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Oz

Amac

Lokal ve sistemik faktorlerin, dstrojen reseptori po-
zitif meme kanseri riskinde artis olan postmenopozal
obez kadinlarda meme kanseri hicrelerinin biyud-
mesini  yonlendirdigi gosterilmistir. Postmenapozal
donemdeki obez kadinlarda, dolasimdaki girelin hor-
monunun azaldigi, bazi timor hicreleri tarafindan
Uretildigi ve ayrica tumor blyimesini etkiledigi gos-
terilmistir. Bu ¢alismada, adiponektin uygulamasinin
Ostrojen reseptort pozitif MCF-7 meme kanseri hiicre
hattindaki roltint ve girelin seviyeleri Gizerine olan et-
kilerini arastirmay! amacladik.

Gerec ve Yontem

MCF-7 meme kanseri hicre hatti 2 boyutlu kilttirde
¢ogaltildi. MCF-7 meme kanseri hicrelerine artan
konsantrasyonlarda adiponektin (50-5000 ng/mL) ile
muamele edilerek inhibisyon dozu belirlendi. MCF-7
meme kanseri hiicre hattina 50, 100, 250 ve 500 ng/
mL konsantrasyonda adiponektin uygulanarak 24, 48
ve 72. Saatlerde ¢rneklerde girelin seviyeleri enzim
bagli imminosorbent analizi (ELISA) ile 6l¢tldu.

Bulgular
24, 48 ve 72. saate alinan MCF-7 meme kanseri hiic-

re hatti kaltar érneklerinde 50, 100, 250 ve 500 ng/mL
adiponektin konsantrasyonuna bagh olarak prolife-
rasyonun azaldigi bulundu. 24, 48 ve 72. saate alinan
MCF-7 meme kanseri hiicre hatti kultur érneklerinde
50, 100, 250 ve 500 ng/mL adiponektin konsantras-
yonuna bagl olarak girelin miktarinda artis olustugu
bulundu.

Sonug

Calismamizda MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda
(ER/PR pozitif) anti-kanserojenik ozelligi kanitlanmis
olan ve ayni zamanda obezite ile negatif korelasyon
gOsteren adiponektinin, girelin ile karsilikli etkilesim-
lerinin, ER pozitif meme kanserlerindeki roltnd ortaya
koymus olduk.

Anahtar Kelimeler: Adiponektin, Hicre Kultaru, Gi-
relin, MCF-7, Meme Kanseri

Abstract
Objective
Local and systemic factors have been shown to drive
the growth of breast cancer cells in postmenopausal

obese women who are at increased risk of
estrogen receptor-positive breast cancer. In obese
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postmenopausal women, it has been shown that
circulating ghrelin hormone is decreased, produced
by some tumor cells, and also affects tumor growth.
In this study, we aimed to investigate the role of
adiponectin administration in estrogen receptor
positive MCF-7 breast cancer cell line and its effects
on ghrelin levels.

Material and Method

The MCF-7 breast cancer cell line was propagated
in 2D culture. The inhibition dose was determined by
treating MCF-7 breast cancer cells with increasing
concentrations of adiponectin (50-5000 ng/mL).
Ghrelin levels were measured at the 24th, 48th
,and 72nd hours by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) by administering adiponectin at a
concentration of 50, 100, 250 and 500 ng/mL to the
MCF-7 breast cancer cell line.

Giris

Meme kanseri Turkiye'de en sik gorulen kanser tiri-
dir ve kadinlarda kansere bagh élimlerin 6nde gelen
nedenidir. insidansi ve mortalite oranlari Tiirkiye da-
hil gelismekte olan Ulkelerde artmaktadir (1). AdipoQ
geni tarafindan kodlanan 30kDa'lik bir peptit hormonu
olan adiponektin, glikoz metabolizmasinda ve enerji
homeostazinda 6nemli rol oynar. Adiponektinin diya-
bet, iltihaplanma ve kanser gelisimi ile iliskili oldugu
dogrulanmistir (2). Adiponektin, Erk1/2, Akt, timor
nekroz faktort (TNF)-a, IL-1(3, NF-kB, IL-6, IL-8 ve
CCL2 dahil olmak tzere inflamatuar sinyal molekul-
lerini diizenleyerek kanser hiicresi biyimesini negatif
olarak duzenlemektedir (3).

