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Ozet

Amag: Ostrojenin bilinen reseptérleri (ERa,B) disinda
farkli bir reseptdr araciligiyla hizli sinyal yanitlari veya
transkripsiyon olaylart olugturdugu gosterilmistir. G-
proteini ile iligkili olan bu yeni reseptére GPER1 adi
verilmistir. G-1, GPER1 agonistidir ve kiigiik hiicreli disi
akciger kanser (KHDAK) hiicrelerinin proliferasyonunu
ve apoptozunu etkileyip etkilemedigine iliskin bir veri
bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu ¢alismada KHDAK
hiicre hattinda ostrojenin ve GPER1 agonisti G-1'in
hiicre proliferasyonu ve apoptozisi ilizerine olan etkisi
arastirtlmastir.

Yontem: Bu calismada Amerikan Tip Kiltiir
Koleksiyonundan (ATCC) temin edilen A549 hiicreleri
kullamldi. A549 hiicreleri, 17p-estradiol ve G-1(10*-10"
M) ile 48 ve 72 saat inkiibe edildi. Hiicre proliferasyo-
nunu degerlendirmek amact ile MTT ve Apoptozisi
gostermek icin kaspaz-3 kiti kullanildi. Istatistiksel de-
gerlendirilme i¢in ANOVA ve Dunnet post hoc testi
kullanildi. p <0.05 olan degerler anlamli kabul edildi.
Bulgular: A549 hiicrelerinde 48 ve 72 saat 173-estradiol
inkiibasyonu hiicre proliferasyonunda anlamli bir etki
olusturmadi. 10° M G-1 hiicre proliferasyonunu istatis-
tiksel olarak anlamli bir sekilde azaltti. G-1'in apoptotik
aktivitesi ise antiproliferatif etkisine paralel olarak 10°
M konsantrasyonda 6nemli artis gdsterdi.

Sonug¢: Bulgularimiz, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanser
hiicrelerinde GPER1 reseptoriiniin antiproliferatif ve
apoptotik roliiniin olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: A549; akciger kanser; 17[-
estradiol; G-1; GPER1
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Abstract

Aim: Estrogen receptors other than the existed ones
(ERa,PB) have been shown to be evident at the mole-
cular events such as fast signaling or transcription
events. Associated with the G-protein receptor, this
new receptor is called as GPER1. G-1 is known as a
GPERI1 agonist and how it affects the cell proliferation
and apoptosis of non-small cell lung cancer (NSCLC)
remains elusive. Therefore, in this study the role of
estrogen and GPERI agonist Gl on the cell
proliferation and apoptosis are investigated at the
NSCLC cell line.

Method: In this study, the American Type Culture
Collection (ATCC) A549 cells were used. A549 cells,
17B-estradiol and G-1, aGPER1 agonist, at 10°-10° M
concentrations were incubated for 48 and 72 hours. In
order to evaluate the cell proliferation and apoptotic
activity MTT kit and caspase-3 were used. For
statistical evaluation ANOVA followed by Dunnet
post hoc tests were used. P values <0.05 were
considered as significant.

Results: 17p-estradiol in A549 cells 48 and 72 hours
of incubation did not produce a significant effect on
cell proliferation. 10° M of G1 significantly reduced
the cell proliferation. Additionally, parallel to it's
anti-proliferative influence, G-1 significantly increa-
sed the apoptosis with a concentration of 10°M.
Conclusion: Our findings suggest that GPERI
receptors may have anti-proliferative and apoptotic
roles in non-small cell lung cancer cells.

Keywords: A549; lung cancer; 17p-estradiol; G-1;
GPER1
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Giris

Akciger kanseri tiim dinyada oldugu gibi
ilkemizde de 6nemli saglik sorunlarindan biridir. Diger
kanser Olimleri azalirken akciger kanserine bagh
Oliimlerde 3 kat artis meydana gelmistir (1,2). Kiigiik
hiicreli dig1 akciger kanserli hastalarin uzun dénemli sag
kalim oranlart kotii olmaya devam etmektedir. Giinii-
miizde yeni gelisen tanisal metodlara, ilerlemis cerrahi
tekniklere ve cerrahi dis1 tedavi yoOntemlerindeki
gelismelere ragmen genel olarak kiiciik hiicreli disi
akciger kanserli hastalarin 5 yillik sag kalim orani sadece
%14'diir (3).

