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Arastirma Makalesi

Insan Meme Kanseri Hiicre Serileri (MCF-7) Uzerine Apelin-13’iin
Etkilerinin Arastirilmasi: In Vitro Bir Calisma

The Investigation of The Effects of Apelin on Human Breast Cancer Cell Lines (MCF-7): An In Vitro Study

Ferda KOYUNOGLU?®, Suat TEKIN?, Vahit KONAR?, Siilleyman SANDAL?

1I_:lrat Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimii, Elazi§
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Ozet

Apelin, G protein kenetli orfan apelin reseptdrinin (APJ) endojen ligantidir. Apelinin hipotalamusta 6zellikle arkuat, supraoptik ve
paraventrikiller nikleus gibi hipotalamik alanlarda dagilim gostermesi testis, prostat ve meme dokusunda APJ’nin bulunmasi, Ureme
sistemi (izerinde apelinin énemli fizyolojik etkilerinin olabilecegini akla getirmektedir. Apelinin yapisindaki 13 amino asit dizilimi tim
formlarinda degismez oldugundan, temel apelin yapisi apelin-13 olarak kabul edilmektedir. Bu galismada ilk olarak, 6strojen duyarli insan
meme kanseri hiicre hattina (MCF-7), apelin-13’tin 0.1, 1 ve 10 nM’'lik konsantrasyonlari, éstrojen hormonunun 1, 10, 100 nM’lik
konsantrasyonlari uygulandi. Daha sonra apelinin, 1 ve 10 nM olan dozlari ile 6strojen hormonunun 1, 10, 100 nM’lik dozlari eg zamanli
olarak kiiltiire uygulandi ve 24 saat inkiibe edildi. Bu maddelerin MCF-7 hiicre canhli§i tizerine etkileri, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay ile belirlendi. Sonuglar, % hicre canhlik degeri olarak belirlendi. MCF-7 hicre hattina
uygulanan apelin-13’(in hiicre canliligini azalttigi (p<0.05), dstrojenin ise hiicre canhiligini arttirdigi tespit edildi (p>0.05). Apelin-13’tn,
MCEF-7 hiicre serilerinde canhligi azaltmasi (6strojen indiiklemeli gruplarda dahil) poliferatif etkinin dstrojen reseptor kaynakli oldugunu
ve apelin-13’in anti-kanserojenik bir ajan olarak kullanilabilecegini akla getirmektedir.

Anahtar Kelimeler: MTT assay, apelin, APJ, MCF-7, hiicre kalturd

Abstract

Apelin is the endogenous ligand for the G-protein-coupled APJ receptor. Apelin has been found in hypothalamic fields such as the
paraventricular nucleus and supraoptic nucleus of the hypothalamus and it is seen in testicle, prostate and mammary tissues. Therefore
apelin may be influential on productive system. Apelin show the distribution the hypothalamus, especially the arcuate, supraoptic nucleus
and such as paraventricular hypothalamic areas. Presence of APJ in the testicles, the prostate tissue, breast tissue, suggests that apelin may
be important physiological effects on the reproductive system. As the sequence of 13 amino acids in apelin can not be changed, the basic
apelin structure is accepted as apelin-13. In the study, firstly, 0.1, 1 and 10 uM concentrations of apelin-13 and 1, 10, 100 pM
concentrations of estrogen were applied into the line of estrogen sensitive breast cancer cell (MCF-7). Apelin 0.1, 1 and 10 yM and
estrogen hormone 1, 10, 100 uM were simultaneously cultured and incubated for 24 hours and their effectiveness were detected by means
of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). It has been detected that apelin-13 applied into MCF-7 line
decreases the cell liveliness, and estrogen increases cell liveliness (p<0.05). These results suggest that the proliferative effect on MCF-7 is
estrogen receptor oriented because estrogen hormone is estrogen receptor positive. Apelin-13 to reduce the viability of MCF-7 cell lines
(including estrogen-induced groups) suggests that poliferatif effect is induced estrogen receptor and apelin-13 can be used as an anti-
carcinogenic agent.

