Tirk Klinik Biyokimya Derg 2004; 2(2): 59-64 Arastirma

Meme Kanserinde MDA, ZN ve GSH
Diizeyleni

MDA, ZN and GSH Levels in Breast Cancer

Tiilin Ayse Ozden* Beyhan Omer* * Giinay Saner* Haluk Saner* **
Mahmut Miisliimanoglu* * * * Sitlka Tuzlah** ***

istanbul Universitesi, Cocuk Sagdhd Enstittisii Eser Element Unitesi, istanbul
istanbul Tip Fakiiltesi, Biokimya Anabilim Dali, istanbul
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Genel Cerrahi Anabilim Dali, istanbul
**** [stanbul Tip Fakiiltesi, Cerrahi Anabilim Dali, istanbul
#**** [stanbul Tip Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dali, istanbul

OZET
Amag: Meme kanseri, tim kadinlarda, 6zellikle endiistriyel tlilkelerdeki kadinlarda ¢ok sik goriilen kanser
turidir. Heterojen ve kompleks bir hastalik olup genetik, diet ve ¢evresel faktérlerden etkilenir. Bu

calisma, meme kanserinde oksidatif stres ile GSH ve/veya Zn duzeyleri arasinda bir iliskinin olup
olmadigini arastirmak ve selim meme hastahdini, kanser riski agisindan degerlendirmek icin planlandi.

Gerec ve Yontem: Bu amag icin, 25 meme kanserli kadinin tiimoér ve komsu normal meme dokusu ile
14 selim meme hastalikli kadinin biopsi 6rneklerinde; lipid peroksidasyon goéstergesi olarak malondialdehid
(MDA), glutatyon (GSH) ve cinko (Zn) diizeyleri tayin edildi.

Bulgular: Bulgularimiza gore; Kanserli dokuda, normal meme dokusuna gore Kiyaslandiginda MDA ve
GSH duzeylerinin anlamli olarak azaldidi, buna karsilik Zn degerlerinin anlamh olarak arttigi bulunmustur.
Selim meme hastaliklh dokuda, MDA ve GSH duzeylerinin kanserli dokuya gére anlaml olarak arttidi
fakat normal dokudan diistiik oldugu; buna Karsilik Zn diizeylerinin ise kanserli dokudan disiik, normal
dokudan ytiksek oldugu saptanmisgtir.

Sonuc: Bulgularimiz selim meme hastaliginin meme kanseri gelisiminde ytiksek riske sahip olabilecegini
disundiirmektedir.

Anahtar Sozciikler: Meme kanseri, Selim Meme Hastaligi, Malondialdehid, Glutatyon, Cinko

ABSTRACT

Objective: Breast cancer is one of the most frequent types of cancers seen in women, especially in industrial
societies. It is a heterogeneous and complex disease affected by genetic, diet and environmental
factors. This study intends to investigate if there is a significant relation between the oxidative stress
and the glutathione (GSH) and/or zinc (Zn) levels in breast cancer (BC) and to determine the cancer
risk of the benign breast disease (BBD).

Material and Methods: For this reason, malignant tissue specimens and the adjacent normal tissue
specimens were taken from 25 patients having BC. Tissue specimens were also obtained from 14
patients having BBD. Zn, GSH and MDA levels in the tissue samples are assessed to be the indicators
of lipid peroxidation.

Results: Our study has shown that there are statistically significant decreases in MDA and GSH levels
but an increase in Zn levels in malignant tissues of BC when compared with the adjacent normal
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tissues. MDA and GSH levels were found to be significantly higher in benign breast disease tissues
than breast cancer tissues, but lower than normal tissues. On the other hand, Zn levels have shown
Jjust an opposite variation with respect to MDA and GSH levels.

Conclusion: Our findings have suggested that the patients with BBD might show an increased risk

from the point of BC.

Key Words: Breast Cancer, Benign Breast Disease, Malondialdehide, Glutathione, Zinc

GiRiS

Meme Kanseri tim K adinlarda, 6zellikle en-
dustriyel ulkelerdeki kadinlarda ¢ok sik gorti-
len kanser turiidur. Heterojen ve kompleks
bir hastalik olup genetik, diet ve cevresel
faktorlerden etkilenir (1-5).

