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KISALTMALAR

BRCA 1 Meme kanseri 1 (Breast cancer 1)

BRCA 2 Meme kanseri 2 (Breast cancer 2)

Ca Karsinom

Cu Bakir

DI DNA indeksi

DNA Deoksiriboniikleik asit
GPx Glutatyon peroksidaz
MDA Malondialdehit

PBS Phosphate-buffered saline

(Fosfatla tamponlanmis tuzlu su).
SOD Stiperoksit dismutaz

Zn Cinko



GIRIS VE AMAC

Kanser olusumu genetik ve cevresel faktorlerin rol oynadifn ¢ok
basamakli bir olaydir (50). Kanser etiyolojisinde kahtimsal yatkinlikla
birlikte %80 oraninda ¢evresel faktorler yer alir. Baglica gevresel faktorler
ise gesitli kimyasal yapilar, viral ve fiziksel ajanlar olugturur (106).

Serbest oksijen radikalleri ve lipit peroksitler normal metabolik
olaylar sirasinda veya gevresel faktorlerin etkisiyle ortaya gikar (62).
Bunlar DNA bazlaninda hasar olugturabilen reaktif bilesiklerdir
(5,34,50,66,112). Timérin baslama, gelisme ve yayiliminda patojenik
rolimiin oldugu ileri siiriilmektedir (27,62). Serbest oksijen radikalleri
baglica siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz
gibi enzimlerin rol aldigi ¢esitli metabolik yollarla uzaklagtinhr. DNA’ya
oksidatif hasarin ve antioksidan savunma sistemindeki degisikliklerin
karsinojenezde onemli oldugu diisiniilmektedir (27,62,110). Serbest
radikal olusum hiz1 ile onlarin antioksidan sistemlerle etkisizlestirilme hizi
dengede oldugu siirece organizma bu bilesiklerden etkilenmez.

DNA’nin  lipit peroksidasyon yikim irini olan MDA

(malondialdehit) gibi mutajenlere maruz kalmasi mitozu indikler ve



mutasyonlan artinir. Ancak peroksidasyon ile tiimériin biiyiimesi
arasindaki baglantinin derecesi tartigmalidir (14,15,43).

Cinko ve bakir farkh biyolojik olaylarda énemli rol oynayan eser
elementlerdir. Zn genetik mesajlanin iletimi, organizmanin biiyiime ve
gelisimi ve Cu’la birlikte SOD’un kofaktorii olarak etki yapar. Bu nedenle
bu elementlerin karsinojenik olaylan etkileyebilecegi diigiinilmektedir
(99,100).

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir (8,28,48).
Tim yeni malign neoplazmlarin %32’sini ve kadmlarda kanserden
olimlerin %18 ni olusturur (48).

Normal meme dokusunun kanser hiicresine déniigmesi ¢ok asamali,
karmagik bir siiregti. Meme Kkarsinojenezinin karmagik ozelliklen
tiimorlerin biyolojik 6zelliklerine de yansir. Bu ozelliklerin bir boliimii
hastaligin klinik gidisine 151k tutmasi agisindan tamda 6nem tasir. Meme
kanserlilerde farklilasma ve proliferasyonu gosteren DNA ploidi ve %S
faz fraksiyonu hastamn yasam siiresi agisindan ve hastalara farkh
tedavilerin segiminde gerekli oldugu bildirilmigtir (55,56). Ancak akim
sitometrik ¢alismalarin sonuglan tartigmalidir (38). Meme kanserinde
klinik gidis ve DNA ploidi arasinda kompleks bir iligki gosterilmigtir
(55,56).

Nikleer DNA igerigi kanserlerde prognozun takip ve
degerlendirilmesi agisindan 6nemli olan objektif bir bulgudur. Niikleer
DNA iceriginin dagilm ve tipi ile yasam siiresi arasida iligki oldugu

gosterilmistir (55,56).



Zn ve MDA’ nm hiicre sikliis fazlan tizerine etkili olabilecegi ileri
strilmugtiir (14,15,91).

Biz de bu gorisler 1s13inda meme kanseri ve meme kanseri igin
yiksek riskli grup olan selin meme hastah@ saptanan kisilerde lipit
peroksidasyon ve eser element diizeylerinde olabilecek degisiklikleri,
bunlanin DNA ploidi ve bir proliferasyon gostergesi olan S faz fraksiyonu
tizerine etkilerini arastirmak istedik. Bu amag igin;

1) Selim meme hastalign ve meme kanseri tamsi konmus kadinlar ile
saglikh kontrollerden kan ahnarak serumda Zn, Cu  diizeyleri,

2) Meme kanserlilerde tiimér ve tiimér digindaki normal meme dokusu
1le selim meme hastalig1 saptanan grubun biyopsi 6rneklerinde MDA,

Zn, Cu diizeyleri ile tiimor ve biyopsi  6rneklerinde akim sitometre-

si 1lle DNA ploidi, DNA indeksi ve S faz fraksiyonlar incelendi.



GENEL BILGILER

MEME

Meme degismis bir ter bezi olarak kabul edilir ve kadmn yasamu
boyunca siirekli degisim iginde bulunur. Piibertedeki degisiklikleri, her bir
menstriiel  sikliisdeki, gebelikteki, laktasyondaki degigiklikler ve
menopozdaki gerileme izler (8,52).

Meme ¢ok sayida loblardan olugmugstur. Bunlar birbirlerinden yag
dokusuyla kangik yogun fibroz dokudan olusmus bolmelerle ayrilir. Her
lob ayn bir kanalla meme basina agilir. Bu kanallardan herbiri igeriye
uzadik¢a dallara ve yan dallara aynlir. Gebelik ve laktasyon doneminde
asiniislere doniigen terminal tomurcuklar ile bumnlari gevreleyen stroma,
loblarin alt birimleri olan lobuluslan olugturur. Lobuluslarin stromasi
ozeldir, hormonlara duyarhdir. Bu stroma asit mukopolisakkaritten
olugsmus bir matriks i¢inde genellikle gevsek dagilmug kollajen liflerden
olusmustur, ¢ok sayida kapiller igerir, birkag¢ lenfosit, histiosit, plazma
hiicresi ve mast hiicresi de bulunur. Intralobiiler stroma g¢evresinde
bulunan fibroz bag ve yag dokusundan keskin bir sirla ayrilmigtir
(7,8,52). Fetal gelisme sirasinda ve dogumdan sonra yaklasik 4.aya kadar

memede 15 ile 25 arasinda dallanan epitel kanallarindan olusmus bir kanal



sistemi vardir. Puberteye kadar sessiz bir dénem geger, pubertede
kanallarda yeniden biiyiime baglar. Kadinlarda, adolesan déneminde
duktus gelismesi devam eder buna ¢evre fibroz ve yagh dokuda artig,
tubulus veya duktuslarin ucundaki hiicre tomurcuklarinda gelisme eglik
eder. Hormon uyarilan ile bu tomurcuklardan asiniis benzeri yapilar
farkhlagir, gebelik ve laktasyon olustugunda asiniis gelismesi en iist
noktadadir ve asiniisler salgi aktivitesi gosterir. Her menstriiel sikliiste
hiperplazi ve bunu izleyen gerilemeden olusan hafif sikliis degisiklikleri
gorillir. Memenin piibertedeki normal gelismesi ile gebelikte bag
dokusunun kanal boliimiiniin gelismesinde ostrojenin belirgin rolii vardir,
buna kangilik asiniis gelismesinden progesteron sorumludur. Gebelik
sirasinda memenin tam geligmesini saglamada prolaktin ve biyiime
hormonu, ostrojen ve progesteron ile sinerjik etkilidir. Tiroksin,
hidrokortizon ve insiilin gibi diger hormonlar da meme epitelinin tam
gelismesi igin gereklidir. Gebelik ve laktasyon sirasinda memedeki yogun
bez .yaplsl ve asmn aktif epitel, fizyolojik olarak hormonla uyariimanin
sonucudur. Menopozdan sonra gerileme olusur, yogun yag dokusunun
yavas yavas bez dokusunun yerini almasina neden olur.

