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OZET

Apelin, G protein kenetli orfan apelin reseptoriiniin (APJ) endojen ligantidir.
Apelin’ in hipotalamusta Ozellikle arkuat, supraoptik ve paraventrikiiler niikleus gibi
hipotalamik alanlarda dagilim géstermesi testislerde, prostat dokusunda, meme dokusunda
APJ’nin bulunmasi iireme sistemi lizerinde, apelinin etkilerinin olabilecegini akla
getirmektedir. Apelinin etkileri bulundugu forma gore degisiklik gosterir. Apelin’ in
yapisindaki 13 amino asit dizilimi tiim formlarinda de§ismez oldugundan, temel apelin

yapist apelin-13 olarak kabul edilmektedir.

Calismada ostrojen duyarli meme kanseri hiicre hattina (MCF-7 ) ilk asamada,
Apelin—13’ iin 0.1, 1 ve 10 nM' lik konsantrasyonlari, §strojen hormonunun 1, 10, 100 nM’
luk konsantrasyonlar1 uygulandi. Apelin’ in 1 ve 10 nM olan dozlar1 ile Ostrojen
hormonunun 1, 10, 100 nM’ lik dozlar1 es zamanl olarak kiiltiire uygulanarak 24 saat
stireyle inkiibe edildiler ve [3-(4,5-dimetiltiazol-2-1l)- difenil tetrazolium bromid] (MTT)

yontemi ile bu maddelerin etkinlikleri belirlendi.

MCF-7 hiicre hattina uygulanan apelin-13’iin hiicre canliligin1 azalttig1, dstrojenin

ise hiicre canliligin arttirdigi tespit edildi (p<0.05).

Bu sonuglar, MCF-7 hiicrelerinde Ostrojen reseptor pozitif oldugundan proliferatif

etkinin 0strojen reseptor kaynakli oldugunu akla getirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apelin, MCF-7, Kanser, MTT assay, Hiicre Kiiltiirti
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SUMMARY

The investigation of the effects of apelin on MCF-7 human breast cancer cell

line: An in vitro study

Apelin is the endogenous ligand for the G-protein-coupled APJ receptor. That
Apelin has been found in hypothalamic fields such as the periventricular nucleus and
supraoptic nucleus of the hypothalamus and that it is seen in testicle, prostate and
mammary cells suggest that apelin may be influential on productive system. Apelin varies
depending on the forms on which it is influential. 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 nM concentrations of Apelin—13 and 1, 10, 100
nM concentrations of estrogen are applied into the line of estrogen sensitive breast cancer
cell ( MCF-7). Apellin 0.1, 1 and 10 nM and estrogen hormone 1, 10, 100 nM 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 are estrogen receptor positive MCF-7 cells, is induced suggests that

proliferative effects of estrogen receptor.

Key words: Apelin, MCF-7, Cancer, MTT assay, Cell culture
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1.GiRiS
1.1. Apelin

1993 yilinda, AT1R (anjiyotensin 2 tip 1) reseptorii geniyle benzer dizilime sahip bir
gen kesfedildi [1]. G protein kenetli orfan reseptor (APJ) olarak adlandirilan bu yeni
reseptOr, anjiyotensin reseptoriiyle benzerligine ragmen, anjiyotensin 2 tarafindan aktive
edilmemekteydi. Bu G protein kenetli reseptor 1998’de Tatemoto ve ark. apelin olarak

adlandirilan endojen ligandi tanimlayana kadar orfan reseptor olarak kaldi [2] [Tablo 1]

Apelin, APJ’ ye ait mRNA (mesajc1 riboniikleik asit) beyin, hipotalamus, vaskiiler
endotel, kalp, akciger ve bobrekte fazla miktarda bulunmaktadirlar [3]. Bunlarin etkilesimi
bu dokulardaki patofizyolojik etkilerle iliskilidir [4]. Insanda bulunan APJ geni ile alakali

genler ilk olarak sican, fare, maymun, inek, zebra, [5] balik ve kurbaga da tanimlanmistir

[2].

Apelin en 6nemli etkilerini, kardiyovaskiiler sistem lizerinden géstermektedir. Diiz
kas hiicrelerinde, direkt etki ile vazokonstriiksiyon ve pozitif inotropik etki
olusturmaktadir. Diger taraftan, endotel hiicrelerinden nitrik oksit {iretimini arttirarak
olusturdugu vazodilatasyon sonucu kan basincini distirmektedir [2]. Bu nedenle ilk

calismalar kardiyovaskiiler sistem {izerinde yogunlagmustir.



Tablo 1: Apelin ve APJ’nin Karakteristik Ozellikleri [19]

APJ

APELIN

Sinonimleri

ATIR

APJ endojen ligand

Molekiiler simif 7 transmembran kenetlenmis G protd Peptid ligand
reseptor

Ayni yonlii etki - Ozellige sahip degil

Zat yonlii etki (Alal3) apelin—13 Ozellige sahip degil
(fonksiyonel antagonist)

aa sayisi 380 77

Molekiiler agirhg: (Da) 42,660 8569

mRNA boyutu (bp) 1143 234

Kromozom Lokusu 11q12.1 X25-26.3

Tiirlerdeki gen Homo sapiens Homo sapiens

tanimlanmasi (SwissProt P35414) (SwissProt QOULZ1)
Rattus norvegicus Rattus norvegicus
(SwissProt Q9JHG3) (SwissProt Q9ROR3)
Mus musculus Mus musculus
(SwissProt Q9WVO08) (SwissProt Q9R0R4)
Macaca mulata Bos taurus
(SwissProt 097666) (SwissProt Q9TUI9)
Danio rerio Macaca mulata
(EMBL AW460831) (EMBL BV 209065)

Xenopus laevis

(SwissProt P79960)




1.1.1.Apelinin Biyokimyasi

Apelin, 77 aminoasit (aa) igeren bir pre-propeptid seklinde sentezlenmektedir. Degisik
segmentlerinden parcalanarak apelin—13, apelin—17 ve apelin—36 gibi, aminoasit sayilari
farkli, apelin formlarma déniismektedir. ilk 13 aminoasitin tiim apelin formlarmda ayni

olmas1 nedeniyle, temel apelin yapis1 apelin—13 olarak bilinmektedir [Sekil 1].

| OERGOEECHDE0E
| OmEROEEEHEEE
c)

BETTTOTTIOEDSDDE

m@@®@@@®®@@®@@®®®@@®®@®@@@
e e e Er) e em A,

Sekil 1: Apelinin molekiiler yapis1 (a) Apelin—13, (b) p[Glu] apelin—13, (c) Apelin—17,
(d) Apelin—-36

Apelinin biyolojik a¢idan aktif kismi, N-terminal piroglutamat kismidir. Apelin—13,
N-terminal piroglutamat {initesi bulundurmaktadir. Bu nedenle, biyolojik aktivitesi diger
tiirlerine gore daha yiiksektir. Apelin—36, aktif olan bu kismi i¢cermediginden, biyolojik
aktivitesini kismi olarak gosterebilmektedir [3,6] [Sekil 2].



APLN gen NC_000023.9

5 ¥
WM 0174133 m D - P 059109 3 preproprotemn

O Coding region W Uniranslated region

Pre-proapelin peptid l Translasyon

| MRLRLEVQALLLLWLELT AVC GGELMPLFDGNGLEDGH VR HLY QPRGERNGPGPWO G GRE. 60

61 KFRRQRPRLEHEGPMEF 77 : ;
l post-translasyon islemleri

NH3-LVQPRGSRNGPGPWQG GRRKFRROFPRLSHEGPMPFICOOH  Apelin-36
NHI-RRKFRRORPRLSHKGEMPRICOOH  Apelin-19
MH3-(RPRLSHKGPMPRICOOH  Apelin-13

NH}RFRLSHKGFMPD[EGDH Apelin-12

Apelinin Bivolojik Aktivitesi

Sekil 2: Apelin sentezi [7]

1.1.2. Apelin Reseptorii (APJ)

APJ, agirhikli olarak kalp ve akcigerlerde goriilmekle birlikte viicudun bir¢ok
dokusunda bulundugu gosterilmistir. Farkli dokularda heniiz fonksiyonlar1 tam olarak
anlasilamamistir. Diiz kas iizerine dogrudan etki ederek vazokonstriiksiyon ve pozitif
inotropi yaptigi, endotele bagimli olarak da vazodilatasyon yaptigi gosterilmistir. Kalp
kasilmasinin en giiclii uyaricilarindan biridir. Pozitif inotropik tedavi i¢in iyi bir tedavi

alternatifi olmas1 yoniinde ¢aligmalar devam etmektedir [4,8].

Adipoz endokrin, siv1 elektrolit dengesi, susama hissinin diizenlenmesi ve immiin

yanitta da rol aldig1 diistiniilmektedir [4,8].