Serbest oksijen radikalleri ve lipid peroksit-
ler normal metabolik olaylar sirasinda veya
cevresel faktorlerin etkisiyle olusur. Serbest
oksijen radikalleri bashca; superoksid dis-
mutaz (SOD), glutatyon peroksidaz, katalaz
gibi enzimatik ve glutatyon (GSH), a- toko-
ferol ve C-vitamini gibi enzimatik olmayan
cesitli antioksidanlarla uzaklastirilir (6-8).
Serbest radikal olusum hizi ile onlarin anti-
oksidan sistemlerle etkisizlestirme hizi1 den-
gede oldugu surece organizma bu bilesik-
lerden etkilenmez. Serbest oksijen radikal-
lerinin asinn olusumu lipid peroksidasyon,
mutajenez ve Kkarsinojenezle sonucglanan
biyomolekiillerde oksidatif hasara neden olur
(9). GSH, antioksidan korumadan hicre pro-
liferasyonunun diizenlenmesine kadar ¢ok sayl-
da fonksiyona sahip hiicre i¢i 6nemli bir
peptiddir (10).

Cinko (Zn) hem Kkarsinojenik hem de anti-
Karsinojenik role sahiptir. Zn bir taraftan
serbest radikal hasarina Kkarsi Kkoruyarak
karsinojenezi inhibe eder, diger taraftan
gen transkripsiyonu ve hiuicre proliferasyo-
nundaki rolii nedeniyle timo6r buyumesi
icin gereklidir (6,11-13). Meme tumor doku-
sunda lipid peroksidasyonu ve antioksidan
sistemle ilgili calismalarin sonuclan tartis-
malidir. Lipit peroksit diizeylerinin arttigini
bildiren calismalarin yaninda azaldigini bil-
diren calismalar da vardir ( 9,14-16).

Bu calisma, meme kanserli dokularda oksi-
datif stres ile GSH ve Zn arasinda bir iliski-
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nin olup olmadidini arastirmak ve selim meme
hastaligindaki olas1 bir degisikligi saptamak
icin planlandi.

GEREC VE YONTEM
Olgulann secimi ve Omeklerin alims:

Bu calismada kullanilan olgular; istanbul ve
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi birim-
lerine basvuran, radyolojik ve histopatolojik
incelemelerle selim meme hastald@ veya
meme Kkanseri tanisi konmus hasta grupla
rindan olusmustur. Bu olgularda calisma
gostergelerini etkileyecek bagka bir patoloji
olmamasina dikkat edilmistir.

Calisma gruplari; yaslan 20-76 arasinda degi-
sen (49.14+3.25) 14 selim meme hastalikh
(10 fibrokistik, 4 fibrozis) ve yaslan 32-74
arasinda degisen (52.36+12.52) 25 meme
Kanserli (21 duktal, 2 metaplastik, 2 lobular
karsinom) hastadan olusmustur.

Meme kanserli hastalarin timoér ve tumon
disindaki normal meme dokusundan alinan
doku ornekleri (14) ile selim meme hastalg
tanis1 konulan hastalardan alinan biyopsi
Ornekleri 6zel kaplar icinde buza konularak
laboratuvara ulastirildi. Analiz yapilacak guine
kadar -35°C’de derin dondurucuda saklandi.
Calismalarda kullanilan doku saklama kap-
lar1 ve payreks cam Kkaplar, isoclean®, ile
60°C’de 1 saat ultrasonik yikayicida yikandi
ve durulandi. Bir gece %10 HNOs'de bekle-
tildi. 4-5 defa taze bidistile su ile yikanip
etuvde Kurutuldu.

Yontemler

Dokuda Zn tayini

Dokular sabit tartima gelmis kapaklh payreks
cam Kkaplara tartilarak konuldu. 100°C'de

Tiirk Klinik Biyokimya Dergisi



36 saat tutularak sabit tartima getirildi.
Dietil eter, petrol eter karnisimi (1/1) ile 3
defa ekstrakte edildi. 100°C’ de tekrar sabit
tartima gelmesi saglandi. Polipropilen tiip-
lere tartilarak alinan kuru doku érneklerine
%30'luk H,05'ten 1 ml Konularak 70°C’de
16 saat bekKletildi. Bu islem dokunun parga-
lanma durumuna gore 2 veya 3 kez tekrar-
landi. Tupte kalan materyalin Uzerine 0.5
Mk 2 ml HNO3s konularak homojen hale
gelmesi saglandi (18-22). Bu homojen doku
orneklerindeki Zn duzeyleri 100, 200, 300,
400, 500 ng/ml ¢calisma standartlarina (Fisher
Scientific Company, New Jarsey, USA) gore
kalibre edilen Varian marka atomik (Varian
spectra AA-200) absorbsiyon spektrofoto-
metresinde 213.9 nm dalga boyu ve slit ara-
Iid1 1’de asetilen gazi kullanilarak olguldu.

