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OZET

Amac: Fetuin-A, esas olarak karaciger ve yag dokusunda sentezlenen ve daha sonra kan
dolagimina salinan bir glikoproteindir. Fetuin-A, farkli mekanizmalarla tiimor ilerlemesi,
kalsifikasyon, diyabet, obezite, bobrek hastaliklart ve koroner arter hastaliginda énemli
roller oynar. Fetuin-A, timor hiicrelerine endositoz yoluyla alinir ve hiicre igindeyken
eksozomlarin salgilanmasini artirir. Son zamanlarda yapilan bir dizi ¢alisma, prostat,
pankreas ve multiform glioblastoma gibi tiimor hiicrelerinin bir alt kiimesinin,
ilerlemelerini destekleyen ektopik fetuin-A'y1 sentezledigini gostermistir. Sisplatin, anti-
kanser bir kemoterapi ilacidir. Bu ilag¢ bir alkilleyici ajan olarak smiflandirilir. Birkag
kanseri tedavi etmek i¢in kullanilir. Bunlar meme kanseri, testis kanseri, mesane kanseri,
mezotelyoma, serviks kanseri, over kanseri, akciger kanseri, bas ve boyun kanseri,
Ozefagus kanseri, beyin tiimorleri ve ndroblastomay: igerir. Bu g¢alismanin amact
sisplatinin SH-SY5Y hiicre hattindaki fetuin A diizeyine etkisini arastirmaktir.

Yontem: Bu ¢aligmada insan néroblastoma (SH-SY5Y) hiicre hati kullanildi. Sisplatinin
fetuin A diizeyine etkisini aragtirmak igin iki hiicre grubu hazirlandi. Kontrol grubu
herhangi bir tedavi gérmedi. Sisplatin grubundaki hiicreler 24 saat 10 uM sisplatin ile
muamele edildi. Hiicreler donduruldu ve eksplozyona ugrayana kadar 3 kez ¢oziildii.
Daha sonra santrifiij edildi ve siipernatanlar toplandi. Daha sonra fetuin A diizeyini
belirlemek i¢in ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay) yontemi uygulandi.
Bulgular: Sisplatin grubunda kontrol grubuna gore fetuin A diizeyinde anlamli bir artig
saptandi. (p < 0,05)

Sonuclar: Sisplatinin SH-SYS5Y hiicre hattinda fetuin A seviyesini arttirdig1 bulundu.
Anahtar kelimeler: Fetuin A, Sisplatin.

ABSTRACT

Objective: Fetuin-A is a glycoprotein synthesized mainly in the liver and adipose tissue
and then released into the bloodstream. Fetuin-A plays important roles in tumor
progression, calcification, diabetes, obesity, kidney diseases and coronary artery disease
through different mechanisms. Fetuin-A is taken into tumor cells by endocytosis, and
while inside the cells, it increases the secretion of exosomes. Lately a number of studies
have shown that a subset of tumor cells such as prostate, pancreatic and glioblastoma
multiform synthesize ectopic fetuin-A, which promotes their progression. Cisplatin is an
anti-cancer chemotherapy drug. This medication is classified as an alkylating agent. It is
used to treat a number of cancers. These include breast cancer, testicular cancer, bladder
cancer, mesothelioma, cervical cancer, ovarian cancer, lung cancer, head and neck cancer,
esophageal cancer, brain tumors and neuroblastoma. The aim of this study was to
investigate the effect of cisplatin on the fetuin A level in the SH-SY5Y cell line.
Method: In this study, the SH-SY5Y human neuroblastoma cell line was used. Two cell
groups were prepared to investigate the effect of cisplatin on the fetuin A level. The
control group did not undergo any treatment. Cells in the cisplatin group were treated with
10 uM cisplatin for 24 hours. Cells were frozen and re-thawed 3 times to burst. It was

then centrifuged and the supernatants were collected. After that ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) method was
applied to determine the level of fetuin A. Statistical evaluation of the data was performed by independent t-test, Statistical

significance was defined at p<0.05.

