www.biodicon.com Biological Diversity and Conservation

ISSN 1308-8084 Online ISSN 1308-5301 Print

Research article/Arastirma makalesi
DOI: 10.46309/biodicon.2021.881957
14/2 (2021) 188-192

Role of selenium in breast cancer cell line (MCF-7)

Dilek DUZGUN ERGUN ™, Giilsah KOC?, Ahu SOYOCAK?
ORCID: 0000-0002-6245-6631; 0000-0003-0999-2774; 0000-0002-9678-5652

!istanbul Aydm Universitesi, Tip Fakiiltesi, Biyofizik Anabilim Dali, istanbul, Turkey
2 Istanbul Aydin Universitesi, Tip Fakiiltesi, T1bbi Biyoloji Anabilim Dal, istanbul, Turkey

Abstract

Breast cancer is among the common causes of death in the world, it is known that genetic, endocrine and
environmental factors play a role in its etiology. Intake of supplements in nutrition is important for the development of
new agents for breast cancer treatment or to increase the effectiveness of existing drugs. It is suggested that
micronutrients such as selenium taken from vegetable and animal foods such as seafood, legumes, meat, milk, and nuts
may play a role in preventing or suppressing cancer by supporting the effectiveness of anticancer agents. In our study,
200 nM selenium was applied to a human breast cancer cell (MCF-7) line for 48 hours. Cell viability by trypan blue
method, cell proliferation by XTT, total antioxidant (TAS)-oxidant capacity (TOS) and oxidative stress index (OSI)
values were analyzed by ELISA method. A decrease was detected in cell viability, proliferation, TAS, TOS values in
the selenium applied group compared to the control group not to statistically significant and an increase was observed in
the OSI value. According to the results obtained in our study, it was determined that selenium concentration, which
appears to be effective in normal cells, does not show the same effect on breast cancer cells.
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Meme kanseri hiicre dizisinde (MCF-7) selenyumun rolii

Ozet

Meme kanseri diinyada sik goriilen 6liim nedenleri arasinda yer almaktadir, etiyolojisinde genetik, endokrin ve
cevresel faktorlerin rol aldig1 bilinmektedir. Meme kanseri tedavisine yonelik yeni ajanlarin gelistirilmesi ya da varolan
ilaglarm etkinliginin arttirilmasi ig¢in beslenmede takviye gidalarin alimi 6nem tagimaktadir. Deniz {iriinleri, baklagiller,
et, siit, kabuklu yemisler gibi bitkisel ve hayvansal gidalardan alman selenyum gibi mikrobesinlerin, antikanser
ajanlarin etkinligini destekleyerek kanserin énlenmesinde ya da baskilanmasinda rol alabilecegi 6nerilmektedir. Onceki
caligmalarimizda normal hiicre dizilerinde etkinligi belirlenen 200 nM selenyumun (sodyum selenit, Na,O3Se) 48 saat
siireyle tek bagina insan meme kanser hiicre dizisinde (MCF-7) pro-oksidan ya da anti-oksidan 6zellik gdsterip
gostermedigi aragtirilan ¢alismamizda, hiicre canliligi tripan blue metodu ile, hiicre proliferasyonu XTT metodu ile,
total antioksidan (TAS)-oksidan kapasite (TOS) ve oksidatif stres indeks (OSI) degerleri ELISA metodu ile analiz
edilmigtir. Selenyum uygulanan grupta hiicre canlihigi, proliferasyon, TAS ve TOS degerlerinde istatistiksel olarak
anlamli olmamakla birlikte azalma tespit edilmis, ayrica OSI degerinde artis oldugu goriilmiistiir. Calismanizda elde
edilen sonuglara gore normal hiicrelerde etkin gériinen selenyum konsantrasyonunun meme kanseri hiicrelerinde ayni
etkiyi gostermedigi belirlenmistir.
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1. Giris