Adiponektinin, cesitli kemoterapétik ajanlarla tedavi
edilen meme kanseri hiicrelerinde buyimeyi belirgin
sekilde azalttigi ve apoptozu arttirdi§i gosterilmistir.
(4). Dolasimdaki ytiksek adiponektin konsantrasyon-
lari, pro-inflamatuar sitokinlerin azaltilmasi, insulin
duyarliigmin iyilestiriimesi ve yag asidi metabolizma-
sinin artmasi yoluyla olumlu saglik etkilerine sahiptir
(5). Aclik hormonu olarak adlandirilan girelin, istahin
dizenlenmesinde 6nemli rol oynayan 28 aminoasit-
lik bir peptit hormonudur (6). Diger istah diizenleyici
hormonlarin aksine, girelinin uzun sireli viicut agirhig
diizenlemesinde rol oynadigi gosterilmistir (7). Gire-
lin, kolorektal, hipofiz, bas ve boyun, 6zofagus, kara-
ciger, gastrointestinal, akciger, néroendokrin, non-ho-
dgkin lenfoma, pankreas, tiroid, yumurtalik, prostat ve
meme kanseri dahil ¢cok sayida kanserle iligkilendiril-
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Results

In MCF-7 breast cancer cell line culture samples taken
at the 24th, 48th and 72nd hours, proliferation was
found to decrease depending on 50, 100, 250 and
500 ng/mL adiponectin concentration. It was found
that the amount of ghrelin increased depending on 50,
100, 250 and 500 ng/mL adiponectin concentration in
MCF-7 breast cancer cell line culture samples taken
at 24th, 48th and 72nd hours.

Conclusion

In our study, we revealed the role of adiponectin,
which has proven anti-carcinogenic properties in the
MCF-7 breast cancer cell line (ER/PR positive) and
also negatively correlated with obesity, and ghrelin, in
ER-positive breast cancers.

Keywords: Adiponectin, Breast Cancer, Cell Culture,
Ghrelin, MCF-7

mistir (8). Bazi hormon bagiml kanserlerde, girelinin
proliferatif etkileri oldugu, digerlerinde ise anti-prolife-
ratif etkileri oldugu gdsterilmistir. Boylece, kanserler
arasindaki heterojenlik, girelin ve des-asil gireline ver-
dikleri yanitlara kadar uzanir (9). Meme kanserinden
kurtulanlarda yasam tarzi kilo verme mudahalelerinde
dolasimdaki girelinin oynadigi rolu kesfetmek, rando-
mize kontrolli ¢alismalarin olmamasi nedeniyle zor-
layicidir. Calismamizda farkli konsantrasyonlardaki
adiponektinin insan MCF-7 meme kanseri hiicre hatt
Uzerinde girelin seviyesi lizerine yaptigi etkilerin aras-
tirlmasi amagclanmistir.

Gerec ve Yontem

MCF-7 hiicre hatlari, American Type Culture Collec-
tion (ATCC)'dan temin edildi. Hucreler 50 U/mL pe-
nisilin ve streptomisin, 1,0 mM sodyum piruvat, 1,5
g/L sodyum bikarbonat, 0,1 mM esansiyel olmayan
aminoasit, fotal sigir serumu (FBS) ile zenginlestiril-
mis RPMI 1640 besiyerinde 37 °C’de % 5 CO,li etiiv-
de kulture edildi. Hemasitometrede, tripan mavisi ile
suspansiyondaki hiicrelerin hem sayisi hem de can-
lllik oranlari belirlendi. Hiicrelere adiponektin inhibis-
yon dozu belirlenmesi igin 50, 100, 250, 500, 1000
ve 5000 ng/mL adiponektin (Sigma-Aldrich, USA)
uygulandi. 24, 48 ve 72. saatlerin sonunda hucre-
ler toplanarak degerlendirildi ve adiponektin igin %50
inhibisyona yol acan ortalama doz degeri olan 1D50
deg@eri hesaplandi. Bu deger 250 ng/mL olarak bulun-
du. %100 canli hicre stispansiyonundan 5x105 MCF-
7 hucresi 5’er ml RPMI 1640 medyumu igine ekildi.



Hucrelere 50, 100, 250 ve 500 ng/mL adiponektin ile
muamele yapildi. Her 24 saatte hiicreler hemasito-
metre ile sayildi. Canl hiicre sayisi, hiicrelere tripan
mavisi ile muamele ardindan i1sik mikroskobunda sa-
yim uygulandi. Hucre kiltrlerinde girelin diizeylerinin
belirlenmesi sandvi¢ ELISA yontemiyle yapildi (Ther-
mo Fisher Scientific, Austria). Girelin analizleri ticari
kitin 6ngordugu protokole gore uygulandi. Standart ve
ornekler Ug tekrarl olarak 6l¢lldi. Sonuglar istatistik-
sel olarak degerlendirildi. istatistikler IBM SPSS 18.0
programi kullanilarak normallik dagihmlari incelenmis
ve ‘Independent Sample t test’ uygulanmistir. p<0,05
anlamli kabul edilmistir.