Results: There was a significant increase in fetuin A level in the cisplatin group compared to the control. (p <0.05).
Conclusions: Cisplatin was found to increase the level of fetuin A in the SH-SYS5Y cell line.

Keywords: Fetuin A, Cisplatin.
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GIRIS

Fetuin’in 1944'te kesfedilmesinden bu yana
altmig alti yil gecti, ancak memeli
fizyolojisindeki 6nemi yakin zamanda fark
edildi. ilk olarak fetal sigir serumundan
izole edildi. Simdi en yaygin olarak fetuin-
A, alfa-2-HS-glikoprotein ~ veya  a2-
Heremans-Schmid  glikoprotein  olarak
bilinir. Fetuin-A, esas olarak
hepatositlerden  sentezlenen ve kan
dolagimina saliverilen bir glikoproteindir.
Karacigere ek olarak yag dokusu,
dolasimdaki fetuin-A konsantrasyonuna
katkida bulunan 6nemli dokulardan biridir.
Fetuin-A, uzun A zinciri (282 amino asit) ve
kisa B zincirinden (27 amino asit) olusur ve
bu iki zincir 40 amino asitlik bir peptidle
baglanir. Molekill agirhigt 60 kd olan
Fetuin-A’nin serum konsantrasyonu 0,5 ile
1,0 g / L arasindadir.

Yapilan ¢aligmalara gore, serum fetuin-A
ile bozulmus glukoz toleransi (IGT), instilin
direnci ve Tip 2 diyabet riski arasinda
pozitif bir iligki oldugu gosterilmistir.!
Fetuin-A'nin, insiilin reseptorii olan tirozin
kinazin endojen inhibisyonu yoluyla insiilin
direnci gelisimine neden olarak obezite
riskini artirdigi bilinmektedir.? Fetuin-A,
kemik mineralizasyonunu inhibe etmeden
dolasimdaki istenmeyen kalsifikasyonu
inhibe edebilir.> Fetuin-A'nin serumdaki
aktif hiicre biiyiimesini destekleyici ve ana
hiicre adezyon molekiilii oldugundan uzun
siredir  sliphelenilmektedir.  Fetuin-A,
timor hiicrelerine endositoz ile alinip
ekzozomlarin salgilanmasini artirir.
Ekzozomlar ekstraselliiler ortama
salgilandiktan sonra hiicre invazyonunu ve
adhezyonunu indiikler. Fetuin-A varliginda
hiicreler daha yiiksek adhezyon ve invazyon
egilimine sahiptir. Fetuin-A’y1
sentezlemeyen ve salgilamayan hiicreler
zayif bir sekilde invaze ve adheze olur.*

Fetuin-A  hiicre yiizeyine baglanarak
fosfatidilinozitol 3 (PI3) kinaz / Akt sinyal
yolunu ve hiicre proliferasyonunu

indiiklemektedir.® Karsinom hiicrelerinin

plazma membranlarinda bulunan
anneksinlerin, karsinom hiicresinin fetuin-
A'ya baglanmasini sagladigi

belirtilmektedir®. Son zamanlarda bir dizi
laboratuvar, = pankreas,  prostat  ve
glioblastoma multiform gibi bazi timor
hiicrelerinin, ilerlemelerine neden olan
ektopik fetuin-A sentezledigini
gostermistir. Fetuin-A'nin bir kemoatraktan
oldugu gozlemine dayanarak’”$, timor
hiicrelerini kemik metastatik nisine ¢eken
anahtar  molekiillerden  biri  oldugu
diisiiniilebilir. Ilging bir sekilde, kemigi
kolonize eden prostat kanseri hiicrelerinin
ektopik fetuin-A sentezledigi ve salgiladigi
bildirilmistir.” Fetuin-A, kemikteki tiimor
hiicrelerinin  bilylimesini indiiklemesinin
yani  sira, mikro-ortamdaki  yiiksek
kalsiyum ve fosfat konsantrasyonu goz
online alindiginda, kemigin remodellingi
sirasinda  yeni kemik olusumunu da
yavaslatabilir.!® Ek olarak fetuin-A, tiimor
hiicreleri biiylidiik¢e nisi genisletmek icgin
iizerinde hidroksiapatitin biriktigi iskele
olan'' kollajeni parcalamak i¢in matris
metaloproteinazlarin aktivitesini stabilize
edebilir ve koruyabilir.