Diinya Saghk Orgiitii tarafindan meme kanserinin, kadmnlar arasinda en yaygin goriilen hastaliklar arasinda
oldugu ve kanser nedenli 6liimlerin baginda yer aldigi bildirilmistir [1-4]. Meme kanserinin nedeni tam olarak
anlagilamamasia ragmen, genetik, endokrin ve gevresel faktorlerin etkili oldugu ileri siiriilmektedir [5]. Cevresel
faktorler arasinda yer alan diyet, meme kanserinin en onemli etiyolojik nedenlerinden biridir. Kanseri onlemek,
baskilamak ve geligimini yavaglatmak i¢in dogal ve sentetik ajanlar kullanilmaktadir [6,7]. Selenyum (Se), organizmada
hiicresel islevler icin son derece &nemli esansiyel bir elementtir. Insanlarda, selenyumun temel kaynagi diyettir.
Yetigkinlerde diyette 55 pg/giin selenyum alinu tavsiye edilmektedir. Gidalarla alinan selenyum miktarmmn 100-200
ug/gin olmasmm kanser gelisimini Onleyebilecegi, ancak 400 pg/gin oldugunda selenyumun toksik etki
olusturabilecegi rapor edilmistir [8,9]. Selenyum organik ve inorganik olmak iizere iki temel formda bulunur. Organik
selenyum alimi selenosistein formunda hayvansal gidalardan, selenometiyonin formunda ise bitkisel kaynakli
gidalardan alinabilmektedir. Inorganik tuz formunda olan selenyum ise sodyum selenit ve sodyum selenat formunda
olup; yaygin olarak besin zenginlestirme ve diyet destegi olarak kullanilmaktadir. Selenyum kaynagi olarak diyetlerde
en ¢ok findik, ay ¢ekirdegi gibi kabuklu yemisler, yagli tohumlar, midye, pisi baligi, tuna baligi, karides, somon, yengeg
gibi deniz Uriinleri, tavuk, sigir eti, hindi, siit, tahillar ve yumurta tavsiye edilmektedir [10-12]. Diyet ile alinan
selenyumun birgok biyolojik aktivitede rol oynadigi bilinmektedir. Selenyum bilesiklerinin kimyasal form,
konsantrasyon ve metabolik aktivitesine bagli olarak cogu kanser tiirlinii engelleyebilecegi, yiiksek konsantrasyonlarda
sitotoksik ve karsinojenik etki gosterebilecegi rapor edilmektedir [5,6,13,14]. Literatiirde selenyumun farkli hiicrelerde
pro-oksidan veya anti-oksidan gibi davranabildigi bildirilmektedir [6,14,15]. Selenyumun hiicre disindan igerisine
geeisi 24 saatten sonra tamamlandigindan [16], 48 saat tercih edilmistir. Daha 6nce yaptigimiz ¢alismalarda 48 saat
stireyle sodyum selenitin ¢esitli (100-200 nM) konsantrasyonlarinin etkinligi arastirilmigtir. Bu ¢aligmalarin sonunda
normal hiicre dizisinde reaktif oksijen tiirlerinin azalmasina destek olabilecegi gosterilmistir [17,18]. Aragtirmamizda
daha onceki ¢aliymalarimizda uygulanan ve etkin konsantrasyon olarak belirlenen 200 nM selenyumun meme kanseri
(MCF-7) hiicrelerinde hiicre canliligi, proliferasyonu, total antioksidan-oksidan kapasite ve oksidatif stres indeksi
iizerine olan etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

2. Materyal ve yontem
2.1. Hiicre kiiltiirii

Caligmamizda meme kanserine model hiicre dizilerinden biri olan MCF-7 hiicreleri kullanildi. MCF-7
hiicreleri soguk zincir ile teslim alindiktan sonra deneysel islemler yapilana kadar sivi azot tankinda (-196°C) sakland:.
Calismada kullanilan sodyum selenit (Na203Se) (Sigma), Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), fetal bovine
serum (FBS), fosfat tampon soliisyonu (PBS), penisilin-streptomisin antibiyotik soliisyonu, tripsin-EDTA (Wisent)
ticari olarak temin edildi.

