigini belirledik (Sekil 2). 5uM dozda CASP3'iin
mRNA ifade edilme diizeyini 50uM'daki ifade edilme
diizeyine gore daha az bulmus olmamiz,
proapoptotik yolagin baslangicinda oldugu bilinen
CASP8'in effektor kaspazlardan olan CASP3'U
yeterince aktive edememesi olabilecegini
disdndurmustir. Ayni zamanda, 5uM dozda
BCL2L1 mRNA ifade edilme diizeyinin artmasi, anti-
apoptotik sinyalin daha baskin olmasi nedeni ile
disiik oranda apoptoza neden olabilecegdini de akla

getirmistir.  Diger  taraftan, 50uM  sisplatin
uygulandiginda CASP3 ve CASP8 mRNA
dizeyindeki artisa eslik eden BCL2L1 mRNA
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dizeyindeki azalisin daha yuksek oranda apoptoza
neden olmustur.

Calismamizda, insan kolon kanser hucresi
HT29'da sisplatinin 72'inci saat ve 50uM dozda
apoptozu uyardigini, bu dozun Uzerine ¢ikildiginda
ise sisplatinin hicreleri nekroza goétirdigind ve
toksik etki olusturdugunu belirledik. Ayrica, apoptotik
genler olan CASP3 ve CASP8'in artmis mRNA ifade
edilme duzeyleri, kolon kanseri hicrelerinin
sisplatinuyartt I apoptoza giderken kaspaz
kaskadini kullandigini gostermistir. Sonug olarak,
sisplatin direncine neden olan BCL2L1 tarafindan
aktiflestirilen anti-apoptotik yolagin yeni gelistirilecek
olan ajanlar ile baskilanmasinda ve kolon kanseri
tedavisinde gd6zlenen sisplatin direncinin asilarak
daha verimli tedavi  seceneklerin  Klinige
sunulmasinda bu tarz pre-klinik molekiler diizeyde
yapilan arastirmalarin yararli olabilecegi
inancindayiz.
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