1.1.3. Apelin ve APJ’ nin Viicutta Dagilim

APJ reseptoriiniin insanlardaki ve farelerdeki dagilimina bakildiginda 6zellikle kalp ve
akciger gibi periferal dokularinin yaninda ve merkezi alanlarda da dagilim gosterdigi tespit
edilmistir [3]. APJ ekspresyonuna, genellikle siganlarin perifer dokularinda rastlanmigtir
[9]. Sicanlarin bobrek, hipofiz bezi ve iskelet kasinda viicudun diger dokularina nazaran

daha diisiik seviyede oldugu tespit edilmistir [10].

Insanlarda ise APJ’ye ait mRNA; karaciger, mide, pankreas, vaskiiler endotelyal ve
diiz kas hiicreleri, plasenta, adipoz doku, akcigerler, kalp, timus, prostat, testis, ovaryum,
dalak, barsaklar ve beyin olmak iizere bircok merkezi ve perifer dokularda bulunmustur
[10-15]. Ayrica biiyiik kan damarlarinda otoradyografi yontemiyle apelin’in bulundugu

boliimlerin varlig1 belirlenmistir [16].

Apelin doku dagilimini belirleyen bazi caligmalar ise yetiskin farelerin dokularinda
yuritilmiistiir. Bu c¢aligmalara gore bir¢ok dokunun icinde pre-propeptidin varligi
gozlemlenmistir. [10, 12, 13, 17, 18] Insanlarda, mRNA pre-proapelin merkezi sinir
sistemin ‘de (MSS), plesentada, meme bezinde, akcigerde, kalpte, bobrekte fazlaca

bulunmaktadir. [4]

Bir immunoenzim denemesinde, insandaki devinimsel apelinin konsantrasyonu
hesaplanarak 3 ve 4 ng/mL arasinda bir deger bulunmustur [14]. Hesaplanan bu deger
diger devinimsel hormonlarla karsilastirildiginda diisiik bir konsantrasyona sahip oldugu
goriildii. Bu deger apelinin endotelyal ¢oziimiinii 6neren endotelyum tiirevli vazoaktif
uzlastiricilarla karsilastirildi. Sonug¢ olarak Karboksipeptidaz ACE2 (anjiotensin 1-
dontistiiriicii enzim 2), apelinerjik peptidlerden C —u¢ birimli felalaninen’ in en etkili

catlaginda apelinin bu bozulma roliinii oynadig1 disiiniilmektedir [3].

Bu korelasyonlar, ACE 2 renin-anjiyotensin aldosteron sisteminde yer aldigi igin
kardiyovaskiiler diizendeki apelinin daha uyumlu oldugunu géstermektedir. Sonug olarak,
bu enzimin baslama noktasi, gelecekte, kardiyovaskiiler patolojide iyilestirici bir amag

olarak kullanilabilmektedir.



1.1.4. Apelin ‘in Etkileri

1.1.4.1. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkisi

Apelinin en Onemli etkilerini, oOzellikle kardiyovaskiiler sistem {izerinden
gostermektedir [6]. APJ’ ye ait mRNA’nin sican kalbinde yiiksek oranda bulundugu rapor
edilmisti [9]

Sicanlara intravendz (iv) olarak uygulanan apelin ¢ok kisa bir siirede ortalama
arteriyel basingta bir diisiise yol agmaktadir [7, 12]. Belirlenen bu diisiis apelin—36 i¢in
yaklasik %5, apelin—12 icin ise %25 diizeyindedir. Gelisen hipotansiyon anestezi
yapilmamis hayvanlarda kalp atis hizinda hafif bir artisa yol agmaktadir. Apelin ile
gerginligi artan kalbin hizli atmas1 baroreseptor refleksin etkisi ile ortaya ¢ikan sempatik
sinir sisteminin stimiilasyonu yoluyla olmaktadir [20]. /n vivo g¢alismalarda, apelinin
kalsiyum antagonistlerinden, hidralazinden, isoprenalinden ve nitrogliserinden ¢ok daha
etkili oldugu tespit edilmistir. Apelin kan basincini periferik venleri genisletip, 6n ytkii

biraz daha azaltarak diisiirmektedir [21].

Apelinin hipotansif etkisi endotel kaynakli nitrik oksit (NO) yardimiyla olmaktadir.
Bu hipotansif etki farelerde ve si¢anlarda nitrik oksit sentetaz inhibitorii olan L-nitro
arjinin metil ester yardimi ile elimine olmustur. Bunun yam1 swa apelin de NO
metabolitlerinin plazma diizeyini arttirmaktadir. Fare endotel kiiltiirlerinde apelinin endotel

kaynakli nitrik oksit sentetaz enziminin fosforilasyonunu arttirdig tespit edilmistir [22].

Literatiirdeki ¢alismalarda apelin-13’iin zarar gérmiis ven endotelinde en az endotelin
kadar etkili bir sekilde kan akiminin azaldig: tespit edilmistir [16]. Bundan dolay1 apelinin
saglam olan endotel dokusunda NO bagimli damar genislemesi yaparken, hasarli olan
endotelden bagimsiz bir sekilde, direkt diiz kas hiicreleri lizerinden kan akimini azalttig1
sonucu ortaya c¢ikmustir. APJ reseptorii bulunmayan transjenik farelerde bazal tansiyon
degerleri ve kalp hiz1 digerlerindeki gibi normal oldugu goriiliirken, apelin—13 transjenik
olmayan farelerde tansiyonu disliriip APJ reseptorii olmayan farelerde ise tansiyon
disiiriicti etkisi olmadigi anlasilmistir [22]. Bu verilere dayanarak APJ reseptdrlerinin

apelinin hipotansif etkisine yardimci bir etkiye sahip oldugu sonucuna varilabilir. Ayrica



APJ reseptorii olmayan farelerde apelinin endotel kaynakli nitrik oksit sentetaz
fosforilasyon etkisinin de ortadan kalktig1 ve farelerin anjiotensin-II’nin minimal dozlara

kars1 bile duyarli oldugu tespit edilmistir [23].

1.1.4.2. Siv1 Elektrolit Dengesi Uzerine Etkisi

Hipotalamusun paraventrikiiler niikleus (PVN) ve supraoptik nukleuslar1 (SON) sivi
elektrolit dengesinin fizyolojik diizeninde 6nemli bir rol oynamaktadir [3]. Oksitosin
iretmesinin diginda siit salgisinda ve rahime ait kontraktilitide yer alan peptid hormonu ve
bu iki hipotalamik niikleus i¢inde yer alan ndronlar ayni zamanda antidiiiretik hormon

(ADH) tiretmektedir [24].

Hipotalamusun SON ve PVN ndronlar1 sivi dengesinin diizenlenmesinde 6nemli role
sahiptir Merkezi sinir sisteminden salinan apelin, ADH ve baska mediyatorler yoluyla da
cevre dokular1 ve bobregi etkilemektedir. PVN ve SON’de bulunan APJ sinyal yayarak
diiiretik etkilerini ADH baskilanmas1 iizerinden gostermektedir [25,26]. Raux ve
ark’larinmm  yaptigi ¢alismada 24 saat sudan yoksun birakilan farelerde
intraserebroventrikiiler (icv) apelin—13 enjeksiyonundan 30 dakika sonra farelerde su
alimmda artis saptanmustir [25]. Raux ve ark’lari apelin-13’iin siv1 elektrolit dengesini
diizenleyici fonksiyonlarmi belirlemistir. [25]. Siganlara intraperitonal [12] ve icv apelin—

13 enjeksiyonu [27] sonrasinda ilk 60 dakika asir1 bir su tiiketimi oldugu bildirilmistir.

Intraperitonal (ip) olarak, apelinin farkl etkilerinin oldugu ilk 60 dakikadaki salgidan
anlasildig: iizere farelerde su tiiketiminde bir artisa sebep oldugu gézlenmistir [12]. Son
zamanlarda farelerde yapilan arastirmalarda, apelin-13’lin icv’ den sonraki ilk 60 dakika

icerisinde su girdisinde artma meydana geldigi gozlenmistir [27].



1.1.4.3. Gida Alimi Uzerine Olan EtKisi

Apelin mRNA’ smin insan ve fare yag doku hiicrelerinde tespit edilmistir. Beyaz
adipoz dokudan sentezlenen apelin kahverengi adipoz dokudan olusana gore daha fazla

acikliga kavusturulmustur [28].

Apelinin gida alimi iizerine olan etkilerini 6zetleyen 6nemli bazi ¢caligmalar mevcuttur.
Apelinin iv olarak uygulanmasi besin alimini etkilemezken, santral uygulanmasinin besin

alimimda azalmaya neden oldugu tespit edilmistir [29, 30].