Memedeki  patolojik  degisiklikler; hormona baghi  siklus
aktivitesindeki bozukluklar, birikmis salgilarin tahris edici etkileri, akut ve
kronik enfeksiyonlar ile tiimoérlerdir (8,52).



Selim Meme Hastahklari

Meme displazisininin 6zelligi meme epitelinde ve bag dokusunda
degisik derecelerde proliferasyondur, buna ¢ogu kez kanallarda kistik
genisleme eslik eder. Hastalifin gesitli evreler veya tiirlerinin gostergesi
olarak su terimler kullanilmaktadir. Fibrokistik hastalik, fibrokistik mastit,
kistik hiperplazi, memenin kistik hastahg, meme adenozisi ve
adenofibrozis (48,50). Meme displazisi, memeyi etkileyen hormonlarin
(0strojen ve progesteron) bir dengesizliginden veya meme dokusunun bu
hormon etkilerine karsi diizensiz ve anormal yamit vermesinden
olusmaktadir. Atilamayan salgilarin ve dokiilen maddelerin tahris edici
etkileri de, baska bir etken olarak kabul edilmektedir. Ostrojen fazlahigi en
sik rastlamlan nedendir. Ostrojenin farelere injeksiyonu kistik olugumlara
ve hiperplaziye neden olmustur (8).

Meme displazisinin ii¢ tiirii ayr1 ayri tammlanmigtir, ancak tek bir
lezyon i¢inde bunlarin karnigimi da bulunabilir.

1) Lobuler Fibrozis: En az derecede degisikligin gorildiigi tirdiir.
Klinik olarak ayiric1 tam 6zellikleri, periyodik sisme, rahatsizik duygusu
ve memede kiigilk nodiillerin bulunmasidir. Agn ve sisme en ¢ok
menstrilasyon oncesi donemde goriilebilir. Mikroskopik olarak memenin
bag dokusu stromasiyla kaynasan intralobiller fibrozis vardir, lobiiler
kanallar geniglemigtir, ancak kist yoktur. Karsinomla etyolojik iligkisi
bulunmaz (8).

2) Adenozis. Yaygin nodiiller bulunur. Bu nodiiller epitel
hiperplazisi, fibrozis ve mikroskopik kist olusumu nedeniyledir. En biyiik

ozelligi epitel hiperplazisidir. Kiigiik kanallarda proliferasyon vardir.



Bunlardan bazilani geniglemis ve mikrokistik olabilir. Adenoziste ¢ogu kez
intralobiiler fibrozis gelisir ve prolifere olan epitel kitlelerine bask:
yaparak bunlarn biziiliip gekilmesine neden olur. Adenofibrozis veya
sklerozan adenozis olarak bilinen boyle bir lezyon karsinomla
kanstinlabilir. Bu selim lezyonda en aktif dénemi disinda mitoz yoktur (8).

3) Fibrokistik hastalik: Meme displazisinin ¢ok gorillen bu tiirii
makroskopik olarak ¢ogu kez kistlerin varhg ile belirlenir. Kadinlarn
%80" inden fazlasinda i¢i yumrulu gogiislere rastlanir. Tutulmus alanlar
grimsi renkte veya renksiz elastik kivamhidir, simirlar kesin belirli degildir.
Bazen kist igerigi pargalanmus kan pigmentleri nedeniyle kahverengi veya
sandir. Mikroskopik 6zellikler; epitel degisiklikleri, kist olusumu, fibroz
hiperplazi, lenfosit infiltrasyonundan olugur. Bu ozellikler degisik
oranlarda bulunur veya bazen hi¢ olmayabilir. Fibrokistik hastalik
puberteden once pek goriilmez. 20-40 yaslar arasinda sikga rastlanir ve
menopoz oncesi pik yapar. (8,28,61).

Fibrokistik hastaligin en sik rastlanilan tipi basit kistik ve fibrokistik
degisikler igerir. 3 mm' den kiigiik kistler mikrokist olarak adlandirilir ve
orta yas kadinlarin hemen tiimiinde goriilebilir. Bu kistik degisimlere kanal
epitellerinde yer alan hiperplazinin eklenmesi ileriye doniik kanser riskini
arttinir. Fibrokistik hastaliga sahip olan kadinlarda meme kanseri riskinin
1.86 ile 2.13 kat degistigi ileri siiriilmiistiir (67). Meme dokusundaki hangi
selim  degisikliklerin  histolojik olarak prekanser6z olabilecegi
arastinlmistir. Meme biopsisinde proliferatif degisikliklere (sklerozis,
adenozis, papilloma) sahip olan ve grubun %5’ini olusturan kadinlarda

meme kanseri riski, proliferatif degisikligi bulunmayan kadinlardan 1.9 kat



fazla oldugu bulunmugtur. Atipik hiperplazi saptanan kadinlarda meme
kanseri olugma riski 4.4 kat, atipik hiperplazi ile birlikte ailede meme
kanseri hikayesi olanlarda aile hikayesi olmayanlara gére kanser olugma
riskinin 9 kat fazla oldugu gorilmiigtiir (33).

Meme Kanseri

Kadinlarda en sik goriilen kanser tiplerinden biri olan meme kanseri
tim yeni malign tiimorlerin %32’sini ve kanserden o6len kadmlarn
%18’nin 6liim nedenini olugturur. Kanser, memenin duktal ve glandular
yapisindan gelismektedir (48,90)

Meme Kkanseri olusumunda yas, aile hikayesi, endojen hormonal
faktorler, radyasyon, alkol alimi, selim meme hastalif1, gecirilmis meme
kanseri ve gevre faktérleri 6nemli risk faktorleri olarak tanimlanmasina
ragmen meme Kanseri olusan kadinlarin %70’de hi¢ bir risk faktorii
tanimlanamamaktadir (28,61,78) (Tablo 1).

Yasin 6nemli bagimsiz risk faktorii oldugu belirtilmektedir. Meme
kanseri menopoz 6ncesi dénemde nispeten azdir. Yaslanmayla birlikte
goriilme sikhg artar. Amerika Birlesik Devletlerinde yasla meme kanseri
goriilme siklig arasinda yapilan aragtirmada goériilme sikliginin 25 yasinda
100.000°de 5, 50 yas ve iistinde 100.000°de 150 ve 75 yas gevresinde ise
100.000°de 200 oldugu saptanmugtir (48).

Ailesinde meme kanseri olanlarda meme kanseri olma riski yiiksektir.
Birinci derecede akrabalarda meme kanseri riski (anne, kizkardes, kiz1)

genel populasyonu olusturanlarin 2/3’sini kapsar. 50 yasini gegen birinde



artik ailesel meme hastaligma bagh yiiksek risk periyodu gegmuistir (78).
Meme kanserinin geng yasta ortaya ¢ikmasi genetik yatkinligin en énemli
belirtisidir. Aile hikayesi olanlarmn iigte biri 17. kromozomdaki BRCA 1
geninin mutasyonu ile ilgilidir.