Deneylerde kullanilacak olan 1s1 ile inaktive edilmis FBS ve standart kiiltiir besiyeri-cDMEM (%89 DMEM,
%09 1s1 ile inaktive edilmis FBS ve %1 penisilin-streptomisin antibiyotik soliisyonu) steril kosullarda hazirlanarak
hiicrelere uyguland1.

2.2. Deney gruplarinin olusturulmasi

MCF-7 hiicreleri steril kosullarda ¢ozdiiriilerek T25 flasklara ekildi. Ekilen hiicrelerin besiyerinin rengi kontrol
edildi, canliliklar1 ve yogunluklar1 invert mikroskopta gézlemlendi. %80 yogunluga ulasan hiicrelerden ekim yapilarak
kontrol (n=6) ve Se (200 nM) (n=6) gruplar1 olusturuldu. Ekimden 24 saat sonra ortamdaki besiyeri uzaklagtirilarak, 48
saat silireyle kontrol grubu taze besiyeriyle, selenyum grubu 200 nM Se iceren taze besiyeri ile muamele edildi.

2.3. Hiicre canlilhigi analizi

Hiicre canliligimi belirlemek iizere 6 kuyucuklu plakalara 5x10"5 olarak ekilen hiicreler 48 saat inkiibasyondan
sonra %0,25 Tripsin EDTA ile kaldirildi. 1200 rpm’de santrifiij edildikten sonra tripan blue ile boyama yapilarak hiicre
canlilig1 hesaplandi. Hiicre sayimi yapilirken tripan blue ile boyanmayan hiicreler canli, boyali hiicreler 6lii olarak kabul
edildi. % canlilik asagidaki formiil ile hesaplandi.

% Canlilik = (Canli hiicre sayis1 / Toplam hiicre sayist) x 100

2.4. Hiicre proliferasyonu (XTT) analizi

XTT (Sodium 3,3’-{1-[(phenyl amino) carbonyl]-3,4 tetrazolium}-Bis(4-methoxy-6- nitro) benzene sulfonic
acid hydrate) 6lglimii, 48 saat inkiibasyon sonrasinda her bir kuyucugu 7x1073 hiicre iceren 96 kuyucuklu plakalarda
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gerceklestirildi. Her kuyucuga 100 uL taze besiyeri ve 50 uL XTT soliisyonu eklenerek 2 saat inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasinda plakalarin optik dansiteleri ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

2.5. Total antioksidan-oksidan kapasite 6l¢iimii

Antioksidan ve oksidan kapasiteleri belirlemek iizere 5x105 hiicre 6 kuyucuklu plakalara ekildi. 48 saat sonra
tripsinize edilen hiicrelerden lizat hazirlandi. Total antioksidan ve oksidan kapasite 6l¢iimil i¢in ticari olarak temin
edilen Total Antioxidant Status Assay Kit (TAS) ve Total Oxidant Status Assay Kit (TOS) (Rel Assay Diagnostic-
Tiirkiye) kullanildi. Kit prosediiriinde belirtilen yonteme gore hazirlanan lizatlardan 6lgtim yapilarak TAS, TOS
degerleri ve oksidatif stres indeksi (OSI) = (TOS/(TAS*10)) formiiliinden OSI degeri hesaplandi.

2.6. Istatistiksel analiz

Calismadan elde edilen veriler, IBM SPSS 21 paket programu ile degerlendirildi. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilk testiyle belirlendi. Bagimsiz 6rneklem testlerinden Oneway ANOVA ile gruplar arasi
karsilastirmalar yapildi. Sonuglar ortalama + standart sapma (Ort + Ss) olarak verildi. Istatistiksel olarak anlamlilik
diizeyi p<0,05 kabul edildi.

3. Bulgular

Calismamizda MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda selenyum ile tedavi edilen
grupta; canlilik yiizdesinin ve proliferasyonun istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte azaldigi belirlendi (Tablo
1). Total antioksidan ve oksidan degerleri hesaplandiginda kontrol grubuna gore selenyum grubunda azaldig: gozlendi.
OSI degerinin selenyum grubunda %11 arttig1 belirlendi (Sekil 1).