Key words: MTT assay, apelin, APJ, MCF-7, cell culture

Giris

Meme kanseri, kadinlar arasinda yaygin gériilmekte ve ailesinin yeni bir (yesidir (6) ve etkilerini APJ

kanser nedenli élimlerin basinda yer almaktadir. Dinya
Saghk Orgitii tarafindan, kadinlarda goriilen kanser
trleri icinde en yaygin olaninin meme kanseri oldugu
rapor edilmistir (1). Hastaligin yaygin olarak gorilmesi
ve Olimle sonuglanmasi nedeniyle bu hastaligin
tedavisine yonelik arastirmalar halen guncelligini
korumakta ve giderek artmaktadir.

Meme Kkanserlerinin ortaya ¢ikmasi ve gelismesinde
basta dstrojen (E,) olmak Uzere bazi hormonlarin rol
oynadigi ve hormonlarin etkisi olmadan, meme kanseri
olmayacagi bildirilmektedir (2, 3). Bundan dolayi
kadinlarda meme kanseri erkeklere oranla 100 kat daha
sik gorilmektedir (4).

Obezitenin meme kanserinde bir risk faktdrii oldugu ve
diyete bagli yag ahminin kanser gelisiminde énemli rol
oynadi§ ileri surtilmektedir (5). 1998 yilinda Tatemato
ve ark. tarafindan kesfedilen apelin, adipoz doku
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reseptorlerine baglanarak ortaya koyar (6-8). ilk olarak
sigir mide dokusundan izole edilmis olan apelin (6, 7),
77 aminoasitlik diziye sahip bir preproapelin
prekirsoriinden turemistir ve farkli dokularda degisik
apelin formlari bulunmaktadir (apelin-10, 13, 16 ve 36
gibi) (9, 10). Yapilan in vitro ¢alismalarda tim apelin
tirevleri icerisinde biyolojik olarak en aktif olan formun
apelin-13 oldugu ortaya konulmustur (6, 9). Habata ve
ark. sican meme dokusunda gebelik ve laktasyon
doneminde apelin ekspresyonunda belirgin bir artis
oldugunu belirlemislerdir (11). Yapilan calismalarla,
apelinin sadece sigir ve sican st orneklerinde degil,
insan sitiinde de bol miktarda bulundugu gosterilmistir
(9, 10, 12). Apelin mRNA’sinin, Hs 578T insan meme
kanseri hiicre kiltirlerinde yiiksek seviyelerde eksprese
edildigi ortaya konulmustur (13). Ayrica malin duktal ve
lobller timdr hicrelerinde de apelin  mRNA
ekspresyonunun devam etti§i gosterilmistir (14). Tum bu
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bulgular, meme kanseri gelisiminde apelinin 6nemli
etkilere sahip olabileceg@ini distindirmektedir. Fakat bu
siirecin aydinlatilmasina yonelik yapilan calismalarin
sayisi oldukca azdir. Bu cahisma, apelin-13 ve E,
hormonlarinin in vitro olarak, MCF-7 hiicre hatti (izerine
olan etkilerini belirlemek amaciyla yapildi.

Gereg ve Yontem

Kimyasallar

Apelin-13 (Cayman), B-6strodiol (Alfa aesar), Newborn
calf serum (FCS) ve pensilin-streptomisin (Biological
Industries, israil), NaCl, NaOH, dimetil silfoksit
(DMSO) ve HCI (Merck, Almanya) satin alindi.
Kullanilan diger kimyasallar ve medyumlar, Sigma—
Aldrich’ten (St. Louis, MO, ABD) saglandi. Deneylerin
tim safhalarinda bi-distile su kullanildi. Test edilecek
apelin-13, medyumda c¢oziilerek 0.1, 1 ve 10 nM’lik
konsantrasyonlari, 3-Gstrodiol ise etil alkolde (ETOH)
cozulerek 1, 10, 100 nM’lik konsantrasyonlari deneyde
kullanilmak Uzere hazirlandi. Stok c¢ozeltiler deney
stiresince +4°C’de muhafaza edildi.

Hucre kaltara

MCF-7 hiicreleri Orta Dogu Teknik Universitesi
Biyoloji Bolumi’nden (Ankara) temin edildi. Calisma,
indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
Molekdiler Arastirmalar Laboratuvarinda yapildi. Tim
hiicreler 25 cm? kiltiir flasklarinda, RPMI-1640 medyum
(igerisine %10 FCS, 100U/ml penisilin ve 0.1mg/ml
streptomisin ilave edilerek hazirlanan) ile beslendiler.
Karbondioksitli inkibatérde (%5 CO,+%95 O,; Nuaire
Co, Playmouth,MN, ABD), 37°C’de ve nemli ortamda
tutulan hicrelerin  medyumlart haftada iki defa
degistirildi. Hicreler konfluent oldugunda, tripsin-EDTA
solisyonu kullanilarak flasklardan sokildi ve 96
kuyucuklu plaklara aktarilarak 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
difenil tetrazolium bromid (MTT) assay analizlerinde
kullanild.