Taheri ve ark. yaptig1 calismada ise lateral ventrikiile 30 nmol icv apelin-13
enjeksiyonu sonrasi, 24 saatlik zaman periyodunda gida aliminda anlamli bir degisiklik
meydana gelmedigi gosterilmistir [31]. Sunter ve ark. iv olarak 10 nmol apelin-13
enjeksiyonu sonrasinda hem acglifa maruz birakilan hemde normal beslenmesine devam
eden siganlarda 24 saatlik zaman periyodunda gida aliminda herhangi bir degisiklik
olmadigmi rapor [29]. Higuchi va ark. tarafindan yapilan bir diger calismada farelere 14
glin boyunca ip 0.1 umol kg/giin apelin enjeksiyonunun, gida aliminda herhangi bir

degisiklik meydana getirmedigi goriilmiistiir [32].

1.1.4.4. Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Habata ve ark. [18], sican ovaryum dokusunda apelin ekspresyonu oldugunu
gostermislerdir. Yine ayni grup, sican meme dokusunda gebelik ve laktasyon doneminde
apelin ekspresyonunda ciddi artiglar oldugunu rapor etmislerdir [18]. Daha sonraki bir
calismada ise Hosoya ve ark. [9], sican over ve uterus dokusunda yaygin olarak APJ
reseptorlerinin ekspresyonunu ortaya koymuslardir. Sigir ovaryum teka tabakasinda
apelin sentezinin varlig1 belirlenmis, graniiloza hiicrelerinde de APJ gosterilmistir [33].

Insanlar iizerinde yapilan calismalarda, fetiis ve plasenta da apelinin yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmasi, apelinin intrauterin biliylimede rolii olabilecegini

diistindiirmektedir [29].



1.2. Kanser
1.2.1.Kanser Nedir?

Viicuttaki dokulardan birine ait bir veya birkag¢ hiicrenin normal 6zelliklerinin disinda
bir degisim gostermesi ve kontrolsiiz ¢gogalmasi ile meydana gelen ve genellikle tiimor
(kitle) meydana gelmesine sebep olan, cagimizin en 6nemli hastaliklarindan biridir.

Viicudumuzun cesitli doku ve organlarinda meydana gelebilen tiimdrler veya urlar iki

turludir;

. Iyi huylu (selim) urlar,

. Koétii huylu (habis) urlar. [34]

Kanser hiicreleri birikerek tiimorleri (kitleleri) olustururlar, tiimérler normal dokular1
sikistirabilirler, i¢ine sizabilirler ya da tahrip edebilirler. Eger kanser hiicreleri olustuklar1
timorden ayrilirsa, kan ya da lenf dolasimi araciligi ile viicudun diger bdlgelerine
gidebilirler. Gittikleri yerlerde tiimdr kolonileri olusturur ve biiyiimeye devam ederler.
Kanserin bu sekilde viicudun diger bolgelerine yayilmasi olayma “metastaz” adi verilir

[Sekil 3].

Tiimor viicudun bagka bolgelerine yayilmis olsa da orijinal olarak olustugu organin adi
ile anilir. Tiim tiimorler kanser degildir. Kanser olmayan tiimorler metastaz yapmaz ve ¢ok

nadir goriilen istisnalar disinda yasamsal tehlike olusturmazlar [35].
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Sekil 3: Kanser gelisim stireci [36].

Gliniimiizde kesin teshis ve tedavi imkénlar1 oldukg¢a arttigindan, erken teshis
hastanin hayatmi1 kurtarmaktadir. Fakat erken teshis, hastalarin ¢ogu defa ihmalleri
yiliziinden erken yapilamamakta, dolayisiyla da kanser, 6lim sebepleri arasinda ilk
siralarda yer almaktadir [34]. Gelismis {ilkelerde ve yurdumuzda kanserden olan §liimler
ikinci sirayr almaktadir [37]. Gergekte ise, bu oran daha fazladir. Ciinkii kanserden olan
Olimlerin bir¢cogu istatistik kayitlara ge¢cmemekte bir kismi ise kanser Olimii olarak
gosterilmemektedir. Modern teshis ve tedavi metotlarinin gelismesine ragmen Ingiltere’de

biitlin 6liimlerin % 20’si kansere baghdir [34].

Kanserin genetik bir hastalik oldugu diistincesi gilin gectikce artmaktadir. Normal
viicut hiicreleri sistemli bir sekilde biiyiir, boliinlir ve oliir. Hayatimizin ilk yillarindan
yetigkin oluncaya dek normal hiicreler daha hizli boliiniir. Yetigkinlige ulasilmasinin
ardindan, pek cok dokuda hiicreler yalnizca o6len hiicreleri yenilemek ve yaralanmalari

gidermek amaci ile boliinmeye devam eder.
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Normal sartlar altinda, eger yeni hiicreler gerekmiyorsa her hiicrenin i¢inde bulunan
bazi mekanizmalar hiicreye boliinmesini durdurmasmi soyler [35]. Yeni caligmalar
kanserlesmenin hemen her zaman tek bir hiicrede basladigin1 ortaya koymustur.
Monoklonal immiin globiilin yapan lenfoit doku tiimérleri, kromozom isaretleri ve enzim
isaretleri ile yapilan ¢aligmalar organizmadaki biitiin tiimor hiicrelerinin kanserlesmis tek

bir hiicreden gelistigi izlenimini vermektedir.

Kanser olmayan, normal genlere protoonkojen gen denir. Onlarin degisimlerini
saglayan bilingsiz yapilan diyet veya genetik faktorlerdir. Bu durum gosterir ki kanser,
hemofili (kan pihtilagma yetersizligi) veya kistik fibrozisde oldugu gibi genetik degildir.
Ayrica kanserde genetik faktorlerin 6nemi deneysel ve klinik gézlemlerle belirlenmistir.
Mesela meme, mide, kolon (kalin barsak), prostat, akciger kanserlerinin yakin akrabalar
arasinda goriilme riski, akraba olmayanlara gore li¢ defa daha fazladir.

Insan kanserlerinde dis tesirlerin de rol oynayabilecegi bilinmektedir. Kansere yol

actig1 diisiiniilen bu faktorleri ii¢ ana grupta toplamak miimkiindiir:

v' Kimyasal ajanlar,
v’ Virtisler ve

v Radyasyon

Kanser tedavisinde kullanilan bazi ilaglarin da baska tiir kanserlere sebep oldugundan
s0z edilmektedir. Yapilan son arastirmalara gore Bazi hormonlarin kanserle iligskisinin
oldugu ileri siiriilmektedir. Iginde sentetik dstrojen (kadmnlik hormonu) bulunan dogum
kontrol haplar1 ile rahim ve meme kanserleri arasindaki iliski ve testosteron (erkeklik
hormonu) ile prostat kanseri arasindaki iligki bu duruma 6rnek olarak verilebilir. Alkol ve
sigaranin da kanserin meydana gelisinde rolleri oldugu kabul edilmektedir. Alkol
kullananlarda mide ve karaciger kanseri riski daha fazla goriilmektedir.

Viriislerle yapilan incelemelerde, bozuk genlerin goriiniisii genlerin kanserde rol
aldiginin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Virlislerin, tamamina yakin kismi genetik
materyalden yapildig1 i¢in, kanser arastrmalarinda kullanilirlar. Bazi aligkanliklarin
kansere yol agtig1 bilinmektedir. Ornegin, ¢ocugunu emzirmeyen kadmlarda meme kanseri,

emzirenlere oranla ¢ok daha fazladir.
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Kanserlerin ortaya ¢ikmasinda siirekli mekanik, fiziki ve iltihabi tahrigler ve giines
1s18ma asirt ve devamli maruz kalimmasinin rolii biiyiiktiir. Biitiin bu sebeplerin yaninda
asir1 zayiflamada kanseri tetikleyebilmektedir.

Kanser hiicresi, normal hiicrelere benzememektedir. Kanser, normal hiicre
cogalmasini kontrol eden faktorlerin denetimi disindadir. Normalde viicudun biitiin
parazitleri viicut yabanct madde olarak algilayip disar1 atmaya ¢alisirken kanserli hiicreyi

yabanci olarak benimseyememektedir [34] [Sekil 4].