Tablo 1. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde canlilik ve proliferasyon degerleri

MCF-7 Kontrol 200 nM Se p degeri
Canhilik (%) 98 +2,0 97 +3,6 0,696
Proliferasyon (O.D.) 0,451+ 0,018 0,448 + 0,036 0,847
(Ort £ Ss)
TAS (mmoUL) TOS (umoh’L)
0,013 1 16,000 -
0,010 A 15,000 4
0,008 1 14,000 -
0,005 - 13,000 -
0,003 A . 12,000 -
0,000 11,000 -
Kontrol 200 nM Se Kontrol 200 oM Se

Sekil 1. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde TAS ve TOS degerleri (Ort + Ss)
3. Sonuglar ve tartisma

Diyetle tiiketilen mikrobesinlerin kanser mekanizmasindaki roliinii arastirmak, kanseri kontrol etme ve 6nleme
yollarin1 bulmak i¢in degerli bir yaklasim olusturmaktadir [10—12]. Mikrobesin olarak selenyumun bir¢cok biyolojik
aktivitede rol oynadig1 bilinmektedir. Selenyum bilesiklerinin kimyasal form, konsantrasyon ve metabolik aktivitesine
bagli olarak, farkli hiicrelerde pro-oksidan veya anti-oksidan gibi davranabildigi bildirilmektedir [5,6,13-15].
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Literatiirde selenyumun farkli kimyasal formlarinm, dogal bilesenler ve sitotoksik ajanlarla birlikte kombine edilerek
cesitli kanser hiicrelerinde etkinliginin arastirildigi ¢aligmalar mevcuttur [15,19-23]. Bu ¢alismalarda selenyumun
metilseleninik asit, metilselenosistein ve nanopartikiil formlarmm, askorbik asit, folik asit, sisplatin ve diger anti-kanser
ilaglar ile birlikte kombinasyonunun kanser tedavisinin etkinligini arttirmak i¢in kullanilabilecegi gosterilmistir [15,19—
25]. Onceki ¢alismalarimizdan elde ettigimiz sonuglara gdre, in vitro olarak cesitli konsantrasyonlarda uygulanan
sodyum selenitin normal hiicre dizilerinde anti-oksidan olarak davrandigi belirlenmistir. Sodyum selenitin 100-200 nM
konsantrasyon araliginda, 48 saat siireyle uygulanmasinin laktodehidragenaz (LDH) salinimimi azalttigi, siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH) seviyelerini arttirdigi ve bu etkileri en fazla 200 nM konsantrasyonda
gergeklestirdigi gozlenmistir [17,18]. Bu g¢alismada selenyumun sodyum selenit formunda MCF-7 meme kanseri hiicre
dizisindeki etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir. Cetin ve arkadaslari, 24 saat siireyle 200 nM selenyum uyguladiklari
meme kanseri hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinde anlamli degisiklik olugsmadigini rapor etmislerdir [20]. 48 saat
stireyle uygulanan sodyum selenitin tek bagina nasil bir etki gdsterecegini arastirdigimiz ¢alismamizda, meme kanseri
hiicrelerinde canliligin, proliferasyonun ve total antioksidan-oksidan degerlerin istatistiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte azaldigi, oksidatif stres indeksinde artis oldugu belirlenmistir. Bu caligmalarin 1s1ginda seleyumun sinerji
olusturarak etki gosterebilecegi desteklemekte ve tek basina etkin olabilmesi i¢in in vitro olarak daha uzun siirelerde
uygulanmasi gerekmektedir. Ayrica ¢aligmalardan elde edilen sonuglarin in vivo ortamda da belirlenmesi selenyumun
kanser tedavisindeki roliiniin belirlenmesine katki saglayacaktir. Bu on degerlendirme, kanserin Onlenmesi ve
tedavisinde mikrobesin tiiketiminin tek bagina yeterli olamayacagi, bununla birlikte kullanilan mevcut kanser ilaglarinin
etkinliginin arttirilmasina katki saglayabilecegini desteklemektedir.
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