Test ajanlari ile muamele

Test ajanlari ile muamele edilmeden &nce hiicrelerin
canlilik oranlar (tryphan blue exclusion yontemi ile)
belirlendi. Canlilik oraninin %90’in altinda oldugu
durumlarda deneylere baslanmadi. Test edilecek apelin-
13 hormonun 0.1, 1 ve 10 nM’lik, E; hormonunun 1, 10,
100 nM dozlar ve ayni miktarlarda ¢oziicii (ETOH)
hiicrelerin icinde bulundugu kuyucuklara ilave edildi ve
karbondioksit inkiibatériinde 24 saat sireyle 37°C’de
inklibasyona birakildi.

MTT Assay

Sitotoksik etkiler, sitotoksisitenin degerlendirilmesinde
yaygin olarak kullanilan enzimatik test yontemlerinden
biri olan MTT assay ile belirlendi. Bu yontem, MTT
boyasinin tetrazolium halkasini pargalayabilmesi ilkesine
dayanmaktadir. Bu yontemde, MTT canh hiicrelere aktif
olarak absorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal siiksinat
dehidrogenaz tarafindan katalize edilerek mavi-mor
renkli, suda c¢Ozinmeyen formazana indirgenir.
Formazan olusumu, vyalnizca aktif mitokondrinin
bulundugu canh hiicrelerde goriilmektedir. Bu da hiicre
canlihginin  bir belirteci olarak kabul edilir ve
spektrofotometrik olarak belirlenen deger, yasayan hiicre
sayisi ile iliskilendirilir (15, 16). Steril PBS icerisinde

F. Koyunoglu ve ark.

hazirlanan stok MTT solusyonundan, 0,5 mg/mL MTT
¢alisma soluisyonu hazirlandi ve 96 kuyucuklu plaklara
ilave edildi. inkibatorde 3 saat bekletildikten sonra
plakalardaki hicrelerin optik dansiteleri, ELISA plate
okuyucuda (Synergy HT ABD) 550 nm dalga boyunda
okutuldu (17). Kontrol kuyucuklari okutularak, elde
edilen absorbans degerlerinin ortalamasi alindi ve bu
deger %100 canl hiicre olarak kabul edildi. Coziici ve
ajan uygulanan kuyucuklardan elde edilen absorbans
degerleri, kontrol absorbans degerine oranlandi ve yiizde
canlihk olarak kabul edildi. MTT denemeleri farkh
gunlerde en az on kez tekrar edildi.

istatistiksel Analiz

Gruplarin normal dagihma uygunlugu, Kolmogorov
Smirnov  testi ile  degerlendirildi.  Gruplarin
karsilastiriimasinda tek yonli varyans analizi kullanildi.
Varyanslarin homojenligi, Levene testi ile analiz edildi.
Tek yonll varyans analizi sonrasi varyanslarin homojen
olmadi§i go6zlendi ve c¢oklu Kkarsilastirmalar igin
TAMHANE T2 testi kullanildi. p<0.05 istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Veriler ortalama + standart
hata olarak ifade edildi.

Bulgular

MCEF-7 hicreleri, 24 saat slreyle apelin-13’Un farkh
konsantrasyonlari ile (0.1, 1 ve 10 nM) inkiibe edildikten
sonra hiicrelerin canlilik oranlarinda meydana gelen %
degisimler belirlenip sonuglar Sekil 1’de gosterilmistir.
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Sekil 1. Apelin-13 uygulanmasindan sonra hiicre
canlilifinda meydana gelen (Ort + SH) degisiklikler
(?p<0.001; TAMHANE Post Hoc Turkey HSD).

Uygulanan apelin-13’(n, tim konsantrasyonlari hicre
canliliginda 6nemli azalmalara sebep oldu (p<0.001).

E, hormonunun tim dozlari, (1, 10, 100 nM) 24 saat
stireyle hiicre hattina uygulandi ve bu siire sonunda,
E,’ye ek olarak apelin-13’ln iki farkli dozu (1-10 nM)
ilave edildi. Hucrelerin % canlilik oranlar Sekil 2A, B,
C’de gosterilmistir.