Bulgular

Doz belirleme deneyi kapsaminda adiponektin igin
%50 inhibisyona yol acan ortalama doz degeri (ID50
degeri) 250 ng/mL olarak belirlendi. inhibisyon dozu-
nun alt ve Ust dozlari ise sirasi ile 100 ve 500 ng/mL
seklinde tespit edildi. 50 ng/mL adiponektin ise kontrol
grubu dozu olarak uygulandi (Sekil 1, Sekil 2, Sekil 3).
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Sekil 1

MCF-7 hucreleri icin adiponektin doz inaktivasyon
grafigi :Adiponektin uygulamasindan sonra 24, 48 ve
72. saatler sonunda yapilan hiicre sayimlarinda; tiim
dozlarda hicre sayisinda belirgin bir azalma oldugu
gorulda.  Adiponektin uygulanan MCF-7 meme
kanseri hicrelerinin proliferasyonunu belirgin olarak
azalttigi gézlendi (*p<0,05, *** p<0,001). p degeri ‘t’
testine gore verilmistir.

Tartisma

Bugiine kadar meme kanserli veya meme kanseri 6y-
kiisu olan kadinlarda dolasimdaki girelin diizeylerini
inceleyen az sayida calisma bulunmaktadir (10,11).
Yapilan calismalar, dolasimdaki girelin seviyelerinin
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Sekil 2

MCF-7 Hucre hattinda adiponektin uygulamasi
sonrasi BrdU boyanma grafigi: Kontrol grubunda tim
saatlerde MCF-7 hicrelerinde S fazinda ¢ok sayida
BRDU ile isaretlenmis hicreler gozlendi. 24. 48. 72.
saatler icin verilen adiponektin uygulanan gruplarda
ise kontrol grubuna kiyasla BRDU isaretleme
indeksinde anlamh bir azalma g6zlendi (* p<0,05, **
p < 0,01). Bu azalma adiponektin dozu arttikca daha
belirginlesti. p degeri ‘t’ testine gore verilmistir.
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Sekil 3

Adiponektin dozu ve sireye bagh olarak girelin
miktarindaki degisim: 24, 48. ve 72. saate alinan
MCF-7 meme kanseri hiicre hatti kiltlr drneklerinde
adiponektin konsantrasyonuna bagli olarak girelin
miktari degisimi kontrol grubuna goére anlamli bir
artis gosterdi (*** p<0,001). p degeri ‘t’ testine gore
verilmistir.

kanser riski ile iliskilendirmek yerine, kemoterapi ve
izoflavonoidler de dahil olmak Uizere yapilan terapile-
rin dolasimdaki girelin seviyeleri Gizerindeki etkilerini
aciklamaktadirlar. Au ve arkadaslar (2020) agillen-
memis girelinin meme kanseri hiicre kilturleri tzerin-
deki etkilerini karakterize etmeyi, etki mekanizmasi-
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ni tanimlamayi ve acillenmemis girelin veya analog
AZP-531'in terapétik potansiyelini arastirmislardir
(12). Calismalarindan elde ettikleri veriler, agillenme-
mis girelinin gicld anti-timor etkisine sahip oldugunu
gostermektedir. GUnimuze kadar yapilan calismala-
rin buyuk cogunlugu, girelin genindeki SNP'lerin ve
girelin geni ile ilgili epigenetik faktérlerin meme kanse-
ri riski ile iliskili oldugunu gdstermektedir (13-17). Ki-
zilderili populasyonunda yapilan bir calisma Kizilderili
soyuna sahip kadinlarin girelin genindeki SNP'lerin
meme kanserine 6zgl mortalite ile iliskili oldugunu
da gostermistir (18). Meme kanserleri gibi bazi hor-
mona bagl kanser tiplerinde yapilan ¢alismalarin bir
kisminda girelinin proliferatif etkileri oldugu, digerle-
rinde ise anti-proliferatif etkileri oldugu gosterilmistir.
Bu durum, kanserler arasindaki heterojenlik, girelin ve
des-asil girelin'e verdikleri yanitlara ve ayni zamanda
da girelin hormonu formlarinin diger hormonlarla kar-
silikh dizenlenmelerine kadar uzanmaktadir. Girelin
hormonu ve adipokinler obezite, diyabet gibi bircok
metabolik haslaliklarin yani sira kanser patogene-
zinde de rol oynamaktadir. Ozellikle postmenapozal
donemde degisen hormonal duruma bagh olarak
artan kilo alimi ile meme kanseri riskinin artmasi bu
hormonlarin meme kanseri patolojisindeki yerini aras-
tirmada oncelikli hale getirmektedir. Ozellikle meme
kanseri riskinin artti§gi postmenapozal doénemdeki
kadinlarda girelin ve adiponektin konsantrasyonlari
obezite durumundan bagimsiz olarak cinsiyet hor-
monlari ile iligkilidir ve bu hormonlarin kan dizeyleri
hem obezitede ve hem de postmenopozal dénemde
dizensizlikler gostermektedir (19). Biz de calisma-
mizda MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda (ER/PR
pozitif) anti-kanserojenik 6zelligi kanitlanmis olan ve
ayni zamanda obezite ile negatif korelasyon gosteren
adiponektinin, girelin ile karsilikh etkilesimlerinin, ER
pozitif meme kanserlerindeki roliinii ortaya koyduk.