Sakwe ve ark. (2010), fetuin-A'nin memede
kanserli hiicrelere etkin bir sekilde
alindigmi ve tiimor hiicrelerinde biiylime
sinyaline aracilik eden 6nemli bir serum
yapiskan proteini oldugunu gostermistir!?.
Sisplatinin kanser hiicreleri
iizerindeki etkisi, DNA'daki piirin bazlarla
capraz baglanma kabiliyetine baghdir;
DNA onarim mekanizmalarina miidahale
ederek DNA hasarina neden olur ve daha
sonra kanser hiicrelerinde programli hiicre
olimii. (apoptoz) tetikler!®. Fetuin A’nin
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kanserde onemli rol oynamasina ragmen
antikanser ilaglarin fetuin A tizerinde etkisi
pek incelenmemistr. Bu baglamda bu
calismamizin amact sisplatinin SH-SYSY
hiicre hattindaki fetuin-A diizeyine etkisini
degerlendirmektir.

YONTEM ve BULGULAR

Kimyasallar ve Sarf Malzemeler
Noroblastoma (SH-SYS5Y) hiicre hatti,
penisilin/streptomisin (10,000U/mL),
DMEM/Besleyici Karistmi DMEM  (1:1
karisim), Fetal Sigir Serumu (FBS),
Tripsin-EDTA ¢ozeltisi, Sisplatin (Sigma-
Alrich) ve hiicre kiiltiirii i¢cin gerekli gesitli
sarf malzemeleri kullanildi.

Hiicre Kiiltiiri

ATCC’den temin edilmig olan
Noroblastoma (SH-SY5Y) hiicreleri steril
kosullar altinda 37°C ve %5 CO2’li
ortamda, 25 cm?2’lik flasklarda, %1 L-
glutamin, %1 penisilin-streptomisin ve %10
fetal s1g1r serumu igeren DMEM (1:1) hiicre
kiiltiir besi yerinde prolifere edildi. Hiicreler
%80 yogunluga ulastiklarinda  pasaj
yapilacak ve Tlgclincli pasajin ardindan
caligmalara baslandi.

Deney Protokolii

Bu calismada insan ndroblastoma (SH-
SY5Y) hiicre hatti kullanildi. Sisplatinin
fetuin A diizeyine etkisini arastirmak igin
iki hiicre grubu hazirlandi. Kontrol grubu
herhangi bir tedavi gormedi. Sisplatin
grubundaki hiicreler 24 saat 10 uM sisplatin
ile muamele edildi. Her grup i¢in hiicreler
steril tliplerle toplandi. 2000 RPM'de
yaklagik 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatanlar ¢ikarildi. Tiplerin altindaki
hiicre bilesenleri, hiicre siispansiyonunu
yaklasik 1 milyon/ml hiicre
konsantrasyonuna seyreltmek icin PBS
(pH: 7.4) kullanilarak stlispanse edilir.
Hiicreler, i¢ bilesenlerin disar1 ¢ikmasina
izin vermek i¢in tekrarlanan donma