Dokuda MDA ve GSH tayini

Dokulardan, soguk 0.15M KCI icinde %10’
luk (w/v) homojenat hazirlandi. Homojenat-
ta MDA duzeyi Okhava yo6ntemine gore,
GSH duzeyi ise Ellman yontemine gore cali-
sild1 (23,24). Homojenat proteini Folin- Lowry
(25) yontemi ile 6lclilerek MDA ve glutatyon
degerleri de 100 mg protein basina ifade
edildi (9).

Isatistiksel incelemerde Man Whitney-U,
Student-t testi ve Spearman Korelasyon test-
leri Kullanildi.

BULGULAR

Normal, kanserli ve selim meme hastalikl
dokuda Olgiilen MDA, GSH ve Zn diizeyleri-
nin ortalama degerleri Tablo 1 ve Sekil 1,
2,3’'te goOsterilmistir. Selim meme hastalikli
ve meme kanserli hasta gruplarimizin farkh

Meme Kanserinde MDA, ZN ve GSH Dliizeyleri

patalojik tipleri arasinda GSH, MDA ve Zn
diizeyleri arasinda istatistiksel farklilik bulun-
mamustir. Lipid peroksidasyon gostergesi ola-
rak Olciilen MDA degerleri timodr dokusunda,
timor disi normal meme dokusu ve selim
meme hastalikl dokuya gore (p<0.001, p<0.05),
selim meme hastalikli dokunun M DA degerleri-
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Timor Disi Tumor

Tumor, timoér disi ve selim meme hastalikli
dokularda malondialdehid (MDA) diizeyleri.

Tumor disi doku ile karsilastirilmasi: **p<0.001
Selim meme hastalikli doku ile Kkarsilastirnimasi: 2p<0.05

Sekil 1.
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Selim Meme
Hastaligi

Tumor

Tumor Disi

Sekil 2. Tumor, timor disi ve selim meme hastalikh
dokularda glutatyon (GSH) diizeyleri.

Tumor disi doku ile karsilastiriimasi: *p<0.01,**p<0.001
Selim meme hastalikli doku ile Kkarsilastinlmasi: 2p<0.05

Tablo 1. Tumor. timor dist ve selim meme hastalikli dokularda malondialdehid (MDA), glutatyon. (GSH) ve ¢inko

(Zn) diizeyleri (Ort + SD).

Tumor Digi TUumor Selim Meme Hastaligi
MDA (nmol/100 mg protein) 615.7 + 485 (n = 19) 250.1 = 260** (n=19) 302.8 +263** (n=11)
GSH (mg/100 mg protein) 1.7+ 1.7 (n=21) 0.8+0.6**2 (n=21) 1.0+ 0.8* (n=12)
Zn (mg/gr kuru doku) 10.5 £8.1 (n=25) 43 + 28* (n = 25) 20.1 +3.9* (n=14)
Tumor disi doku ile karsilastirilmasi: * p<0.01, ** p<0.001
Selim meme hastalikli doku ile Karsilastiriimasi: 2 p<0.05, P p<0.01
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Sekil 3. Tiumor, timér disi ve selim meme hastalikh
dokularda ¢inko (Zn).

Tumor disi doku ile Karsilastirlmasi: **p<0.001
Selim meme hastalikll doku ile karsilastiriimasi: bp<0.05

nin ise tiimor disi normal meme dokusuna gore
(p<0.001) anlamh azaldi@1 gortilmuistiir.

Tumor doku GSH duizeyleri normal ve selim
meme hastalikli dokuya gore Kiyaslandiginda
anlamli azalmis oldugu (p<0.001, p<0.05),
buna Karsilik Zn duzeylerinin anlaml olarak
yukseldigi (p<0.001, p<0.01) saptanmistir.
Yine selim meme hastalikli dokunun GSH
diizeyleri timor disi normal meme dokusu-
na gore anlamh azalirken (p<0.01), Zn duzey-
lerinin anlaml arttidi (p<0.01) gézlenmistir.

Spearman Korelasyon testine gore timor ile
normal doku Zn diizeyleri arasinda ve tiumor
ile normal doku MDA duzeyleri arasinda po-
zitif korelasyon gorildii (r=0.510, p=0. 010,
r=0.500, p=0.029, sirasiyla).

TARTISMA

Normal meme dokusunun kanser hiicresine
donusmesi ¢cok asamali, karmasik bir stirec-
tir. Meme Karsinojenezinin karmasik 6zellik-
leri timorlerin  biyolojik 6zelliklerine de
yansir. Bu 6zelliklerin bir boliimui hastaligin
Klinik gidisine 151k tutmasi agisindan tanida
Oonem tasir (2-5).

Bir selim meme hastalig turii olan fibro-
Kkistik hastaliga sahip kadinlarda meme kanseri
riskinin 1.86-2.13 kat arasinda degistigi
bildirilmistir (26,27).