BRCA 1, bir timér baskilayict genin bir ¢ok o6zelligine sahiptir.
Kalitimla gegen mutant allel, degigken tip homologunun inaktivasyonu
veya kaybiyla birlikteyse BRCA 1 tagiyicilarinda meme kanseri gelisir.

Ikinci bir herediter meme kanseri geni (BRCA 2) 13. kromozomun
uzun kolunda tanmlanmstir. Bu iki gen herediter meme kanserlerinin
%60°dan, tim meme kanserlilerin %2’sinden sorumludur (12,58,70,74).
Kadinlarin meme kanserine yakalanma riski menars’dan menopoza kadar
artar (101). Bir ¢ok aragtirmaci meme kanseri gériilme sikhif1 ile menars,
menopoz ve ilk dogum yagi arasinda iligki kurmustur. ik dogum yag1 18-
19 olanlara kiyasla 30 ve iistiinde olanlarm meme kanseri olma riski 4-5
kat fazladir. Erken menars, menopozun geg¢ baslamasi, evlenmemis
kadinlarda, evli ¢ocuksuz kadmlarda, ge¢ evlenen ve ilk dogumunu 30
yasm iistinde yapan kadinlarda meme kanseri gelisme egilimi, biiyiik
olasilikla uzun bir iireme yasamu boyunca dengelenmemis Ostrojen
aktivitesinden dolay1 olabilir (8,50,101). Meme kanseri ve menopoz yasi
arasmdaki iliski bir diger anlamh faktordir. 45 yasinda menopoza giren
kadinlarin meme kanserine yakalanma olasihfi, 55 yasinda menopoza
girenlerden daha diigiiktir (73 kadina karsibk 100 kadin) (56). Oral
kontraseptiflerin 4 yil veya daha fazla siireyle ve ilk hamilelikten once

alinmasi bazi ¢alismalarda meme kanseri riski olarak gosterilmigtir (94).



Toplumun beslenme aliskanhgi da meme kanserinin ortaya
¢ikmasinda rol oynar. Kisi basmna yag tiikketimi ile meme kanseri goériilme
sikhgr arasinda iligki saptanmigtir (59,75,98). Deneysel olarak yiiksek
yagh diyet ile beslenen farelerde meme kanseri insidansi yiiksek
bulunmugtur (109). Besinsel faktorlerin, karsinojenezin tiim basamaklarin-
da yam baglama, ¢ogalma, ilerleme, immun kagis ve metastazlarda rol
oynadig: ileri siiriilmektedir (98).

Cevresel faktorler ile meme kanseri arasinda siki bir iligki vardir.
Elektromanyetik alanlara mesleki olarak maruz kalmanin meme kanser
riskini artirdigr belirtilmistir (78). Epidemiyolojik ¢alismalarda niikleer
savas veya tan1 ve tedavi nedeniyle iyonize radyasyona maruz kalanlarda
meme kanserinin arttigi bildirilmistir (50,78). Nagasaki ve Hirogima’da
atom bombasinin patlamasi swrasinda 10-14 yaslan arasmda olan kiz
gocuklarmm ¢ogunlugu 30-49 yaslarinda meme kanserine yakalanmiglardir -
(50). Epidemiyolojik bilgiler, meme kanserinin gelismesinde baslama veya
¢ogalmasinda genetik, endokrin ve gevresel faktorlerin etkili olabilecegini
gostermigtir (39,74). Diinya iizerinde meme kanserinin goriilme sikhigmin
iilkeden iilkeye degismesi ve go¢ eden insanlarda artan meme kanseri
sikhginin gog ettikleri iilkedekine uyan bir sikhga erigmesi dikkatlerin
cevresel etkenler ve beslenme gekli iizerinde toplanmasma neden olmugtur
(28).

Tablo 2°de gorildiigii gibi habis timérlerin heterojen bir grubunu
olusturan meme Kkanseri, kanser tiirleri arasinda en yaygmn olam, bununla

birlikte tedaviye en iyi cevap verenidir (50,68).
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Gelismis erken tam ve tedavi yontemleri ile 6limciil vakalarin sayisi
onemli miktarda azalmigtir. Halen siklikla kullamlan tarama yontemleri
kendi kendine meme muayenesi, mamografi ve klinik muayenedir. Meme
bir ¢ok fiziksel metodla goriintiilenebilir. Mamografi klinik olarak belirtisi
olmayan, meme kanserini erken dénemde saptayabilen, tarama amaci ile
kullanllan en gigli tam yontemidir. Buna ragmen bazen yanls
pozitifliklere de neden olur (73). Meme kanserin de geleneksel prognostik
faktorler primer timériin oOlgisi, evre ve aksiller nod durumu gibi
histolojik degiskenlerdir. Son yillarda birer biokimyasal molekiil olan baz
yem giglii prognostik gostergeler bulunmustur. Bunlar o6stradiol ve
progesteron reseptorleri, epidermal biiyiime faktor reseptorleri, aktiflenmis
proto-onkogenler (c-erb-B2 proto-onkogen), bazi proteolitik enzimlerdir
(2,13,26,32,63). Bu yeni gostergelerin higbiri aksiller nod durumuna tercih
edilemez. Ancak biokimyasal gostergeler kiigik ameliyatlarda degerli
olabilir ve aksiller nod negatif olan kiigiikk bir hasta grubunu ayirt etmeye
yarar (32,68). Esas problem iyi prognozlu tiimoérle kétii prognozlu tiimériin
nasil ayirdedilebilecegidir. Hastalarin aldign tedavinin yeterli olup
olmadigini, adjuvan bir tedaviye gerek olup olmadigim saptamak igin yeni
ve giigli prognostik faktorlere ihtiyag vardir (10,26,32,49,64). Meme
kanserli hastalannn  prognozunu etkileyebilecek farklilasma ve
proliferasyonu gosteren timidin isaretleme indeksi ve DNA ploidi son
yillarda hastamn hayatta kalma siiresi (siirvi) agisindan ¢ok Onem

kazanmstir (26,32).
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Tablo-1: Tanimlanmanus Meme Kanseri Risk Faktorleri (78)
Yiiksek risk: Nispi risk 4.0

lleri yas

Gegirilmis meme kanseri (in sitii ve invaziv)

Kuvvetli aile hikayesi

Biopsi ile saptanmus atipi ile birlikte proliferatif lezyon
Orta risk: Nispi risk 2-4.0

Obesite (postmenopozal)

Birinci derece akrabada meme kanseri

Gegirilmis over veya endometriyum kanseri

Gogiis lizerine radyasyon

Ik gebelik yas1 > 30

Hi¢ dogum yapmama
Diigiik risk: Nispi risk 1.1-1.9

Alkol alim

Menargyas1 > 12

Menopoz yas1 > 55

Tam belirlenemeyen:

Oral kontraseptif kullanimi

Ostrojen replasman tedavisi

12



Tablo-2: Meme Tiimdérlerinin Histopatalojik Stmiflandiriimasi (9)
I- Epitelyal tiimorler
A-Selim

1- Intraduktal papillom

2- Memebast adenomu

3- Adenom
a) Tubuler
b) Laktasyon

B- Malign

1- invaziv Olmayan
a) Intraduktal (in situ duktal) karsinom
b) In situ lobuler karsinom

2- Invaziv
a) Invaziv duktal karsinom
b) Intraduktal komponenti baskin invaziv duktal karsinom
¢) Invaziv lobiiler karsinom
d) Miisinoz karsinom
e) Mediiller karsinom
f) Papiller karsinom
g) Tubuler karsinom
h) Adenoid kistik karsinom
I) Sekretuar (jiivenil) karsinom
j) Apokrin karsinom
k) Metaplastik karsinom