E,’nin tum dozlarinin (1, 10, 100 nM) tek basina
uygulandigi hiicrelerin % canlilik miktarinda artis oldugu
ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig
gozlendi (p>0.05). E, ile inkiibe edilen hicrelere
inklibasyon sonrasi uygulanan apelin-13’an, her iki
dozunun da hicre canlihginda anlamli azalmalar
meydana getirdigi tespit edildi (®p<0.001, °p<0.005,
°p<0.01, %p<0.05).
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Hicre hattina 1, 10 ve 100 nM E, ile es zamanli 0.1, 1
ve 10 nM apelin-13 ilave edilerek yapilan denemelerde
hiicre % canlilik miktarlari  Sekil 3A, B, C’de
gosterilmistir.

Apelin-13 ve E,’nin es zamanl uygulanma sonrasinda
hiicre canhilijinda meydana gelen azalmanin, 24 saat E,
uygulamasi sonrasinda elde edilen sonuclarla benzerlik
gosterdigi tespit edildi.

Tartisma

Kanser, son yillarda en biyik saglik sorunlardan biri
haline gelmis ve kadinlarda en sik gorilen kanser
kaynakli 6lim nedenlerinin meme kanseri oldugu rapor
edilmistir (18).

Meme kanserlerinin ortaya c¢ikmasi ve gelismesinde
basta E, olmak (izere bazi hormonlarin rolii oldugu ve
hormonlarin etkisi olmadan meme kanseri olmayacagi
bildirilmektedir (2, 3). 17B-6stradiollin dstrojen reseptor
(ER) pozitif meme timoér hicrelerinde cogalmayi
uyardigi ve apoptozu engelledigi bilinmektedir (19).
Meme karsinomundaki ilerlemenin, E, bagimh oldugu
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Sekil 2. 1 nM (A) 10 nM (B) ve 100 nM (C) E,
uygulamasindan 24 saat sonra uygulanan apelin-
13’n (1 ve 10 nM) hiicre canliliinda meydana
getirdigi  (OrtxSH)  degisiklikler  (p<0.001;
bp<0.005; p<0.01; dp<0.05; TAMHANE Post Hoc
Turkey HSD)

baska calismalarda da gosterilmistir (20, 21). ER pozitif
meme kanseri hiicrelerinde, dstrojen ER’yi aktive ederek
hiicre siklusundaki G1 fazi kisaltip hiicrenin daha sik
sekilde bdlinmesine neden oldugu ayrica rapor
edilmistir (22). Bizim calismamizda E, hormonunun 1,
10, 100 nM’lik konsantrasyonlari, MCF-7 hiicre hattina
uygulandi ve % hiicre canhligini mevcut calismalara
benzer sekilde kismen artti§i tespit edildi. Bu bulgu,
hastaligin patofizyolojisinde E, hormonu ve reseptorii
icin sunulan olasi rollerini daha guicli kilmaktadir.

Yag dokunun, aktif endokrin organ gibi, birgok hormon
ve sitokin salgiladigi bilinmektedir (23-25). Yag doku
kitlesindeki artisin, meme kanserinde bir risk faktori
oldugu (5) ve yiksek Kkalorili diyetlerin kanser
etiyolojisinde  rol  oynadigi  bilinmektedir  (26).
Obezitenin bazi kanser formlariyla olan iliskisi uzun
zamandir  bilindiginden  (27),  adipositokinlerin
kanserojen olarak obezite ile kanser arasinda bir
baglantisinin ~ olup  olmadigini  tespit  edilmeye
calisiimakta ve arastirmalar bu yonde agirhk
kazanmaktadir (28). Mevcut literatiirde, yad doku
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kaynakli bazi hormonlarin insan meme kanseri ile
iliskisini aciklayan calismalar bulunmaktadir. Ozellikle
adiponektin ve leptinin meme kanseri ile baglantisi rapor
edilmistir (29-31). Kim ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada, yag doku kaynakli bir hormon olan
visfatinin, MCF-7 hiicre hatti {izerinde yapilan
denemelerde doz bagimli olarak hiicre canlihgini arttigi
gosterilmistir (32). Somasundar ve ark. tarafindan
yapilan calismayla leptin hormonun MCF-7 hiicre
serilerinde canlihgi etkilemedigi rapor edilmistir (33).
Catalano ve ark.’nin yaptigi ¢calismada, MCF- 7 meme
kanseri hiicre serilerinde leptinin aromataz aktivitesini
indlkledigi, E, sentezini arttirdi§i ve E, bagimh meme
kanseri progresyonuna neden oldugu gosterilmistir (34).
Bir baska calismada ise, adiposit iligkili kompleman
protein 30 (Acrp 30)’un doz bagimli olarak MCF-7
hiicre canhligini azalttigi  gosterilmistir  (35). Bu
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Calismada kullantlan apelin-13’in, tim
konsantrasyonlarinin % hiicre canlihgini azalttigi tespit
edildi. Mevcut literatirdeki in vitro calismalarin
sonuclari ile cahismamizin bulgulari celismektedir. Bu
farklihgin, calismalarda kullanilan kanser hicreleri ve
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Hiicre Canlihgi (%)