Sekil 4: Kanserli hiicre ile normal arasindaki fark [38]
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1.2.2. Kemoterapi (Kimyasal ila¢ Tedavisi)

Kemoterapi, normal hiicrelere olasi en az zarar1 vererek, kanserli hiicreleri dldiirebilen
bir ilag tedavisi yontemidir. Kemoterapi kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini engeller.
Kemoterapi bazen kanser i¢in ilk uygulanan tedavi yontemidir. Bununla beraber,
kemoterapi genellikle diger tedavilerden sonra uygulanmaktadir. Kemoterapi bazi

durumlarda ameliyat sonrasinda bazi durumlarda ise uygulanan ilk tedavidir. [39] [Sekil 5]

Kemoterapi

A.‘-N-::-rma.f Hiicre
., Kanser

_Hdcresi

Sekil 5: Kemoterapinin hiicrelere etkisi [40]

1.2.3. Radyoterapi (Radyoaktif Isin Tedavisi)

Radyoterapi 1sinla tedavi yontemidir. Radyasyon bir tiir enerji olup, kanserli hiicrelerin
cogalmasini engelleyebilir. Radyoterapi ayrica, normal hiicreleri de etkileyebilir, ancak bu
hiicreler daha sonra iyilesebilir. Radyoterapi, viicudun i¢inden veya disindan olmak {izere
iki sekilde uygulanabilir. Distan tedavide, radyasyon bir makineden dogrudan kanserli
organa ve cevresindeki dokuya yonlendirilir. Igten tedavide ise, igine radyoaktif madde
konulan kapsiiller (tlipler) kisinin viicut bosluguna, tiimoriin iizerine ya da cevresine
yerlestirilir. Radyoterapi kisiyi radyoaktif hale getirmez ve tedavi agrisizdir. Isinlar sicak

degildir [39].
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1.3. Meme Kanseri

Artan sayis1 ve etkisiyle diinya ekonomisini oldukca yiiksek bir oranda etkileyen
kanser son yillarda en biiyiik sorunlardan biri haline gelmistir. Pek ¢ok c¢esidiyle hayati
tehdit unsuru olan bu hastalik insan hiicrelerinin sadece fiziksel fonksiyonunu degil ayni
zamanda kisinin hayat standardin1 da 6nemli dlgiide etkilemekte ve insan omriiniin daha

kisa olmasma sebep olmaktadir [41].

Meme, rahim agzi, rahim ve yumurtalik kanseri diinyada kadinlarda en sik goriilen
kanser tipleridir [42]. Tiim yasamlar1 boyunca; her 2 kadindan biri herhangi bir meme
hastalig1 icin doktora bagvurmakta; her 4 kadindan birine meme biyopsisi yapilmakta ve
her 9 kadindan biri meme kanserine yakalanmaktadir. Cesitli tilkelerde goriilme sikliklar:
arasinda 4-5 kat farklilik izlense de diinya genelinde kadinlarda en sik teshis edilen ve

O0lum orani en fazla olan kanser tiirlerinden biridir.

Meme kanseri meme dokusu hiicrelerinin kontrolsiiz olarak biiytliyiip, cogalmasidir
ve meme hiicrelerinin bliylimesinden ve saglikli kalmasmdan gorevli olan biiytime faktorii
genlerindeki mutasyonlar, anormal degisimler sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Meme kanseri
genelde siit bezlerinde veya siitiin, siit bezinden meme uclarina tasiyan kanalda ortaya
ctkmaya baslar. Kanserli hiicreler, saglikli meme dokusundan yayilarak koltuk altindan

lenf bezlerine ulasarak buradan biitiin viicuda yayilabilir [41].

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen maling tiimér olup,
kadinlarda goriilen tiim kanserlerin yaklasik %30’unu olusturmaktadir. Avrupa’da yilda
180.000, Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) yilda 184.000 yeni olgu saptanmaktadir.
Meme kanseri siklig1 diinya iizerinde iilkeden iilkeye farklilik gostermektedir. Hawai,
Kaliforniya, Kanada yilda yiiz binde 80-90 goriilme siklig: ile ilk swralarda yer alirken,
ayni deger Japonya’da sadece yliz binde 12—-15 arasindadir. 1970’ten bu yana Japonya,
Singapur ve Cin’de ekonomideki bati tarzi gelisim ve dogurganligin batiya benzemesi
nedeniyle meme kanseri goriilme oranindaki fark giderek azalmaktadir. Avrupa iilkelerinde
ise goriilme siklig1 kuzey {ilkelerden gilineye ve bati iilkelerinden doguya dogru gittikge
azalmaktadir. Goriilme sikliginda en biiyiik artis Kanada, ABD, Ispanya ve Isveg’te ortaya
cikmustir [43].
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Tirkiye’de 1999 yilinda 8.879 olan meme kanserli kadin sayisi, 2003 yilinda
12.772’ye yiikselmistir. Ayrica iilkemizde tiim kanserlerin %24,1’ini meme kanserlerinin
olusturdugu belirtilmektedir [44]. Saghk bilimlerinde ki ilerlemelere [45], erken tami
yontemlerinin gelismesine [45, 46] toplumun bu konuda duyarliliginin artmasina [47, 48]
karsim, meme kanseri yasami tehdit etmeye devam etmektedir. Bu tehdidin azaltilmasinda
atilacak adimlardan birisinin de her toplumun kendi i¢cinde meme kanseri risklerini ortaya
koymasi, risk gruplarini belirlemesi ve tarama programlarmi yaygimlastirmasidir. Cilinkii
meme kanserinde tek bir etiyolojik faktorden s6z etmek miimkiin degildir. Ayrica
dogurganlik yasi ve ¢ocuk sayisi, beslenme aliskanligi, sosyoekonomik durum, yasam tarzi

ve cevresel etkenlerin 6nemi de goz ardi edilmemelidir [44].

Diyetle yag ve kolesterol alim1 da diger etkenler kadar dnemlidir. Kisi basina diisen
yag tiiketimi ile meme kanseri arasinda direkt korelasyon bulunmustur. Bu iligki
postmenopozal kadinlarda, premenopozal kadinlara oranla daha kuvvetlidir.
Postmenopozal obesitede ve kronik alkol kullananlarda da risk artar. Radyasyon, meme

kanserinde de risk faktortidiir [35].

Meme kanserinde en iyi tanimlanmis olan risk faktorlerinin basinda yas gelmektedir.
Meme kanseri insidansi 30 yasia kadar oldukea diisiikken ( 25/100.000), sonrasinda 80
yasina kadar diizenli bir artis gosterir ve 80 yasinda 500/100.000’lere kadar ¢ikar. 65 yasin
istiindeki kadinlarda, 65 yasin altindaki kadinlarla kiyaslandiginda meme kanseri igin
gorece risk 5,8 kat daha fazladir [49]. Tiirkiye’de de yine benzer sonuglar bildirilmis ve

meme kanserli vakalarin sadece %5°1 35 yas altinda goriildiigii belirtilmistir [50].
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1.3.1. Meme Kanserinde Ureme Ve Hormonal Faktorler

Uzun siireli olarak ve yliksek diizeyde endojen Ostrojene maruz kalimmasi meme
kanseri riskini artwrmaktadir. 17B-estradiol’un de Ostrojen-sorumlu meme timor
hiicrelerinde ¢ogalmay1 uyardig1 ve apoptozu engelledigi bilinmektedir [51]. Ostrojen alt
tiplerinin iiretimi menars, gebelik ve premenopoz donemlerinde yumurtaliktan
saglanmaktadir. Menopoz sonrasinda Ostrojen kaynagi adrenal bezden iiretilen
dehidroepiandrosteron (DHEA) daha sonra periferal yag dokusunda dstrodiol ve dstrona
doniistiiriilmektedir.

Meme kanseri ile iliskili basta gelen onemli faktorler menars yasi, ilk dogum
yapilan yas, menopoz yasi, dogum sayist ve emzirmedir [52-54]. Erken menarsin meme
kanseri gelisiminde bir risk etmeni oldugu gosterilmistir [54, 55]. Genel olarak menarsin
geciktigi her yil meme kanseri riskinin %20 azaldig1 kabul edilmektedir [56]. Fakat meme
kanseri riski yoniinden menstruasyonun baglama yasi yaninda ilk diizenli menstruasyon
yas1 da dnemlidir [57]. Menars1 takiben diizenli menstruasyonlarm 1 yil i¢inde baglamasi,
diizenli menstruasyonlar1 1 yildan gec¢ baslayanlara gore riski iki katma g¢ikartmaktadir.
Menarst erken (12 yas veya Oncesinde) baslayan ve kisa siirede diizenli menstriiel
donemlere gegen kisilerde kanser riskinin menars1 gec baslayan (13 yas veya tizerinde) ve
uzun silire diizensiz menstriiel donemleri olan kisilere gore 4 kat fazla oldugu kabul
edilmektedir [55, 57]. Bu gozlemler diizenli yumurtlama dénemlerinin kadinlarda meme
kanseri riskini arttirdigin1 diisiindiirmektedir. Diizenli yumurtlama donemlerine sahip bir
kadinda luteal fazda Gstrojen diizeyi anovulatuar donemlere sahip bir kadindakinden daha
yiiksek olacagindan, diizenli yumurtlama donemlerinin sayismin artmasi Ostrojene (ve
progesterona) maruz kalmay:1 arttiracaktir. Yine menarst ge¢ baslayan kadinlarda
anovulatuar donemlerin erken menarsh kadinlara gore daha fazla olacagi ve dolayisiyla

Ostrojene maruz kalmanin azalacagi gosterilmistir [58].