Basta meme ve endometrium karsinomu olmak
iizere, bir grup neoplastik hastalikta yapilan ¢alismalarda
Ostrojen reseptorlerinin prognostik dnemi belirlenmistir
(4,5). Epidemiyolojik ¢alismalar kadinlarda akciger
kanserinin ayni yastaki erkeklere gore daha az siklikta
goriildiigini ortaya koymustur (6). Kadinlarda dogum
sayisi artik¢a akciger kanseri gelisme riskini diigiirdiigii
ve hormon replasman tedavisinin akciger kanseri
geligimini azalttig1 diistinilmektedir (7).

Yakin zamana kadar, dstrojenlerin etkisine sadece
klasik 6strojen reseptorlerinin aracilik ettigi biliniyordu.
Klasik reseptorlerin aktivasyonu sonrasinda bu
reseptorler ¢ekirdege gegerek, genomik veya nongeno-
mik yanitlari olustururlar (8). Ancak Ostrojen reseptor
alfa (ERa) ve Ostrojen reseptor beta (ERf) inhibisyonu
veya bu reseptorlerin ortadan kaldirilmast ¢esitli
dokularda 6strojen cevaplarini ortadan kaldirmamistir
(9). Yapilan ¢alismalar G proteini ile kenetli dstrojen
reseptor 1 (GPER1) varligini gostermistir ve dstrojen bu
reseptor araciligiyla hizli sinyal yanitlar veya transkrip-
siyon olaylart olugturur (10).

GPERI1 reseptorii membranda, ¢ekirdekte, endop-
lazmik retikulumda, mitokondri ve golgi cisimciginde
yer alabilmekte ve etkileri bulundugu hiicresel yapilara
gore degisebilmektedir (11,12). Saglikli akciger doku-
sunda ve akciger tlimorlerinde GPER1 reseptdriiniin
eksprese edildigi bildirilmis ama akciger kanser
hiicrelerinde bugiine kadar proliferatif veya apoptotik
etkileri gosterilmemigstir. Bu nedenle, bu c¢alismada
kiigtik hiicreli dig1 akciger kanser (KHDAK) hiicre
hattinda 6strojenin ve GPER1 agonisti G-1'in hiicre
proliferasyonu ve apoptozisi iizerine olan etkisi arastiril-
mistir.

Gere¢ ve Yontemler

Hiicre Hatlari ve Hiicre Kiiltiirii Kosullar

Bu calismada kiigiik hiicreli olmayan (adenokarsi-
nom) akciger kanseri hiicre hatt1 A549 kullanildi. A549
hiicre hatt1 American Type Tissue Culture Collection'dan
(ATCC) temin edildi. Uygun sartlar altinda gelen
hiicreler %1 Penisilin-Streptomisin-Amfoterisin B
(PSA), %1 L-glutamin ve %10 Fetal Bovine Serum
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(FBS) ile desteklenmis RPMI 1640 besiyerinde kiiltiire
alindi. 37°C'de %5 CO, varhginda iiretildi. inverted
mikroskopta her giin kontrolleri yapildi. 25 cm®lik
flaskin %70-80 tabani kanser hiicreleri ile kaplanmig ise
deney gruplarina dahil edildi.

Hiicre Proliferasyonunun Degerlendirilmesi

Hiicre proliferasyonunu degerlendirmek amaci ile
giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan MTT [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] canlh
hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenazlar tarafindan bir
tetrazolyum tuzunun bir formazan tiriiniine ¢evrilmesi ve
ortaya ¢ikan bu iiriniin miktarinin spektrofotometrede
kolorimetrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanan hizli ve
giivenilir bir yontemdir. Bu amacla A549 hiicreleri 96-
kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 10.000 hiicre
olacak sekilde besiyeri ortaminda ekildi. 24 saat sonra
plakalarin i¢indeki besiyeri uzaklastirildi ve kuyucuklara
fenol kirmizisi igermeyen RPMI1640 igerisinde
hazirlanan 10°, 107, 10° ve 10° M 17p-estradiol ve G-1
uygulandi. G-1, dimetilsiilfoksit (DMSO) ile ¢oziilerek
hazirland1 (en yiliksek konsantrasyonunda DMSO orant
%0.1). Etken madde uygulandiktan sonra plakalar
etlivde inkiibasyona birakildi. 48. ve 72. saatlerde
plakalardaki besiyerleri uzaklastirildi ve her kuyucuga
0.5 mg/ml konsantrasyondaki MTT soliisyonundan
eklendi ve 37°C'de 4 saat etiivde inkiibasyona birakildi ve
stire sonunda plakadaki her bir kuyucuga, ¢6ziicii olarak
100 pl DMSO ilave edildi. Siire sonunda 490 nm ve 630
nm dalgaboyu referans araliginda her bir kuyucugun
absorbans degeri (OD), spektrofotometre kullanilarak
okundu.