13



- Skuamoéz tip
- 1gsi hiicreli tip
- Kikirdak ve kemiksi tip
- Miks tip
1) Digerleri
3- Meme basmin paget hastahg

II- Mikst konnektif doku ve epitelyal tiimérler
a - Fibroadenom
b - Filloides tiimér (sistosarkoma filloides)

¢ - Karsinosarkom

I1I- Cesitli tiimorler
a) Yumusak doku tiimorleri
b) Deni tiimorlernt
¢) Hematopoetik ve lenfoid dokulann tiimorii

IV- Simiflandirlamayan Tiiméorler

V- Meme Displazisi / Fibrokistik Hastahk
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HUCRE SIKLUSU VE HUCRELERIN DNA iCERIGi

Memeli hiicreleri diploiddir ve 46 kromozom igerir. Viicudun gesitli
béliimlerinde bulunan hiicreler farkhi bolinme yetenegine sahiptir. Kemik
ilifi ve gastrointestinal yolun epitelyal hiicreleri gibi hiicreler normal
fonksiyonlarinin bir pargasi olarak boliniirler. Hepatositler gibi hiicreler
ise hiicre kayb: gibi bir stimulasyon altinda béliiniirler. Néronlar ve baska
bazi hiicreleri de igine alan 3. grup hiicreler ise organogenez esnasmnda
farkhlagirlar ve bir daha hi¢ bolinmezler. Bélinme esnasinda hiicreler
“hiicre siklusu”olarak bilinen bir seri evreden geger (Sekil:1). Hiicre
sikliisii birbirini takip eden iki mitoz arasindaki olaylar dizisidir. Okaryotik
organizmalarda istirahat halindeki ¢ogalmayan (nonreplicating) hiicreler
2N olmak izere giftlesmis kromozomlara ve sabit bir DNA igerigine
sahiptir. Bu doénemdeki hiicreler G, dinlenme fazinda bulunur. G, faz:
inaktif fazdwr. Hiicre boliinmesi igin bir uyan geldiginde mRNA sentezi
baglar ve hiicreler G, fazina girer. Bu fazda mRNA sentezi artar ve DNA
sentezi baslar, DNA sentez faz1 S fazidir. Bu fazda tiim kromozomlar
2N’den 4N’e yiikselir ve hiicrenin DNA igerigi iki katina ¢ikar. S fazin
kisa bir G, faz: takip eder ve mitozla sonlanir. Hiicre béliinmesi igin bagka
bir uyan alinmadik¢a, stabil hiicreler mitotik sikliise tekrar tekrar girerek
devamii replike olurlar. Inaktif faz G,’a girmesi i¢in uyan gelinceye kadar
replikasyon devam eder (89).

DNA igeriginin analizi akim sitometresi ile DNA’ya spesifik
boyalarla (etidyum bromid, propidyum iyodid) boyanarak yapilir.Bu

analizlerden iki tip bilgi edinilir.
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1) Gove G, fazinda bulunan hiicrelerin ortalama DNA igerikler.

2) Hiicre sikliisiinde her fazda bulunan hiicre sayilar.

Akim sitometresi, analiz edilen hiicre siklisiinin dagilimm G;+M
(G;M), S fazi, G, /G, faz1 gibi bélimlere ayirir ve DNA histogramlarini
istatistiksel olarak verir (89). (Sekil 2). Normal bir DNA histograminda G,
/G, fazindaki hiicreler en yiiksek fraksiyon ve diploid (2N) DNA igerigine
sahiptir. G, M fazinda ise tetraploid 4N lik bir DNA igerigi bulunur. S
fazindaki hiicreler ise DNA agisindan iki donemin arasmna diigmektedir
(31,89) (Sekil:1).

DNA indeksi (Di): Bir hiicre sikliisindeki Go/G, fazindaki
hiicrelerin DNA igeriklerinin, normal hiicrelerin G/G; fazindaki DNA
i¢eriklerine oramdir. (31,89)

DNA indeksinin degerlendirilmesi:

DI=1 ise diploidi

DI> 1 ise hiperdiploidi

DI< 1 ise hipodiploidi

DNA iceriginin normalden az veya fazla olmasi andploidi olarak
tammlanir (50,89).

DNA ploidi tiimér hiicrelerinde DNA igerigini belirtir.

Normal (diploid) hiicrelerle kargilagtinldiginda kanser hiicrelerinin
anormal bir DNA (anoploid) igerigine sahip oldugu gosterilmistir.
Anoploidinin neoplastik hiicrelerde sayisal ve yapisal kromozom
degisikliklerini yansitign diisiiniilmektedir. Kanserin saptanmasinda diger
yontemlerle gozden kagabilen anoploidik kiigiik hiicre populasyonlar,
akim sitometresi ile kolayca saptanabilmektedir (26,89).
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Hiicre siklusu olgiimleriyle saptanan tiimér hiicrelerinde yer alan
DNA’nin miktarindaki anormallikler, tiimériin 6zelliklerine 151k tutabilir.
Tumoérlerde nitkleer DNA igeriginin belirlenmesi ile hastaligin prognozu,
histolojik evre ve lenf digimii tutulumu arasinda ilisgki oldugu
diigtintlmektedir. Diploid DNA igerigine sahip tiimoriin genel olarak
anoploid tiimérlerden daha iyi oldugu kabul edilir (36,50,54,64,90,114).
Anoploid hiicrelerin ¢ogalmayr uyaran ve baskilayan genler arasmndaki
dengenin bozulmasma bagh olarak belirli ¢ogalma avantajlarina sahip
oldugu diigiiniiliir. Birbirinden bagimsiz olarak galigan aragtirmacilar meme
kanser timorlerinde anoploid tiimorlerin %53-73 arasinda oldugunu
belirtmektedirler (26,38).

Yiiksek S fraksiyonunun, meme kanserinde, hastaligmn tekrar ve
erken 6liimle ilgili oldugu gosterilmigtir (36,38,71).



Sekil 1: Hiicre Siklusu ve fazlar:
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CINKO

Cmko (Zn) bir ¢ok biyolojik molekille baglanan, baglandig:
molekiiliin yapism, stabilitesini ve aktivitesini etkileyen 6nemli bir eser
clementtir (82). 1860 yillannda mikroorganizmalarda, 40 yil sonra
bitkilerde, 1930°lu yillarda hayvanlarda varhg anlasilmistir (35). Son
yillarda yapilan bir ¢ok ¢alismada, gesitli viicut ve hiicre fonksiyonlan
iizerine ¢inkonun rolii gosterilmigtir (73,86). Hiicre boliinmesinde,
farkhilasmasinda, programlanmus hiicre 6liimiinde, gen transkripsiyonunda,
birgok enzim aktivitesinde ve organizmanin tam fonksiyonunu yapmasinda
ilk embriyonik evreden hayatin son evresine kadar Zn temel bir element
olarak dusiinilir (51,69,113). Dogada az bulunur. Konsantre bir yiike,
0.65 A° luk kiigiik bir yarnigapa sahiptir, degisen valansi yoktur. Bu
ozelligi nedeni ile serbest radikal olugturma riski zayiftir. Zn; asid katalisti,
yapisal iyon ve kontrol iyon olarak baghca ii¢ énemli biyolojik role
sahiptir (35).