Meme kanseri riski ile menopoz yasi arasinda da bir iliski mevcuttur. 45 yasindan
once menopoza giren kadmnlarda meme kanseri riski, 55 yasindan sonra menopoza
girenlere gore yiizde elli azalmaktadir. Ortalama olarak menopozun her bir yillik gecikmesi

meme kanseri riskini %3 arttirmaktadir [59].
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Hamileligin ve ilk hamilelik yasmin meme kanseri riski ile iliskili oldugu
disiiniilmektedir. Hi¢ dogum yapmamis kadinlarda kanser riski, dogum yapmis kadinlara
gore daha fazladir. I1lk dogumunu 30 yasindan sonra yapan bir kadinda kanser riski, ilk
dogumunu 20 yasmndan Once yapan bir kadina gore 4 kat fazladir. Hi¢ dogurmamis
kadinlarda ise, 20 yas Oncesinde dogum yapanlara gore risk 2 kat fazladir. 30 yasindan
sonra dogum yapanlardaki kanser riski de hi¢c dogum yapmamis kadinlardakine gore daha
fazladir. Bu durum 30 yasindan sonra yapilan dogumlarin, meme kanseri olusumundaki

koruyucu etkisini kaybettigini gdstermektedir [60].

Dogum sayisinin artmasmin meme kanseri lizerindeki etkisi arastirildiginda kiigiik
de olsa koruyucu bir etkinin oldugu gosterilmistir. Dogum sayisina ilaveten dogumlar
arasinda gecen silirenin kisa olusu da daha diisiik riskle iligkili bulunmustur [60]. Uzun
siiren laktasyonlar toplam yumurtlama donemi sayisini azaltarak meme kanseri i¢in

koruyucu bir etki yaratmaktadir [61].

1.3.2. Ostrojen Replasman Tedavisi

Menopoz sonrasi ortaya c¢ikan degisiklikleri dnlemek amaciyla Ostrojenler diinyada
yaygin olarak kullanilmaktadir. Menopoza giren kadmlarda en ¢ok kullanilan hormon
tedavisi konjuge Ostrojen (0,625 mg/giin, 25 giin boyunca) olup, buna 14 ve 25. giinlerde
medroksiprogesteron asetatin (10 mg/giin) da eklenmesi seklindedir. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda 5 y1l veya daha uzun siire hormon replasman tedavisi géren (konjuge Ostrojen
kullanan) menopoz sonrast donemdeki kadmlarda meme kanseri riskinin arttigi

gosterilmistir [30].

Menopoz sonrast hormon kullanip biraktiktan sonra 5 yil ve daha uzun siire gecen
kadinlarda ise hormon kullanma siiresi ne olursa olsun herhangi bir risk artisi
saptanmamistir. Menopoz sonrasi donemdeki kadinlarda disardan verilen dstrojenin meme
kanseri olusturma riski ile endojen Gstrojenin meme kanseri olusturma riskini karsilastiran

calismalar da yapilmistir.
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Sonugta konjuge Ostrojen kullanimini meme kanseri riskini endojen dstrojenlerin 2
kat1 kadar arttirdigi gozlenmistir. Bazi kadmlarin konjuge Ostrojenlerin karsinojenik
etkilerine daha duyarli olabilecegi gosterilmistir. Konjuge ostrojen kullanimi ile iliskili
olarak meme kanseri risk artisinin en fazla ailesinde meme kanseri hastaligi olan

kadinlarda oldugu 6zellikle belirtilmistir.

Menopoz sonrast donemdeki kadinlarda kullanilan dstrojenin meme kanseri riskini
arttirict etkisi yaninda; yine bu kadinlarda Ostrojenin osteoporozu ve kardiyovaskiiler

hastaliklar1 anlamli bir sekilde 6nledigi de unutulmamalidir [62].
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Deneysel Cahismalarda Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

2.1.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

ELISA Cihazi (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay ) (Bio-Rad, ABD)
» Santrifiij (Heraeus, ALMANYA)

* Vorteks (Jeiotech, KORE)

« Hava Akisli Kabin (Niive MN 120 , TURKIYE)

« inkiibator (37 °C %5 CO,’li) (Nuaire, ABD)

* Sivi Azot Tank1 (B 2009, FRANSA)

« Sicak su tanki (Elektro-mag, TURKIYE)

* Vakum pompasi (Rocker 300, TAYVAN)

 Mikroskop ( XDS-1B, TURKIYE)
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2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneyde kullanilan kimyasal maddeler Tablo 2’ de gdsterilmistir.

Tablo 2: Deneyde kullanilan kimyasal maddeler

MADDE ADI URETICI FIRMA ULKE
ETOH (etil alkol) Necm Kimya TURKIYE
17B-estra diol Alfa aesar -
MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- Sigma ABD
Diphenyltetrazolium Bromide]

FBS (fetal bovine serum) Sigma ABD
DMSO(dimetil siilfoksit) Carlo Erba FRANSA
PBS (Fosfat Tamponlu Tuz) MP Biomedical AVRUPA
Tripsin Sigma ABD
RPMI-1640 medium Sigma ABD
Azot Gaz1 (N2)

2.1.3. Deneyde Kullanilan Cozeltiler

2.1.3.1. Medium’un Hazirlanmasi
RPMI-1640 Medium ticari olarak satin alind1 ve icerisine %10 FBS ve % 0.1 oraninda
pencilin streptomycin eklendi. Hazirlanan medium 0.20 pm’ lik filtreden siiziilerek

kullanima uygun hale getirildi.
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2.1.3.2. Hiicre Dondurma Mediumu Hazirlanmasi

Dondurma mediumu i¢in gerekli olan, %45 FBS, %45 Medium ve %10 DMSO falkon

tiipline icerisine birakilarak 1 ml dondurma mediumu hazirlandi.

2.1.3.3. MTT Soliisyonunun Hazirlanmasi

MTT isiktan etkilenen bir madde oldugundan dolayr karanlik ortamda 50 mg MTT
tartildi. 10 ml PBS ile vorteks yardimi ile karistirilarak ¢oziinmesi saglandi. 0,22 pm’ lik

filtreden gegirilerek sterilizasyon saglandi. Hazirlanan MTT soliisyonu +4 °C de karanlik

ortamda sakland.

2.1.3.4. %70°lik ETOH Hazirlanmasi

70 ml saf etanole 30 ml steril deyonize su eklenerek hazirlandi.

2.1.4. Deneyde Kullanilan Sarf Malzemeler

Deneyde kullanilan sarf malzeme listesi tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3: Deneyde kullanilan sarf malzemeler

MALZEME ADI URETICI FIRMA ULKE
5-10-25 ml pipet Costar ABD

25-75 cm’ flask TPP [SVICRE
Cryo vial tiip TPP ISVICRE
96 well plate TPP ISVICRE
15-50 ml falcon tiipii Citotest CIN

Cam pastor pipet Isolab ALMANYA
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2.2. Hiicre Kiiltiiri

2.2.1. Hiicrelerin Gelisimi

MCF-7 hiicreleri Ankara Orta Dogu Teknik Universitesi Biyoloji Béliimiinden
herhangi bir {icret alinmadan temin edildi. Deneyimiz Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali Molekiiler Arastirmalar Laboratuvarinda yapildi. Hiicrelerin her
giin mikroskop altinda gelisimleri incelendi. Konfluent olana kadar 3 giinde bir laminer
akimli kabin igerisinde steril sartlarda besiyeri degistirildi. Konfluent oldugunda
iremelerine bagli olarak pasajlandi. Bir kismu ¢alismay1 glivence altina amaciyla -196 °C

s1v1 azot tankinda donduruldu.

2.2.2. Hiicre Kiiltiir Ortami

Hiicre kiiltiirti caligmalarinda hiicrelerin in vifro ortamda yasayip, cogalabilmeleri i¢in
suni ortamlar ve gerekli besiyeri maddeleri saglanmalidir. Besiyeri ihtiyaci hiicrelerin
tipine, adaptasyon kabiliyetine ve hiicre kaynagi organizmanm tiirtine gore farklilik
gosterir [63]. Hiicreler farkli besiyerlerinde farkli davranabilirler. Bu yilizden ¢alismanin
amacina gore hiicrenin besiyeri ihtiyaglarinin belirlenmesi gerekir. Calismamizda besiyeri
ortam olarak RPMI-1640 medium kullanildi. Igerisine % 10 FBS ve % 0,1 pencilin

streptomycin eklendi.