Kaspaz-3 Enzim Diizeylerinin Gosterilmesi

Kaspaz-3 enzim aktivitesinin belirlenmesi amaci
ile kaspaz-3 kolorimetrik degerlendirme kiti kullanil-
mistir. Bu amagla 1x10° hiicre, 6 kuyucuklu kiiltiir
kabinin her bir kuyusunda 2 ml besiyerine ekilmig 72 saat
boyunca farkli dozlarda G-1'e maruz birakilmiglardir. Bu
inkiibasyon siiresinden sonra, hiicreler 1200 rpm'de 5 dk
santrifiij edilerek toplanmis ve siipernatantlar uzaklasti-
rilmistir. Daha sonra, hiicrelerin {izerine 100 pl
sogutulmus lizis tamponu ilave edilip karigtirtlmis ve
buzun iizerinde 10 dk bekletilmistir. Ornekler ependorf
tiipe alinmig ve 15000 rpm'de 5 dk santrifiyj edilmistir.
Siipernatant, steril yeni bir ependorf tiipe alinip ayr1 ayr
kuyucuklara 50 pl silipernatanlardan ve 50 pl 2X
reaksiyon tamponu, 96 kuyucuklu diiz tabanli mikro-
plaklra ekim yapilmigtir. Daha sonra her kuyucuga 5 pl
kaspaz-3 kolorimetrik substratt ilave edilip 37°C'de 2
saat bekletilmistir. Sonuglar 405 nm dalga boyunda
ELISA okuyucu ile okunmustur. Bu yontemle hiicrelerde
duragan ve ilag uygulamalari sonrasinda kaspaz-3 enzim
aktivitesinde meydana gelen degisimler belirlenmis
olmustur.
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Istatistiksel Analizler

Veriler, ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi.
Istatistiksel degerlendirilme icin ANOVA ve Dunnet post hoc
testi kullanildi. p<0.05 olan degerler anlamli kabul edildi.

Bulgular

A549 hiicrelerinde 48 ve 72 saat 17p-estradiol
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inkiibasyonu hiicre proliferasyonunda anlamli bir etki
olusturmadi. GPER1 agonisti G-1 hiicre proliferasyo-
nunu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltti.
Antiproliferatif etki, istatistiksel olarak kontrole gére 48.
saatte 10 M konsantrasyonda p<0.001 (Sekil 1) ve 72.
saatte 10° M konsantrasyonda p<0.001 olarak belirlen-
migtir (Sekil 2). G-1'in apoptotik aktivitesi ise antipro-
liferatif etkisine paralel olarak 10”° M konsant-rasyonda
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Sekil 1. A549 hiicrelerinin 17B-estradiol ve G-1 maruziyeti sonrasi hiicre proliferasyonu analizi (10% ve 10°M ve 48
saat, n=6). Veriler ortalamaztstandart hata olarak gosterilmigtir. Istatistiksel kargilagtirmalar i¢in tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmistir. ***: p<0.001.
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Sekil 2. A549 hiicrelerinin 17B-estradiol ve G-1 maruziyeti sonrasi hiicre proliferasyonu analizi (10* ve 10°M ve 72
saat, n=6). Veriler ortalama+standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel kargilastirmalar igin tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmigtir. ***: p<0.001.