Bazi arastiricilar lipit peroksitlerinin karsino-
jenezin baslama safhasinda (28-30) bazilari
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ise kanserin gelisme ve ilerlemesinde (31)
etkili oldugunu ileri surmisgslerdir. Ancak
peroksidasyon olay1 ve neoplazmanin biiyti-
mesi arasindaki baglantinin yapisi tartisma-
hdir. Bazi arastiricilar lipid peroksidlerinin
neoplastik dokularda ve neoplazili hastalarin
kan plazmasinda arttigini (9,14,16) bildirir-
ken, digerleri neoplastik hiicrelerde ve doku
larda ve hatta hizlh bolinen normal hiicre
lerde de dusiik diuizeyde goriilebilecegini bil-
dirmislerdir (8,9,15,33). Bu nedenle lipid
peroksidlerinin 6zellikle timor hucrelerinin
proliferasyonunda ¢ok 6nemli rol oynadigi,
hiicre boéllinmesi icin gerekli olan cesitli
hiicre olaylarint ve sikliis fazlarini inhibe
ederek tumor buyumesini baskiladidi ileri
surulmiis ve lipid peroksitlerindeki azalma-
nin timor buylimesini kolaylastirmada etken
rolii olabilecedi diistintilmustiir (7).

Bizim calismamizda da kanserli dokuda MDA
duizeylerinin azaldigi bulunmustur. GSH tim
hiicrelerde ytiksek konsantrasyonda bulunan
hticre ic¢i bir antioksidandir (10) ve pekg¢ok
onemli fonksiyonel role sahiptir. GSH, bil
taraftan serbest radikallerin genotoksik etki-
lerine Karsi huicreyi korurken diger taraftan
immun fonksiyonun devamliligini saglayarak
neoplazmaya karsi koruyucudur (10,34).
Oksidatif ve serbest radikal hasar, karsino-
jenez ve mutajenezde 6nemli faktorler ola-
rak kabul edilmektedir (34). Bozulmus GSH
durumu kanser, diabet, alkolik karaciger
hastaligin1 da kapsayan ¢ok sayida hastalik-
larin patogenezinde rol oynar (10,34).

Calismamizda lipit peroksidlerinin yani sirs
GSH'inda azaldigi ve GSH diizeylerinde has-
talar arasinda biiylik degiskenlik bulundugu
gozlenmistir. Gelismis timo6r dokusunda bu
azalmanin muhtemelen sentezin azalmasin-
dan veya Kkullanimin artmasindan Kkaynak-
lanabilecegini diisiindirmustir. Literattrler-
de Kanserli meme dokusunda GSH duzey-
lerine ait bulgular celigkildir. Bazi arastircr
lar GSH diizeylerini yliksek bulurken (14,35,
digerleri degismedidini hatta azaldigini bul
muslardir (36). Dolayisiyla GSH duzeyleri ile
meme kanseri arasinda Ki iliski tartismahdir.

Tiirk Klinik Biyokimya Dergisi



Bazi calismalarda belirtildigi gibi (14,35)
bizim calismamizda da selim meme hasta-
Ikl ve meme Kkanserli hasta gruplarimizin
farkli patalojik tipleri arasinda GSH, MDA ve
Zn duizeyleri arasinda istatistiksel farklilik
bulunmamustir.

Zn, DNA ve RNA polimerazin yapisinda bu-
lunmasi nedeniyle tiim hizli buyuyen insan
dokularinda c¢ok ©6nemli bir elementtir.
Normal ve kanser hiicrelerinin biliylimesi
icin hem modulatér hem de Koruyucu bir
role sahiptir (37). Cavallo ve ark. (38) yap-
tiklar1 calismada meme kanseri ile artan Zn
girisi arasinda bir iliski oldugunu bu ele-
mentin timaor bllyiimesinde 6énemli bir role
sahip oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda tiimor dokusu Zn duzeyini
yuksek bulduk bu diger ¢alismalarin bulgu-
larini desteklemektedir (17,39,40).

Selim meme dokusuna ait bulgularimizi tii-
mor disi normal meme dokusuyla Kiyasla-
digimizda timor dokusuna paralel olarak
lipid peroksitlerin ve GSH'In diisiik fakat
Zn’nun yuksek oldugu goérulmustir. Bulgu-
larimiz bu hastalarin meme dokusunda huc-
resel aktivitenin, kan akiminin degistigini ve
Zn transportunun arttigini goéstermektedir.
Butiin bu bulgular selim meme hastalid
bulunan Kkisilerde meme Kkanseri riskinin
artabilecegini diisiindirmektedir.
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