Calismamizda model olarak MCF-7 hiicreleri kullanildi. Hiicreler hazirlanan besiyeri
ile beslendi. %5 CO*’li mkiibatorde, 37 °%C’de ve % 95 nemli ortamda tutulan hiicrelerin
medyumlar1 haftada iki defa degistirilerek hiicrelerin gelisimi konfluent olana kadar

izlendi.

2.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler konfluent oldugunda hiicreleri flask yiizeyinden kaldirmak i¢in tripsin
soliisyonu kullanildi. Her 25 ¢cm® ‘lik flask igin 2 ml tripsin eklendi. Tripsin sicaklik
arttikca daha etkili calistig1 i¢in 45 dakika inkiibatorde bekletildi. Boylece hiicrelerin daha
cabuk yiizeyden kaldirilmasi saglanmis oldu. Tripsin hiicre kiiltiir ortaminda uzun siire
kaldiginda hiicrelere zarar vermeye baslar. Bu yiizden hiicrelerin iizerine eklenen tripsin

etkisini azaltmak i¢in medium eklenerek seyreltme islemi yapildi.
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Hiicreler yiizeyden ayrildiktan sonra hemen ortamdan alinmasi gerekmektedir. Ciinkii
tripsin  hiicreleri ylizeyden ayirdiktan sonra hiicre membranina zarar vermeye

baslamaktadir [63].

Hiicreler falcon tiiptine alinarak 1800 rpm’de 3 dk santrifiij edilip hiicrelerin dibe
¢okmesi sagland1. Ust kisimda bulunan siipernatant atildi. Hiicrelerin sayimi yapildi ve 25
cm®’lik flaska 500.000 hiicre ekildi. Diger taraftan 25 cm” ‘lik flasklar icerisine 7 ml olmak

iizere besi yeri birakildi.

Hazirlanan hiicrelerin sayimi yapilarak hiicre ihtiyacina gore yogunluk belirlendikten
sonra flasklara ekimi yapildi. Flasklar %5 CO? 1i inkiibatorde, 37 °C’de ve % 95 nemli
ortama kaldirildi. Ekimden bir giin sonra hiicreler mikroskop altinda incelenerek flask
ylizeyine yapigsmayan hiicrelerin atilmasi amaciyla besiyeri degistirildi. Deney i¢in yeterli

hiicre sayisina ulagsana kadar bu islem devam ettirildi.

2.2.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Flask igerisinde bulunan besiyeri vakum pompasi yardimiyla cekilerek ortamdan
uzaklastirildi. Hiicreler besiyerinden iyice armdirilmak i¢in PBS ile dikkatlice yikandi.
PBS’de yine vakum pompast yardimiyla c¢ekilerek ortamdan uzaklastirildi. Hiicrelerin
iizerine tripsin konularak inkiibatorde 5 dakika inkiibe edildi. Tripsin, miktarmin en az 2
kat1 kadar medium eklenerek hiicrelerin birbirinden ayrilmalar1 ve kiiltiir ortamida
homojen dagilmasi i¢in tritrasyon islemi yapildi. Siispansiyon falcon tiipline aktarildi.
Hiicre siispansiyonu 1800 rpm ‘da 3 dk santrifiijlendi ve siipernatant uzaklastirildi. % 45
FBS, % 45 Medium ve %10 DMSO’ dan (1 ml i¢in) olusan dondurma mediumu hazirland1
(1 ml icin). Hiicre sayim1 yapilarak her tiip icin 3.000.000 hiicre olacak sekilde ayirma
islemi yapildi. Cryo vial dondurma tiipleri igerisine her tiipe 1 ml dondurma mediumu
icinde 3 milyon hiicre donduruldu. Tiipler ilk énce 24 saat -20 °C’de bekletildi asamali
sekilde dondurma islemi gerceklestirmek amaciyla ikinci 24 saatte -80 "C’ye alinarak derin
dondurucuya birakildi. 24 saat sonrasinda -80 °C ‘de bulunan cryo vial tiipler almarak

-196 °C s1v1 azot tankina transfer edildi.
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2.2.5. Hiicrelerin Coziilmesi

-196 °C swv1 azot tankinda bulunan hiicreler oda 1sisinda bekletilerek hiicrelerin
¢oziinmesi saglandi. Diger tarafta 25 cm®’lik flask icerisinde bulunan hiicrelere en az 3 ml
olmak iizere besiyeri birakildi. Oda sicakligina ulasan hiicreler iizerine bir miktar medium
konularak flask i¢ine alindi. Hiicrelerin yapismasi i¢in 24 saat inkiibatore birakildi. 24 saat
sonunda mediumu degistirilerek mikroskop altinda incelendi. Konfluent olana kadar

haftada 2 giin besiyerleri degistirildi. Konfluent oldugunda pasajlama islemi yapildi

2.2.6. Hiicrelerin Sayimi

Flask yiizeyinden aywrdigimiz hiicrelerin tritrasyonlar1  yapildiktan  sonra
hemositometre yardimiyla sayimlar1 yapildi.

Hemositometre Ttizerine tritrasyonu yapilan hiicrelerden bir miktar birakilarak
mikroskop altinda sayimi gergeklestirildi. Cikan rakam 4’e boliinerek ortalama bir deger
bulundu. Bu deger 10* ile carpildi. Bulunan bu deger 1 ml igerisindeki yaklasik hiicre
sayisin1 temsil etmektedir. Falcon tiipii igerisinde ka¢ ml besiyeri var ise ¢ikan rakam ile
carpilarak ortalama hiicre sayis1 bulundu. Her plate i¢in 1.500.000 hiicre gelecek sekilde
hiicreler farkli falcon tiiplerine alindi. Uzerlerine besiyeri eklenerek homojen ortamin
saglanmas1 amaciyla tritrasyon iglemi yapildi. Her kuyucuk igerisinde 15.000 hiicre olacak

platelere ekimi yapildi.

2.2.7. Hiicrelerin Platelere Ekimi

96 kuyucuklu platelere her kuyucuga 15.000 hiicre gelecek sekilde tekrarlayici pipet
yardimiyla hiicrelerin platelere ekim islemi gerceklestirildi (Her kuyucuk i¢in 100 pl)
[Sekil 6 ]. Ekilen hiicrelerin plate yiizeyine yapismasi i¢in 24 saat sire ile CO”li
inkiibatorde bekletildi. MTT assay i¢in kullanacagimiz hiicreler deneye hazir hale getirildi

[ Sekil 7 ].
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Sekil 6: Hiicrelerin ekimi

2.2.8. Test Ajanlarinin Kiiltiir Ortamina Eklenmesi

1.Grup
2.Grup

3.Grup:
4.Grup:
5.Grup:
6.Grup:
7.Grup:
8.Grup:

: Apelin 0,1-1-10 nM” lik konsatrasyonlar1

: E2 1-10-100 nM’ lik dozlar1

E2 1 nM’ lik dozu (24 saat) + apelin 1-10 nM’ lik dozu
E2 10 nM’ lik dozu (24 saat) + apelin 1-10 nM” ik dozu
E2 100 nM’ lik dozu (24 saat) + apelin 1-10 nM’ lik dozu
E2 1 nM’ lik dozu + apelin 0,1-1-10 nM’ lik dozu

E2 10 nM’ lik dozu + apelin 0,1-1-10 nM”’ ik dozu

E2 100 nM’ lik dozu + apelin 0,1-1-10 nM” lik dozu

25



2229229290800
sgessssannby
i ;}u ”&Q\/u 4\1__:‘;“3.‘;‘ ®
by /N Ak "”“\“lk,lk‘:}u“;,‘
VO @ )Jk,&)&” PDOOOO®
L0 L0 K KK ) ,
~ @' P4 :);1\)(\ X A X X D

1

Sekil 7: 96 well plate

24 saat inkiibasyon i¢in inkiibatdre birakilan platelere ektigimiz hiicrelerin kullandig1
medium vakum pompasi yardimiyla ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler iizerine Apelin—
13’lin 0,1-1-10 nM konsatrasyonlar1 ve estradiol’in 1-10-100 nM konsatrasyonlar1 belirli
deney diizenegi ¢ercevesinde eklendi. Hiicreler well platelere ekildiginde es zamanli olarak
estradiol eklenerek 24 saat inkiibasyon i¢in inkiibatore birakildi. 24 saat sonrasinda estadiol
eklenen platelerde dahil olmak iizere medium vakum pompasi yardimiyla ortamdan
uzaklastirild. Uzerine apelin eklenerek apelinin estradiol ile indiiklenen hiicrelerin
gelisimini ne yonde etkiledigini gozlemlemek igin tekrar inkiibasyon i¢in 24 saat

inkiibatore birakildi.
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2.2.9. MTT Assay

Sitotoksik etkiler, sitotoksisitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan
enzimatik test yontemlerinden biri olan MTT assay [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- difenil
tetrazolium bromid] yontemi ile belirlendi [30]. Bu yontem, MTT boyasmin tetrazolium
halkasin1 pargalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu yontemde, MTT canli hiicrelere
aktif olarak absorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz tarafindan
katalize edilerek mavi-mor renkli, suda ¢oziinmeyen formazana indirgenir. Formazan
olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde goriilmektedir. Bu da
hiicre canliliginin bir belirteci olarak kabul edilmekte ve spektrofotometrik olarak
belirlenen deger yasayan hiicre sayisi ile iliskilendirilmektedir [30, 32]. Yontemde 50 mg
MTT boyast 10 ml hacimde PBS i¢inde karanlik ortamda ¢oziilerek Smg/ml’lik MTT
solisyonu hazirlandi. Soliisyon 0.22 um’lik filtre 1ile siiziilerek sterilizasyonu

gerceklestirildi.