bulgular, yag doku ile meme kanseri arasindaki
sinyalleri giderek glgcli kilmakta ve ya§ dokunun bir
baska hormonu olan apelinin, meme kanserindeki olasi
rollerine dikkatleri ¢ekmektedir. Apelin hormonu ve
kanser arasindaki iliskiyi gosteren calismalarin sayisi
oldukca azdir. Berta ve ark. insan akciger kanser
hiicresi (NSCLC) (zerinde apelin uygulamasinin
etkilerini, hem in vitro hemde in vivo olarak
arastirmislardir.  Sonu¢  olarak in  vitro apelin
uygulamasinin hiicre canhligini etkilemedigi, in vivo
calismada ise apelinin anjiyogenezi uyararak timor
hiicresinin gelisimini arttirdigi gosterilmistir (36). Heo
ve ark. insan dil kanseri hiicreleri (zerinde yapmis
olduklar bir baska calismada, apelinin hiicre canlihgini
arttirdigini rapor etmislerdir (37). Bizim galismamizda
apelin-13’tn, 0.1, 1, 10 nM’lik konsantrasyonlarinin
MCEF-7 hiicre canliligi Uizerine olasi etkileri arastirildi.
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Sekil 3. 1 nM (A), 10 nM (B) ve 10 nM (C) E, ile
apelin-13’tin (0.1, 1 ve 10 nM) es zamanl
uygulanmasinin hiicre canliliginda meydana getirdigi
(Ort+SH) degisiklikler (3p<0.001; °p<0.005; ©p<0.01;
90<0.05; TAMHANE Post Hoc Turkey HSD)

sahip olduklari reseptor gesitlerinin farkli olmasinin yani
sira, kullanilan apelin  formlarinin ayni  biyolojik
aktiviteye  sahip  olmamasindan  kaynaklandigini
dustindurmektedir. Ayrica in vivo ¢alismalarda apelinin
dogrudan degil, vaskiler anjiyogenezi arttirarak dolayli
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bir  mekanizmayla timér  gelisimini  arttirdigi
bildirilmistir. Bu durum peptidin in vivo ve in vitro
ortamlarda yapilan denemelerde farkli etkiler ortaya
koyabilecegini gdstermektedir. Bizim calismamizda
sitotoksik etkinin ER duyarli MCF-7 hiicrelerinde ortaya
¢ikmis olmasi, etkinin ER aracili bir mekanizma ile
oldugunu dusundirmektedir. Ayrica, apelin-13’in E,
indlklemeli gruplarda dahil olmak tizere, MCF-7 hiicre
serilerinde canlih@ azaltmasi peptidin anti-kanserojenik
bir ajan olarak kullanilabilecegini akla getirmektedir.
Apelin-13 ile meme kanseri arasindaki iliskiyi agiklayan
herhangi bir literatlir bilgisi mevcut olmayip, ¢calismamiz
bu alanda yapilmis ilk arastirma olma 06zelligindedir.
Calismada kullanilan kanser hiicrelerinin insana 6zgi
olmasi, calismamizdan elde ettigimiz sonuglarin 6nemini
arttirmaktadir. Bu maddelerin, in vivo denemelerde nasil
sonuglar vereceginin, saglikh dokular tizerine etkilerinin
neler olacaginin arastiriimasi  olduk¢a &nemlidir.
Mekanizmanin daha iyi anlasilabilmesi icin, hem in vitro
hem de in vivo farkh kapsaml calismalara ihtiyag
duyulmaktadir.
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