¢oziilme dongiileri yoluyla hasar gordii.
4°C'de 4000 rpm'de 10 dakika santrifiij
edildi. Daha sonra, biyokimyasal analiz i¢in
siipernatanlar toplandi. Her grup i¢in hiicre
slipernatanlarindaki fetuin A seviyeleri,
insan ELISA ticari kitleri (YL Biont,
Shanghai, China) kullanilarak 6l¢iildi.
Operasyon protokolleri,
talimatlarina gore yapildi. Kisaca standart
ve doku oOrnekleri plaklara eklendi ve
37°C'de 60 dakika inkiibe edildi. Yikama
adimindan sonra boyama soliisyonlari
eklendi ve 37°C'de 15 dakika inkiibe edildi.
Stop soliisyonu eklendi ve 450 nm'de
okundu. Numunelerin degerini belirlemek
icin standart egriler ¢izildi. Plakalar
icindeki ve arasindaki varyasyon katsayilari
%10'dan azdi. Orneklerdeki toplam protein
diizeylerinin  belirlenmesinde = Bradford
protein assay kiti (Merck Millipore,
Darmstadt, Germany) kullanild.'*

ureticinin

Istatistiksel analiz

Elde edilen istatiksel
degerlendirilmesi i¢in SPSS paket programi
kulanildi ve bagimsiz t-testi ile uygulandi,
Istatistiksel anlamlilk p<0,05 olarak
belirlendi.

BULGULAR

verilerin

Fetuin konsantrasyonu kontrol grubunda
375 £ 15 ( ng/g protein ) ve sisplatin
grubunda 550 + 15 ( ng/g protein ) bulundu
(sekil 1) . Bu gercevede SH-SYSY hiicre
hattinda sisplatin’nin fetuin A’nin diizeyini
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttirdig1 tespit edildi (p
<0,05).

SONUC ve TARTISMA

Glikoprotein olan Fetuin-A, genelinde
hepatositlerden  sentezlenir ve  kan
dolasimina saliverilir. Fetuin-A hiicrelerin
adezyonunu ve invazyonunu indiikler.*
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Sekil 1. Sisplatinin fetuin A’nin konsantrasyon
tizerinde etkisi.
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Akciger kanserinde Fetuin-A  hiicre
ylizeyine baglanarak fosfatidilinozitol 3
(PI3) kinaz / Akt sinyal yolunu ve hiicre
proliferasyonunu indiiklemektedir.’ Uzun
yillardir bilim adamlari, kanserin ilerlemesi
sirasinda serum veya tumor
mikrogevresindeki fetuin-A  konsantras-
yonunu Olgtiiler. Daha 6nceki ¢aligmalarin
cogu, ozellikle hematolojik malignitelerde,
timorler ilerledikge fetuin-A'nin  serum
konsantrasyonunda bir azalma oldugunu
gostermistir'>!%,  ancak  bu  diisiisiin
karaciger tarafindan azalan sentezden mi
(fetuin-A negatif bir akut faz proteinidir) ya
da  timo6r  hiicrelerinin  fetuin-A'y1
mikrocevreden ve nihayetinde kandan aktif
olarak tiiketip tiiketmediginden mi oldugu
acik degildi. Tiimor hiicrelerinin fetuin-A'y1
kana 6nemli 6l¢iide eklemesi veya kandan
cikarmasi olasi degildir. Ornegin, tiimor
hiicreleri tarafindan sentezlenen ve hiicre
dist ortama salgilanan fetuin-A
konsantrasyonu, ~0.5 mg/mL olan kan
seviyelerinden ¢ok daha azdir.!” Bununla
birlikte, fetuin-A'nin fukosile edilmis
formlar1 gibi degistirilmis formlarimin
ortaya ¢ikmasiyla gelecekte kanserin teshisi
veya evrelemesi i¢in glivenilir timor
biyobelirtegleri haline gelmesi miimkiindiir.
Su ana kadar sisplatinin fetuin A’nin SH-
SYS5Y hiicre hattinda diizeyinin {iizerine

etkisi aragtirllmamistir. Bu ¢alismanin
amact  sisplatinin ~ SH-SYS5Y  hiicre
hattindaki fetuin A diizeyine etkisini
arastirmaktir. SH-SYSY hiicre hattinda
sisplatinin fetuin A’nin diizeyini arttirdigi
bulundu. Fetuin A kanser hiicrenin
biiytimesini indiikler. Sisplatin’in
uygulanmasia bagli fetuin A’nin artigi
hiicrenin ilaca karst yaptigi savunma ile
iligkilendirilebilir.
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