Maddelerin eklenmesinin ardindan inkiibasyon ic¢in inkiibatére birakilan plateler
almarak maddeler vakum pompasi yardimiyla ortamdan uzaklastirildi. Platelere her
kuyucuga 50ul olacak sekilde tekrarlayici pipet yardimiyla MTT soliisyonu eklenerek
inkiibasyon i¢in 3 saat siireyle inkiibatore konuldu. 3 saat sonunda eklenen MTT ortamdan
uzaklastirildiktan sonra iizerine her kuyucugalOO pl olacak sekilde DMSO eklenerek
hiicrelerin optik dansiteleri ELISA cihazinda 550 nm dalga boyunda okutuldu [64].
Kontrol kuyucuklar1 okutularak elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi alind1 ve bu

deger %100 canli hiicre olarak kabul edildi.

Coziicli ve ajan uygulanan kuyucuklardan elde edilen absorbans degerleri kontrol
absorbans degerine oranlandi ve ylizde canlilik olarak kabul edildi. Bu MTT denemeleri
farkli giinlerde tekrarlanarak maddelerin MCF-7 hiicreleri {izerine sitotoksik etkilerinin

olup olmadig: tespit edildi.
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2.2.10. istatistiksel Analiz

Gruplarm normal dagilima uygunlugu KOLMOGOROV SMIRNOV testi ile
degerlendirildi. Gruplarin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi kullanildi.
Varyanslarin homojenligi LEVENE testi ile analiz edildi. Tek yonlii varyans analizi
sonras1 varyanslarin homojen olmadig1 gozlendi ve ¢oklu karsilastirmalar icin TAMHANE
T2 testi kullanildi. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Veriler ortalama =+

standart hata olarak ifade edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Apelin—-13 Uygulamasinin Hiicre Canhhg Uzerine Etkisi

Apelin-13’iin 0.1-1 ve 10 nM’ Iik dozlar1 ve ¢6ziicii uygulanmasi sonrasinda hiicre
canlilig1 iizerinde etkileri Sekil 8 ’de gosterildi. Uygulanan 3 farkli apelin dozu kontrol
grubu ile kiyaslandiginda iki grup arasinda istatistiksel olarak hiicre canliliinda anlamli

azalmalara sebep olmustur (p<0.001).
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Sekil 8: Apelin—-13 uygulanmasindan sonra kontrol ve ETOH grubunda hiicre

canliliginda meydana gelen (Ort = SH) degisiklikler (* p<0.001; TAMHANE
Post Hoc Turkey HSD)
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3.2. 1 nM E2 ile 24 Saat inkiibasyon’ dan Sonra Hiicre Canhligina Apelin—-13
Etkisi

E2’nin 1 nM’lik dozunun uygulanmasindan 24 saat sonra apelin-13’tin farkli 2
dozunun (1-10 nM) hiicreler iizerine uygulanmasinin hiicre canlilig1 iizerine etkileri Sekil
9’da gosterildi. Hiicrelere 1 nM’ lik estradiol uygulanmasindan 24 saat sonra apelin—13
uygulamas1 yapildi. Yapilan analizde estradiol ve apelin-13’tin (1 ve 10 nM)
konsantrasyonlar1 ¢oziicli grup ile karsilastirildiginda hiicre canliliginda azalmaya sebep

oldugu tespit edilmistir.( °p<0.005, 9p<0.05)
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Sekil 9: 24 saat 1 nM estradiol uygulamasindan sonra uygulanan apelin-13’iin 1 ve 10
nM’lik dozu verildiginde hiicre canliliginda meydana gelen (Ort_+ SH)
degisiklikler (°p<0.005, 9p<0.05; TAMHANE Post Hoc Turkey HSD)
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3.3. 10 nM E2 ile 24 Saat Inkiibasyon’ dan Sonra Hiicre Canlihgma Apelin—13
Etkisi

Estradiol’tin 10 nM’ lik dozunun hiicrelere uygulanmasidan 24 saat sonra apelin—13
(1-10 nM) uygulamasinin hiicre canlilig1 tizerine etkileri Sekil 10° da gosterildi. Coziicii
ile E2 + apelin-13’iin 1 ve 10 nM” lik konsantrasyonu karsilastirildiginda, E2 + apelin—13
uygulamasinin hiicre canliligini azalttig1 belirlendi (p<0.05, p<0.005).
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Sekil 10: 24 saat 10 nM estradiol uygulamasindan sonra uygulanan apelin-13’iin 1 ve 10
nM’ lik dozu verildiginde hiicre canliliginda meydana gelen (Ort + SH)
degisiklikler (°p<0.005; 9p<0.05); TAMHANE Post Hoc Turkey HSD)
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3.4. 100 nM E2 ile 24 Saat Inkiibasyon’ dan Sonra Hiicre Canhligina Apelin—13
Etkisi
Estradiol’ iin 100 nM’ iin dozunun uygulanmasindan 24 saat sonra 2 farkli apelin—
13 dozunun (1-10 nM) hiicrelere uygulanmasmin hiicre canliligi iizerine etkileri Sekil 11
"de gosterildi. Yapilan analizde ¢oziicii grup ile apelin-13’in 1 nM’ lik dozu
karsilastirildiginda istatistiksel olarak bir anlam tasimadig: goriildi. Estradiol ile E2+apelin
13 (1 ve 10 nM) gruplar1 kiyaslandiginda ise hiicre canliliginda anlamli diizeyde azalma

goriildii (%p<0.05; *p<0.001, °p<0.01).
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Sekil 11: 24 saat 100 nM estradiol uygulamasindan sonra uygulanan apelin-13’tin 1 ve 10
nM’ lik dozunun hiicre canliligindaki (Ort = SH) degisiklikler (dp<0.05;
*p<0.001; °p<0.01; TAMHANE Post Hoc Turkey HSD)
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Tablo 4: Apelin’ in 3 farkli dozu (0.1,1 ve 10 nM) ve e2 konsantrasyonlarinin (1,10 ve

100 nM) hiicre canliligina olan etkisinin karsilastiriimasi

Grup 0.1 nM 1 nM 1 0nM

Kontrol 100 + 2,617 100 = 2,617 100 + 2,617
1 nM E2+Apelin 79.46 £ 5,025 79.66 + 5,187 77.48 +£5,769
10 nM E2+Apelin 79.83 £ 4,268 82.81 + 4,855 77.89 £ 5,479
100 nM E2+Apelin 86.34 + 5,335 80.72 + 6,025 75.80 £ 5,674
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3.5. InM’ hk Estradiol ve Apelin—-13’iin Es Zamanh Uygulamasinin Hiicre
Canhihg Uzerine Etkisi

Apelin-13’iin 0,1, 1 ve 10 nM’ lik dozlar1 ve estradioliin 1 nM’ lik dozunun es
zamanlt uygulanmasinin hiicre canlilig1 tizerine etkisi Sekil 12 *de gosterildi. Hiicrelere 1
nM’ lik estradiol ve apelin-13’lin 3 dozu da es zamanl olarak uygulanip inkiibasyon i¢in
inkiibatore birakildi. Ancak MCF-7 hiicrelerine uygulanan apelin—13’tin 0.1, 1 ve 10 nM’

lik konsatrasyonlarinda hiicre canliliginda anlamli bir azalma gozlendi. (*p<0.001, dp<0.05)
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Sekil 12: Estradiol 1nM ve apelin-13’iin 0.1, 1 ve 10 nM uygulanmasmimn hiicre
canlihgindaki (Ort + SH) degisiklikler (*p<0.00; dp<0.05; TAMHANE Post Hoc Turkey
HSD)
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3.6. 10 nM’ hk Estradiol ve Apelin—13’iin Es Zamanh Uygulamasimin Hiicre
Canhihg Uzerine Etkisi