Cinko’nun Bivolojik Ozellikleri
Katalitik Etki: 200'den fazla enzimde Kkatalitik etkiye sahiptir.

Enzime ¢inko baglanmasi substrata ¢ok noktali baglanmay: azaltir ve
reaksiyon hizim artinr. Esterleri veya amidleri hidroliz eden enzimler igin
_ katalitik bir faktor olarak Zn igin gereksinim gok agik degildir, giinkii bu
substratlar Zn gerektirmeyen enzimlerle de tutulabilir. Ancak g¢inkolu
enzimlerin avantaji metalsiz enzimler igin gereken, substrata ¢ok noktali

tutunmay1 azaltmaktir. Substrata baglanma daha az segicidir fakat gok



daha hizhdir. Bu 6zellikle hormon salgillanmasi ve yikimi gibi hizh
reaksiyonlagmalar i¢in 6nemli olabilir (19,35).

Yapisal Etki: Bazi enzimlerin, hormonlarin, néropeptidlerin, hormon
reseptorlerinin ve aym zamanda poliniikleotidlerin yapisal bir elementidir.
Yapisal rolii son zamanlarda bulunmugtur. Sistein ve histidine yiiksek
oranda baglanarak bu amino asitlerden zengin proteinleri spesifik olarak
katlar ve biyolojik 6zelliklerle birlikte yeni konformasyonal yap1 (¢inko
parmaklari) verir. Bu yapt DNA taninmasi i¢in bir motif olusturur. Zn
baglayic1 bolgeler gesitli regilatér proteinlerde bulunur. Bu gibi Zn
parmaklan orijinal olarak transkriptaz III A’da ve daha sonra da steroid
hormonlarda ve iligkili hormon reseptérierinde bulunmustur. Sinyal iletide
onemli bir role sahip protein kinaz C, Zn parmaklar olusturan sisteinden
zengin iki bolgeye sahiptir. Bu yap: aktivasyon igin gereklidir (35).

Regiilator etki: Serbest Zn' iyon konsantrasyonu hem katalitik ve
hemde yapisal etkiler i¢in (genellikle her molekiile birden fazla) Zn
baglanma yerlerinde ¢inko saturasyon derecesini diizenler. Bir biyolojik
sistemde serbest Zn iyonlarimin miktar1 bu proteinlerin fonksiyonel

aktivitesini diizenleyebilir (35).

Cinkonun baslhca fonksiyonlar::

e 7n membran protein ve enzimlerinin integral bir olusumudur.
Biyomembranlarin stabilizasyonunda siilfidril gruplarina baglanarak
ve merkaptidler olusturarak hassas bir rol oynar (35,82).



e /n eksiklifi membranlarda oksidatif strese, membrana bagh
enzimlerin aktivitesinin degigmesine ve membran reseptorlerinde
degisiklige neden olur. Membran akiskanhig1 Zn ile etkilenir (35,8).

e Tiollerin veya diger gruplarm demirle reaksiyonlagsmasim engeller
boylece serbest radikal olusumunu 6nler (35).

e Serbest radikali tahrip eden enzim olan siiperoksit dismutazin esas bir
olusumudur (35,62).

e Serbest radikalleri tutma o6zelligine sahip oldugu diigiiniilen
metallotioneinlerin fizyolojik diizeyini devam ettirmek i¢in gereklidir
(51).

e Niikleik asit tamir'enzimlerinin gerekli bir elemamdir (19,35).

e Hiicre sikliisiinin G;’den S’e, S’den G;’ye, G,’den mitoza gegisi
esnasindaki biyokimyasal olaylarda 6nemli rol oynar (86,91).

e DNA sentezi ve Ozellikle DNA polimeraz ve timidin kinazlar igin
gereklidir (19,35,91).

e RNA polimerazlarda ve tRNA sentetazda da yapisal ve katalitik role
sahiptir (Zn baglayic1 parmaklar yoluyla) (35).

e Zn’'nun gen ekspresyonu iizerine direkt roli gdsterilmistir.
Transkriptaz III A, 5 S genin transkripsiyonu igin gerekli bir metallo
enzimdir (35).

Ekstraselliiler matriks iizerine hidrolitik etkisi nedeniyle kollajenaziar
ve diger proteazlar gibi Zn’lu enzimler biiyilyen dokular i¢in 6nemli
olabilir. Ekstraselliler matriksin hidrolizi, bilyiime ve gelisme igin
hiicrelerin matriksten ¢ikisimi kolaylagtinr. Bakirla ters yonde ¢aligir.
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Bakirin Zn ile dengesi bir organizmamn yumusak dokusunun biiyiimesi ve
stabilitesinin devamlilifi igin gereklidir (19).

Birgok sistemde bir antioksidan role sahip oldugu agiklanan ginkonun
eksikligi lipit peroksidasyon artisina neden olur ve Cu, Zn SOD aktivitesi
bozulur. Cinkonun hiicresel sisteme eklenmesi ultraviyole A, radyasyon
gibt oksidatif bir strese kargt koruma saglar. Ancak ¢inkonun pro-oksidan
etkiye sahip oldugu da ileri siiriilmiigtiir (11,23). Yapilan bir ¢aligmada
Zn’nun  kiltir fibroblastlarina  uygulanan hidrojen  peroksidin
sitotoksitesini arttirdign bulunmustur (82). Diger taraftan Zn; proteinlerin
tiol gruplarina baglanarak oksidasyonu 6nler. Bu koruyucu etkisinin bir
mekanizmasidir (35). Cinko gegis metalleri ile reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu inhibe ederek yag asidlerini peroksidasyondan korur (35).

Arastirmalar, neoplastik gelisgimin degismis Zn turnoven ile iligkisi
oldugunu oldugunu gostermektedir (35,82). Plazma Zn diizeyinde azalma
sik goriilen bir bulgudur. Fakat sebepleri heniiz belli degildir; koti
beslenme (35) veya neoplastik hiicrelere asin miktarda baglanma olabilir.
Losemide aktif neoplastik proliferasyon ve Zn eksikligi arasinda
korelasyon gozlenmistir. Ozetlenecek olursa ¢inko, birgok biyolojik
molekiile baglanan ve baglandign molekiiliin yapisim, stabilitesini ve
aktivitesini etkileyen bir eser elementtir (82). Bu nedenlerle bu elementin

karsinojenik olaylan etkilemesi de beklenmektedir (99).



BAKIR

Biyolojik sistemlerde bakirin (Cu) varhg 19. yiizyiln ilk yansinda
kesfedilmistir. 70 kg lik bir insanda yaklagik 80 mg total Cu bulunur. Bazi
etnik gruplarda viicuttaki Cu oram degigebilir. Farklihk diyete ve maruz
kalinan gevresel bakir diizeyine baghdir (111). Cesitli organlardaki Cu
konsantrasyonlan 6l¢iilmiigtiir. Bakirca en zengin olan karaciger ve beyin,
viicut totalinin 1/3’iinii igerir. Kaslarda oran diisiik olmakla beraber biiyiik
kas kitlesi nedeniyle viicut bakir toplamnin ii¢te biri bulunur (111). Siit ile
beslenen hayvanlarda bakir eksikliginde de demir gibi aneminin olustugu
gosterilmigtir. Cu ve Zn benzer kimyasal ve fiziksel ozellikleri nedeniyle
birbirlerinin antagonistidir. Asirt Zn alim, bakin barsak emilimini,
karacigere birikimini ve plasentaya gegisini bozar, klinik ve biyokimyasal
Cu eksikligi belirtilerinin olugmasina yol agar (16). Asin Cu alimm da, bazi
tirlerde karacifer Zn metabolizmasim bozar, ancak Zn absorbsiyonunun
bu nedenle bozuldugunu gosteren bilgiler yoktur (47).