In vitro ¢alismalar, girelinin hem proliferatif hem de
anti-proliferatif etkilere sahip olabilecegini géstermis-
tir (10). Midede iyi karakterize edilmis ekspresyonuna
ek olarak, girelin meme tuméorleri de dahil olmak tze-
re bircok baska bolgede de dretilir. Girelin eksprese
eden timorleri olan meme kanseri hastalari, girelin
ekspresyonu olmayanlara kiyasla niks veya meme
kanserine bagh olum riski 2,5 ila 3 kat daha dusuktir
(20). Bu durum goz 6ntne alindiginda timér hiicre
proliferasyonunda girelin roliinin daha iyi anlasiima-
sinin, ¢esitli kanserler icin ve 6zellikle meme kanse-
rinde yeni terapotik yaklasimlarin gelistiriimesini sag-
layacagi 6ngorilebilmektedir.

Yapilan calismalar adiponektinin sadece kanser riski

ile iliskili olmadigini, ayni zamanda tumor ilerlemesi
ile de iliskili oldugunu géstermektedir (21). Bir anabo-
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lik hormon olan girelin, metabolizma, istah, beslenme,
kilo alimi, mide hareketliligi ve mide bosalmasinda ¢e-
sitli rollere sahiptir. Ayrica GH, IGF-I, insilin ve leptin
sentezinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (22).
Girelin kanser hiicre hatlarinda proliferasyon, apoptoz
ve hiicre invazyonu ve migrasyonu gibi kanser ilerle-
mesi ile iligkili streclerde rol oynamaktadir (23).

Yapilan c¢alismalar adiponektinin bloklayici etkisinin
yaninda, meme kanseri hiicrelerinde adiponektin uy-
gulamasi neticesinde artan girelinin MCF-7 kanser
hiicre proliferasyon calismalarinda adiponektine bag-
h-bagimli olarak islev gosterdigini ortaya koymaktadir.
MCF-7 hucrelerinin adiponektin reseptorlerini ekspre-
se ettigini ve buyumelerini, AMPkinaz aktivasyonunu
ve p42/p44 MAPkinaz inaktivasyonunu azaltarak in-
san rekombinant adiponektinine yanit verdigini ve adi-
ponektinin antiproliferatif etkisinin, hiicre apoptozunun
aktivasyonunu ve hiicre dongusinin inhibisyonunu
icerdigi gosterilmistir (24). Yaptigimiz ¢alismada uy-
gulanan adiponektin dozuna bagli-bagimh olarak gi-
relin miktarinda da istatistiksel olarak anlamh bigimde
artis oldugunu gozlemledik. Girelinin meme kanserin-
de var olan anti-timorejenik etkisinin kullanilarak has-
talarin tedavi ve takibinde protokol olusturulmasi yakin
gelecekte mimkin goriinmektedir. Bu sekilde planla-
nan olgularda tedavinin etkinligini arttirmada kombine
olarak adiponektin kullanilmasinin girelin seviyesi lize-
rine etkisini gosteren literattirdeki ilk ¢alisma olmasi
nedeniyle bulgularimiz 6nem arz etmektedir.

Cikar Catismasi Beyani
Herhangi bir ¢ikar catismasi yoktur.

Etik Kurul Onayi
Bu makale, insan veya hayvanlar lizerinde herhangi
bir calisma icermemektedir.

Finansman

Bu arastirma, kamu, ticari veya kar amaci giitmeyen
sektorlerdeki finansman kuruluslarindan herhangi bir
finansal destek almamistir.

Verilerin Ulasilabilirligi
Tiam veriler makalede ve/veya ek dosyalarda mevcut-
tur.
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