Apelin-13’iin 3 farkli dozunun (0,1-1 ve 10 nM) ve Estradiol’in es zamanl
uygulanmasimin hiicre canlilig1 tizerine etkisi Sekil 13 ’de gosterildi. Hiicrelere 10 nM” lik
estradiol ve apelin-13’lin 3 dozu da es zamanli olarak uygulandi. MCF-7 hiicrelerine
uygulanan apelin-13’tin 3 farkli konsatrasyonunun (0.1-1 ve 10 nM) ¢6ziicli grup ve es
zamanlt uygulanan E2 grubu kiyaslamasi yapildiginda hiicre canliliginda anlamli bir

azalmaya sebep oldugu goriildii.
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Sekil 13: Estradiol 10 nM ve apelin—13’tin 0.1,1 ve 10 nM doz uygulanmasmin hiicre
canlihgindaki (Ort = SH) degisiklikler (°p<0.001; “p<0.01; TAMHANE Post
Hoc Turkey HSD)
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3.7. Estradiol 100 nM ve Apelin—-13’iin Es Zamanh Uygulamasinin Hiicre
Canhihg Uzerine Etkisi

Apelin-13’iin 0,1-1 ve 10 nM olan dozlar1 ile Estradiol’iin es zamanli uygulanmasimnin
ardindan hiicre canlilig1 degisimi Sekil 14’ de gosterildi. Hiicrelere 100 nM’ lik estradiol
ve apelin-13’tin 3 dozu da es zamanl olarak uygulandi. 0.1 nM Apelin—13 uygulanan
grupta hiicre canliliginda bir azalma goriildii. Fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamli
degildi. Coziicii ile 1 nM apelin uygulanan grup kiyaslandiginda hiicre canliliginda anlamli
bir azalmaya sebep olmadig1 goriildii. 10 nM apelin—13 verilen grup ¢oziicii ve estradiol
100 nM konsatrasyonunun verildigi grup ile kiyaslandiginda ise hiicre canliliginda anlamli

bir sekilde azalma meydana geldigi goriildii.
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Sekil 14: Estradiol 100 nM ve apelin—13’ iin 0.1 nM doz uygulanmasinin hiicre
canliligindaki (Ort + SH) degisiklikler ( TAMHANE Post Hoc Turkey HSD)
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Tablo 5: Ostrojenin 3 farkli konsatrasyonu (24h) (1,10 ve 100 nM ) ve Apelin-13’iin 2

farkli dozunun (1 ve 10 nM) hiicre canliligina olan etkisinin karsilastirilmasi

Grup I nM 10 nM
Kontrol 100 £ 2,617 100 £ 2,617
1 nM E2 (24h)+Apelin 77,92 +5,505 75,90 + 4,788
10 nM E2 (24h)+Apelin 74,84 + 5,930 78,92 + 5,588
100 nM E2 (24h)+Apelin 80,20 + 5,684 76,96 £ 5,570
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Meme kanseri, kadinlar arasinda yaygin goriilmekte ve kanser nedenli 6liimlerin
basinda yer almaktadir. Meme kanseri, semptomlarini gostermeden metastaz yapabilir
[65]. Bu gbzlemler, meme kanserinin tedavisinde ve dnlenmesinde yeni alternatif ajanlarin

arastirilmasina ihtiyag¢ vardir.

Apelin, son zamanlarda kesfedilen yeni G-protein kenetli peptit yapida endojen bir
ligandir ve G protein kenetli orfan reseptorlerine (APJ) baglanarak etkilerini ortaya koyar
[2, 66, 67]. Reseptorleri, hipotalamusun supraoptik niikleus (SON) ve paraventrikiiler
niikleuslar1 (PVN) da dahil olmak tizere beyindeki bircok alanda genis bicimde eksprese
edilmektedirler [10]. Ayrica ince barsak, dalak, adipoz doku, meme dokusu, testis ve timus
gibi periferal dokularda da apelin mRNA’s1 tespit edilmistir [68, 18]. Yapilan in vitro
calismalarda tiim apelin tiirevleri icerisinde biyolojik olarak en aktif olan formun apelin-13
oldugu ortaya konulmustur [66, 9 ]. Habata ve ark. [18 ] sigan ovaryum dokusunda apelin
ekspresyonu oldugunu gostermislerdir. Yine ayni1 grup sican meme dokusunda gebelik ve
laktasyon doneminde apelin ekspresyonunda belirgin bir artis oldugunu belirlenmislerdir

[18].

Bir baska calismada da apelinin sadece sigir ve sican siit 6rneklerinde degil, insan
siitiinde de bol miktarda bulundugu gosterilmistir [9, 69, 70] . Deney hayvanlarinda
yapilan bir c¢alismada meme dokusunda Olgiilen apelin seviyesinin plazma apelin
konsantrasyonundan daha yiiksek oldugu, hormon seviyesinin dogum ve laktasyon

doneminde ise artmadigi bildirilmistir [69].

Bir baska ¢alismada ise hem apelin seviyesinin hem de apelin mRNA ekspresyonunun
dogum ve laktasyonda Onemli miktarda arttigi tespit edilmistir [18, 9]. Apelin
mRNA’smin, Hs 578T insan meme kanseri hiicre kiiltlirlerinde yiiksek seviyelerde
eksprese edildigi ortaya konulmustur [70] . Ayn1 grubun yaptig1 immunohistokimyasal bir
calismada, malin duktal ve lobiiler timor hiicrelerinde de apelin mRNA ekspresyonunun
devam ettigini rapor etmislerdir [71]. Bu durum insan meme kanseri hiicreleri iizerinde

apelinin 6nemli etkilere sahip olabilecegini akillara getirmektedir.
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Calismamizda, meme kanseri hiicrelerine farkli dozlarda (0,1-1 ve 10 nM ) apelin—13
uygulamasi yapildi. 24 saatlik inkiibasyon sonrasi hiicrelerin canlilik oranlarinda meydana
gelen % degisimler incelendi. Sonug olarak, kontrol grubuna kiyasla apelin—13 uygulanan

MCF-T7 hiicrelerinde canliligin azaldig tespit edildi (p<0.05).

Meme kanserlerinin gelismesinde hormonlarin rolii oldugu ve hormonlarin etkisi
olmadan meme kanseri olmayacagi bildirilmektedir [72,73]. Hastaligin ortaya ¢ikmasinda
ostrojenler 6nemli bir role sahiptir [72]. Bundan dolay1 kadinlarda meme kanseri erkeklere
oranla 100 kat daha sik goriilmektedir [74]. Devam eden tiimdr progresyonlar1 i¢in de
Ostrojenler, biitiin meme kanserlerinde Ostrojen reseptor (ER) ispatlanabildigi ve meme
karsinomundaki ilerleme Ostrojen-bagimli oldugu icin biiyiik bir anlam ifade etmektedir
[75, 76]. Bu 06zel anlam ise ER antagonistleri ile yapilan terapilerde basar1 olarak
yansimaktadir [77]. ER pozitif meme kanseri hiicrelerinde dstrojen ER’yi aktive ederek
hiicre siklusundaki G1-faz1 kisaltip hiicrenin daha sik sekilde boliinmesine neden olur. ER
antagonisti olan tamoxifen, ER’yi bloke ederek oOstrojen-bagimli hiicre biiylimesini

durdurur [79].

Calismamizda, meme kanseri hiicrelerine farkli dozlarda (1,10 ve 100 nM ) Gstrojen
uygulamasi yapildi ve 24 saatlik inkiibasyon sonrasi hiicrelerin canlilik oranlarinda
meydana gelen % degisimler incelendi. Kontrol grubuna kiyasla Ostrojen uygulanan
gruplarda MCF-7 hiicre canliligiin arttig1 tespit edildi (p<0.05). MCF-7 hiicrelerinin
androjen reseptdr pozitif oldugu bilinmektedir [78]. Ostrojen uygulamasinda MCF-7
hiicrelerinde goriilen proliferatif etkinin androjen reseptér kaynakli oldugun akla
gelmektedir. Meme kanserlerinin ortalama %951 primer bir Gstrojen-bagimli biiyliime

gostermektedir [80].

Kanser ve apelin iligkisinin arastirildigi caligmalar hem sayisal olarak yetersizdir hem
de bu caligmalar genellikle deney hayvanlar1 tizerinde gerceklestirilmistir. Bizim
calismamiz insan meme kanseri hiicreleri tizerine yapilmis ilk ¢calisma oldugundan ayr1 bir

Onem arz etmektedir.
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Sonu¢ olarak, MCF-7 hiicrelerine in vitro ortamda apelin—13 konsantrasyonlarimin
uygulanmasmin ardindan hiicre canliliginda meydana gelen azalma, apelin hormonunun

tedavi yontemlerinde alternatif olarak kullanilabilecegini akla getirmektedir.
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