20017

1004

Kaspaz 3 aktivitesi (%)

o-

ol E=SIKontrol
10°M G-1
BEEE107M G-1
—10° M G-1
E=110°M G

Sekil 3. A549 hiicrelerinin G-1 maruziyeti sonrast kaspaz-3 aktivitesi degisimi (10* ve 10°M ve 72 saat, n=5). Veriler
ortalamazstandart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
post hoc test olarak Dunnet testi kullanilmustir. ***: p<0.001.

14



Ostrojen Reseptoriiniin Akciger Kanseri Uzerine Etkisi

onemli artig gosterdi ve 10° M konsantrasyonda p<0.001
olarak belirlendi (Sekil 3).

Tartisma

Bu ¢alisma, insan A549 KHDAK hiicrelerinde
ostrojenin ve GPER1 agonisti G-1'in, antiproliferatif ve
apoptotik etkilerini degerlendirerek, terapotik ozelligi-
nin olup olmadigm arastirmak amaciyla gerceklesti-
rilmistir. AS549 hiicrelerinde farkli saat ve farkli
konsantrasyonlarda 17B-estradiol uygulamasi hiicre
proliferasyonu etkilemezken, yiiksek konsantrasyonda
uygulanan GPERI1 agonisti G-1, hiicre proliferasyonu
azaltmustir. Yiiksek konsantrasyonda uygulanan G-1,
kaspaz-3 enzim aktivitesini yaklagik iki kat arttirmistir.

Epidemiyolojik c¢aligsmalar kadinlarda akciger
kanserinin ayni yagstaki erkeklere gore daha az siklikta
gorildigiini ortaya koymustur (6). Kadinlarda dogum
say1st artikea akciger kanseri geligme riskini diisiirdiiga
ve hormon replasman tedavisinin akciger kanseri
gelisimini azalttig1 diistintlmektedir (7).

Son birkag yil iginde yapilan ¢alismalar dstrojenin
bilinen reseptorleri disinda G-proteini ile iliskili yeni bir
reseptoriiniin  (GPER1) varhigimi gostermistir (10).
GPER1'in, insan beyin, karaciger, kalp, pankreas, pla-
senta, kan damarlari, kemik, lenfoid doku, endometrium,
over, meme ve akciger, kanseri dokularinda eksprese
edildigi gosterilmistir (13-19). G-1'in (1-[4-(6-
bromobenzo[1,3]dioksol-5il)-3a,4,5,9b-tetrahidro-3H-
siklopenta|c]kinolin-8-il]-etanon) GPERI1'in spesifik
agonisti oldugu ileri siirilmektedir (20). G-1'in PC-3
prostat ve MCF-7 meme kanser hiicre hatlarinda GPER1
bagimli (21,22), KGN ovaryum ve MDA-MB 231 meme
kanser hiicre hatlarinda GPER 1 bagimsiz proliferasyonu
engelleyici ve apoptozu uyarici 6zellikleri gosterilmistir
(23). G-1'in farkli kanser hatlarindaki antiproliferatif
etkileri, bu ¢alismadaki A549 hiicrelerinde elde edilen
sonuglarlauyumlu goriilmektedir.

G-1'in hangi mekanizma ile A549 hiicrelerinde
apoptozu tetikledigini gostermek i¢in apoptoz yolakla-
rinin aktivasyonu incelenmigtir. Bu nedenle, g¢esitli
apoptotik cevaplara aracilikta merkezi rol oynadigina
inanilan kaspaz sisteminin etkinligi, farkli dozlarda (10*-
10° M) G-1'in A549 hiicrelerinde 72 saatte kaspaz-3
aktivitesi degisimine bakilarak test edildi. Kontrol grubu
ile kiyaslandiginda 10° M konsantrasyonda kaspaz-3
aktivitesi etkinliginde belirgin artig tespit edildi. Bu
gozlemler, G-1'in kaspaz yolaklar {izerinden apoptozu
tetikledigine isaret etmektedir.

Ozet olarak, bu ¢alismada GPER1 agonisti G-1'in,
A549 KHDAK hiicrelerinde antiproliferatif ve apoptotik
etkili oldugunu gostermistir. Bu calisma GPERI1
reseptorlerini akciger kanser hastalari i¢in yeni bir hedef
haline getirebilir ve akciger kanser hastalar iizerinde
ikinci basamak c¢alismalarin yapilmasma Onciilik
edebilir.
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