Cut' ve Znt’ iyonlan periyodik tabloda yakin konumda bulunur. Bu
nedenle benzer elektron dagilim ve iyonik ¢apa sahiptir. Her iki metal de
oksijen, kiikiirt veya azot igeren ligantlarla kolaylikla kelatlagir. Ancak
devamh aym sterokimyasal diizende baglanmazlar. Zn** her zaman tek
valans, bakir ise Cut' ve Cut’ durumunda bulunur. Cut’ gegici bir
durumdur. Bu nedenle Cu redoks reaksiyonlarinda énemli bir rol oynar ve
serbest oksijen radikallerinin olustugu Haber-Weis reaksiyonuna katilir.
Buna karsilik ¢inkonun stabilize edici fonksiyonu vardir ve oksidasyona
kars siilfidril gruplarim ve lipit peroksidasyona kargi hiicre membranlarini

korudugu disiinilmektedir (112). Cu’in oksidaz enzimlerinde iki

24



oksidasyon durumunda bulunabilmesi enzim aktivitesi igin gereklidir. Zn
ve Cu igeren tek enzim superoksit dismutazdir. Bu enzimde ¢inko yapisal
bir role sahiptir, aktif yerde bulunan bakir ise redoks fonksiyonu yapar.

Zn, kollajenazin ve ekstraseliiler matriksi pargalayan proteazlarn bir
bilesenidir. B6ylece hiicre hareketlerini saglar. Buna karsilik Cu, matriksin
bir integral olusumu olan kollajenin ¢apraz baglanmasinda ve
kuvvetlenmesinde rol oynar. Zn ve Cu arasindaki bu denge organizmanin
yumusak yapilarimin biiyiimesi, gelismesi ve kararhliginin devam igin
gereklidir (17). Yiiksek diizeyde ¢inkoya maruz kalan hiicrelerde ve
hayvanlarda, Cu enzim aktivitesinde degisiklik meydana gelebilmesine
ragmen, ¢inkonun enzimlerde Cu'la yer degistirdigi hakkinda bilgi
yoktur.Daha ziyade bakinn azaldigi go6zlenir. Plazma proteinlerinden
seruloplazmin ve transkiiprein sadece bakir, buna karsihk ;-
Makroglobulin sadece ¢inkoya’ya baglamr. Her iki metal albumininin
farkli bolgelerine baglanarak bagirsaktan karacigere tagmnir (17,111).

Cu igeren birgok enzim, insanlarda ve hayvanlarda bir ¢ok fizyolojik
fonksiyonlara sahiptir. Bakir;

- Kardiovaskiiler ve iskelet sistemi biitiinliig,
- Santral sinir sisteminin yapisi ve fonksiyonlari,
- Demir metabolizmasini igeren eritropoetik fonksiyonun devaminda ve

gelismesinde rol oynar (17).

Aragtirmalar antioksidan savunma sisteminin meme kanserini igeren
neoplastik hastaliklarin baglamasi ve ilerlemesini etkileyebilecegi tizerinde
yogunlagsmigtir. Esansiyel eser elementlerin ve antioksidan savunma

sisteminin diger parametrelerinin degerlendirilmesi ¢ok dnemlidir (69).
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Diisiik Cu diizeyleri antioksidan enzim olan siiperoksit dismutazin
inhibisyonuna neden olarak kanser riskini arttirabilir. Buna karsihik yiksek
Cu diizeyleri serbest radikal olusumunu katalizleyerek kanser riskini
artirabilir (61,76,83). Meme kanserinin goriilme siklig1 veya artmug riski
kan Cu diizeyleri ile iligkili bulunmustur (49,59).

Prospektif g¢aligmalarin birinde kanserden ve kardiovaskiiler
hastaliklardan olim ile yilkksek serum Cu diizeyleri arasinda iliski
gorilmiistir. Yine baska birka¢ ¢alismada kanserde ve kardiovaskiiler
hastaliklarda serumda ve dokuda yiiksek Cu diizeyleri belirtilmugtir.
Malignitede ve aterosklerozda Cu’un rolii superoksit radikallerinin yol
actign biyolojik hasarda gorev almasi ile iliskilidir (61,62). Doku Cu’nun
bityiik kism spesifik olarak siiperoksit dismutaz enzimine baglamr. Digik

Cu, bu enzimin aktivasyonunu inhibe ederek peroksidatif hasar1 stimiile

eder (76,83).
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Lipit Peroksidasyonu

Meme kanserinin esas nedeni bilinmemesine ragmen oksidatif stres
ve lipit peroksidasyonun, meme karsinojenezinde rol oynadifn bir gok
caligmada gosterilmigtir (15,107). Lipit peroksidasyonu; insanlarda,
hayvanlarda, bitkilerde ve diger canhlarda meydana geldigi bilinen
kompleks bir olaydir. Lipit radikallerinin olusumu ve yayilmasi, oksijen
almi, ¢ok doymams lipitlerde ¢ift baglann tekrar diizenlenmesi ve
sonugta membran lipitlerinin yikimi alkoller, ketonlar, aldehidler ve
eterleri igeren bir gok yikim iiriinleri meydana getirir. Sadece linoleik
asidin peroksidasyonu en az 20 yikim Uriini olugturur. Biyolojik
membranlar genellikle ¢ok doymams yag asidinden zengindir ve
oksijenden zengin metal igeren sivi ile kaphdir. Bu nedenle membran
lipitleri peroksidatif ataga daima maruz kalirlar. Cok doymamus yag
asidinden bir hidrojen atomunun uzaklagtmimasi sonucu bir lipit radikali
olugur (Sekil 3). Konjuge dien olusumunda ift baglar tekrar diizenlenir.
Molekiiler oksijenin olaya katilmastyla lipit peroksit radikali meydana
gelir. Komsu lipitden bir hidrojen alinarak lipit hidroperoksit veya lipit
endoperoksit olusturabilir. En az i¢ ¢ift bag igeren lipit endoperoksidin
olusumu bir yikim iiriinii olan malondialdehiti olugturur (18,29,30). Lipit
peroksit radikallerinin yan iiriinleri olan aldehidler ve hidrokarbon gazlan
kolayca difiize olarak mutajenez, vaskiiler permeabilite artisi, inflamasyon,
kemotaksis, fosfolipazin aktivasyonu, prostaglandin ve gesitli endoperok-
sidlerin olusumuna yol agarak bir seri patolojik olaylara neden olabilir
(18,29,30). Baz: ¢aligmalarda lipit peroksidasyonunun hiicre yaralanmasi

ve karsinojenezde baglatic1 bir faktor oldugu gosterilmektedir (7). Lipit
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peroksidasyon yikim iiriinii olan malondialdehidin mutajen ve potansiyel
bir karsinojen oldugu lipit peroksitlerin ve son iiriinlerinin membrana bagh
enzimleri ve DNA’y1 igeren makromolekiilleri tahrip ettigi bildirilmektedir
(7). Lipit peroksidasyonunun, karsinojenezin promosyon safhasi ile iligkili
oldugu diisiiniilmektedir (6). Baz1 ¢alismalarda peroksidasyonun kimyasal
iirimleri ve hastalik durumu arasindaki bir iligkinin sadece hastahigin
varligim gosterebilecegi, ancak hastaligin sebebi olmayacag: belirtilmigtir

(15).
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GEREC VE YONTEM

Olgularin secimi:
Bu ¢alismada kullamlan olgular, gogiislerinde agn ya da ele gelen

sertlik sikayeti ile Istanbul ve Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, SSK Istanbul
Hastanesi, Sisli Etfal Hastanesi Genel Cerrahi birimlerine bagvuran
radyolojik ve histopatolojik incelemeler ile selim meme hastaligi ve meme
kanseri tams: konmus hasta gruplarindan ve saglikh kontrollerden
olusmustur. Bu olgularda ¢aligma gostergelerini etkileyecek bagka bir
patoloji olmamasina dikkat edilmistir.

Cahisma gruplan; yaglan 28-60 arasinda degisen (42.85+8.58) 20
saghkh kadmn ile yaglan 20-76 arasinda degisen (49.14+13.25) 14 selim
meme hastabkli ve yaglan 32-74 arasinda degisen (52.36+12.52) 25

meme kanserli hastadan olugmustur.

Orneklerin alimisi
a) Ameliyat 6ncesi 12 saat’lik aghktan sonra tek kullammhk tiiplere

alinan kanlar, santrifij edilerek serumlan aynldi. -35 °C’de analiz
yapilacak giine kadar sakland:.
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b) Meme kanserli hastalarn tiimoér ve tiimor disindaki normal meme
dokusundan alinan doku ornekleri ile selim meme hastah@g diisiiniilen
hastalardan alinan biyopsi 6rnekleri 6zel kaplar iginde buza konularak
laboratuvara ulastirildi. Dokularin bir kismu DNA analizi i¢in formalin
igine alindi. Kalam -35°C’de derin dondurucuda analiz yapilacak giine
kadar sakland.

YONTEMLER

I- Biyokimyasal Incelemeler

1) Akim Sitometresi ile DNA Tayini: (89)

Prensip: Doku 6érneklerinden hazirlanan tek hiicre siispansiyonlarinin
DNA’ya spesifik boyalarla boyanarak akim sitometresinde 488 nm’de

incelenmesi temeline dayanir.

DNA tayini icin érneklerin hazirlanmasi: (89)
Formalin i¢inde fikse edilen orneklerden parafin bloklar hazirlandi.

Hazirlanan parafin bloklardan 30 pum’lik 3 kesit alinarak santrifiij tiplerine
konuldu (Sekil 4).

Bu kesitlere: 1) Deparafinizasyon, 2) Rehidratasyon, 3) Aynstuma
islemi uyguland1.

1) Deparafinizasyon: Doku 6rnekleri geker ocak altinda 10 ml ksilen
ile 10 dakika ara ile 2 defa deparafinize edildi parafinli ksilenler atildi.

2) Rehidratasyon: Doku ¢mekleri 10 dakika ara ile sirasiyla ikiger
defa %100, %935, %75 ve %50’lik etanol ile yikandi. Her defasinda 10 ml

etanol kullanildi.



3) Ayristirma: Doku omekleri oda sicakliginda bir gece distile suda
inkiibe edildi. Ertesi giin distile su ile tekrar yikandi.

Dokunun Parcalanmasi:

Doku omekleri bir saat camu iizerine almdi. Uzerine 1-2 damla
pepsin konularak 1slatildy, kiigiik pargalar halinde kesildi. Tekrar santrifiij
tiibiine konularak iistiine taze hazirlanmig pH=1.5 olan %0.5’lik pepsinden
1 ml ilave edildi. 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Her 5 dakikada bir
defa vortekslenerek, ara ara pastér pipeti ile kangtinldi. 30 dakika
sonunda 300g’de 10 dakika santrifiij edildi ve iist faz atildi. Tiipiin dibinde
kalan hiicreler fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikandi. G6zenek araligi 37
pm olan naylon siizgegten siiziildii. Hiicre ayan ml’de 10°- 10° hiicre
olacak sekilde hiicre sayimi yapildi. Akim sitometre sayimina hazir hale
getirildi.

Akim-sitometre sayiumi:
1) 100 pl hiicre siispansiyonu iizerine 100 ul DNA prep konuldu bu

islemle 6rneklerin RNA zincirleri kinldi.

2) 2 ml propidyum iyodid ilave edilerek DNA boyanmas: saglandi.10
dakika oda isisinda karanlhkta bekletildi. Akim sitometresi (Coulter
Electronics, profil II. UK) cihazinda, argon-lazerle eksitasyon:488 nm’de
10.000 hiicre sayilarak DNA analizi yapildi. Her fazdaki DNA igerigi,
DNA indeksi ve S faz1 belirtildi. Akim sitomeresi DNA check (plastik
beads) ile standardize edildi. DNA analizinde kontrol olarak tavuk
eritrositleri kullamldi. Her DNA analiz ¢aligmasindan 6nce bu islemler

yapildi.
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Sekil 4: Parafinli dokunun akim sitometresinde analize hazirlanmasi
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Hiicre siklusunda kullamlan tanimlar: (Sekil:1) (68,89)
DNA igerigi : Hiicre i¢indeki DNA miktandir
G,/ Gy fazm  : Hiicre siklusundaki presentez fazi

S fazi : DNA sentez fazi
G, faz1 : DNA postsentez fazi
M fazi : DNA mitoz fazi

Normal bir DNA histogramunda G,/G, fazindaki hiicreler en yiiksek
fraksiyona ve diploid (2N) DNA igerigine sahiptir. G, ve M fazinda ise
tetraploid DNA igerigi bulunur. S fazindaki hiicreler ise DNA agisindan iki
doénemin arasina diismektedir.

DNA indeksi (DI): Hiicre populasyonunun DNA igerigi veya ploidiyi
ifade eder (89).

Patolojik hiicrelerin DNA igerigi
DI =

Diploid hiicrelerin DNA igerigi

Andploid: Hiicredeki DNA igeriginin normalden fazla veya az olmasi
durumudur. DNA indeksi birden farkli olan pikler total preparata gore
%10° dan fazla hiicre tagiyorsa an6ploid olarak degerlendirilir (Sekil 5).

Diploid: Bir ¢ift kromozom igeren (2N) normal hiicrelerdir
(Sekil 2,6).

Hipodiploid: Hiicrede kromozom sayisinin 46’dan az olmasi veya

DNA igeriginin 2N’den az olmasidir (Di<1).
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Hiperdiploid: Hiicrede kromozom sayisinmn 46’dan fazla olmasidir
(DI>1).

Multidiploid: 1ki veya daha fazla anoploid populasyon ve DI igeren
hiicre populasyonlandir (Sekil 7).

Andploid hiicre populasyonlan DNA histograminda ekstra pikler
seklinde goriliir (Sekil 5). G, /Gy, S ve G/M fazindaki hiicrelerin oram ile
andploid hiicre oram iki degiskenli DNA histogramindan MULTICYCLE
Software (Phoneix Flow Systems, San Diego, USA) kullamlarak analiz
edildi. Proliferasyon indeksi olarak S+G, /M fazlan. DNA indeksi (DI)
olarak patolojik hiicrelerin DNA igeriginin diploid hiicrelerin DNA

igerigine oram alind.
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Kullanilan Kit ve Ayiraclar (DNA)
1) DNA -Prep Reagent (Coulter, PN 6604452) (Kit).

Kit igerigi:

a) DNA-prep LPR; %0.1 potassium cyanide, %0.1 NaNj,
noniyonik deterjanlar ve stabilizer.

b) DNA prep Stain; %0.5 propidium iodide (50 pg/ml), RNAse
(type II-A), Bovine pancrease (SKU/mL), %0.1 NaNj, saline
ve stabilizer.

c) DNA prep Reference; Chicken eritrosit nukleusu, %5 propidium
iodide (500 pg/mL), %0.1 NaNj3, noniyonik deterjanlar, saline
ve stabilizer

2) Ksilen (Merck)

3) Etanol %100, %95, %75, %50 lik

4) %0.9 NaCl (Merck)

5) Pepsin (Sigma) (2800 unite/mg protein, P-7012). %0.5 lik pepsin
serum fizyolojik (%0.9 NaCl) icinde hazirlandi pH:1.5’a ayarlandi
(Kullanmadan hemen 6nce).

6) Fosfat tamponlu salin (pH= 7 .4).
0.2 grKCl
0.2 gr KH,PO4
8.0 gr NaCl
1.44 gr Na,HPO,
Bir litre distile suda ¢oziiliir.
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2) Serum ve dokuda bakir, cinko tayini:
Eser element tayini icin alet ve gereclerin kullamima hazirlan-

masi

Payreks cam kaplar, ependorf serum saklama kaplan ve doku
saklama kaplani Isoclean® ile 60°C’de 2-3 saat ultrasonik yikayicida
yikandi ve durulandi. Bir gece 1N HCI’de bekletildi. Ertesi giin 4-5 defa
taze bidistile su ile yikanip etiivde kurutuldu. Ozel torbalarda muhafaza
edildi. Dokular bu sekilde hazirlanmis kaplara kondu. Kanlar tek
kullanimhik polipropilen tiiplere alindi. Serum aynldiktan sonra ependorf
saklama kaplan i¢inde sakland:.

a) Serum Bakar Olciimii: (4)
Atomik Absorpsiyon spektrofotometresinin grafit firin sisteminde,

atomik absorpsiyon teknigine gére bakir oyuk katod lambasi kullamilarak:
Dalga boyu: 324.7 nm,
Sht: 0.5
Lamba akimi: 5 m Amp
Argon gaz1 akimin: ortalama 3 lt/dak,
Kurutma:85-120°C’de 55 santye
Aynigma: 800°C’de 8 saniye,
Atomizasyon: 2300°C’de 5 saniye olacak sekilde alet ayarlandt.

Serum bakir analizi yapilmak iizere serumlar 26 defa %!1’°lik nitrik

asit ile sulandinldi. 1000 pg/ml stok standarttan 10 ng/ml, 25 ng/ml, 50
ng/ml, 75 ng/ml, 100 ng/ml’lik ¢aligma standartlari hazirlandi. Standartlar
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%]1’lik nitrik asit ile sulandinldi. Atomik absorbsiyonun spektrofoto-
metresi, grafit finn iinitesi ve bilgisayar imitesi 10, 25, 50, 75, 100
ng/ml’lik standartlara gére ayarlamp kalibre edildi ve standart egri ¢izildi.
%1’lik nitrik asitle sulandinlmig serum omekleri aletin grafit finn
tinitesinin pirolitik kaph grafit tiibiiniin igine her defasinda 10 ul olmak
iizere pipetlenerek, bilgisayar iinitesinden numiine konsantrasyonlan

hesaplanmus olarak alind.

b) Serum Zn 6lciimii: (24)

Atomik absorbsiyon spektrofotometresinin flame sisteminde, atomik
absorpsiyon teknigine gore ¢inko oyuk katod lambasi kullanilarak 213.9
nm dalga boyunda, 1.5 It/dak hava-asetilen akiminda, sht:1’de serum
¢inko analizi yapilmak iizere serumlar 1/5 oraninda %] nitrik asit ile
sulandirildi. Stok standarttan 1000 pug/ml; 50 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml,
300 ng/ml, 500 ng/ml konsantrasyonlarda ¢aligma standartlan hazirlandi.
Sulandirma %1°lik nitrik asit ile yapildi. Varian marka Atomik
absorpsiyon cihazimin mikro &mek aliciya sahip alev unitesinde once
standartlar ii¢ defa verilerek alet kalibre edildi ve standart egn ¢izildi.
Daha sonra %1’lik nitrik asitle sulandinimis 6mekler mikrodrnekleme
iiitesinde ikiser defa okutularak degerler alindi. Her bir okumadan sonra
alete %1°lik nitrik asit verilerek alet sifira ayarlandi.

¢) Dokuda Bakir ve Cinko Olciimii: (4,24)
1) Payreks kapakli cam kaplar daralan alindiktan sonra 100°C’de sabit

tartima gelinceye kadar ara ara tartilmak sureti ile 36 saat bekletildi.
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2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)

9

Dokular sabit tartima gelmis bu kaplara tartilarak konuldu.

I¢inde doku 6rnekleri bulunan kaplar 36 saat sabit tartima gelinceye
kadar 100°C’de bekletildi ve tartilar kaydedildi.

Dietil eter ve petrol eterinin yan yariya kangim ekstraksiyon igin
kullamidi. 5ml dietil eter- petrol eteri kansiminda dokular 30’ar
dakika bekletilerek iist faz atildi, bu islem ii¢ defa tekrarland.

Taze hazirlanmus distile su ile ii¢ defa yikand.

100°C’lik etiivde sabit tartima getirildi.

Sabit tarttma gelmis dokular 10 ml’lik polipropilen Falcon marka
tiiplere tartilarak alindi.

Uzerlerine %30’luk hidrojen peroksit’den 1’er ml kondu 70°C’de 16
saat bekletildi. Bu islem dokunun pargalanma durumuna gére 2 veya
3 kez tekrarlandi, kurutuldu.

Tiipte kalan materyalin iizerine 0.5M 2 ml HNO; kondu. 2 saat
bekletildi, vortekslendi.

10) Dokuda bakir ¢inko olgiimii, serum ¢inko ve bakirda anlatilan

1)
2)
3)
4)
5)

sekilde, atomik absorbsiyon spektrofotometresinde ¢izilen standart
egriye gore konsantrasyonlan okundu.

Eser Element tayininde kullamilan ayraclar:
Zn Atomik absorbsiyon stok ¢ozeltisi (Merck)
Cu Atomik absorbsiyon stok ¢6zeltisi (Merck)
Konsantre nitrik asit (Merck)

Konsantre hidroklorik asit (Merck)

Diliisyon ¢ozeltisi %1lik nitrik asit
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6) Isoclean (isolab)

7) Hidroklorik asit (IN)

8) Dietil eter (Merck)

9) Petrol eteri (Merck)

10) Hidrojen peroksit (%30)
11) Asetilen gazi1 (Habas)
12) Argon gaz1 (Habas)

3) Dokuda Malondialdehit tayini: (77)

Lipit peroksidasyonun son iiriinii olarak olusan malondialdehidin
(MDA) tiobarbiitirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi sonucunda olusan
rengin absorbans: florometrede olgildii. Tumér ve normal meme
dokusundan soguk 0.15 M KCl iginde %10°luk (w/v) homojenat
hazirlandi. Homojenizasyon bigaklh ultratoraks ve sonikasyon cihaz

yardimu ile buz i¢inde yapildi.

Deneyin Yapihisi:
0.2 ml doku homojenat: iizerine 0.2 ml %8.1 sodyum dodesil siilfat,

1.5 ml asetat tamponu, 1.5 ml %0.8 TBA konuldu. 4 ml’ye distile suyla
tamamlandi, kaynar suda 60 dakika kaynatildi, sogutuldu ve 1ml distile su
xonuldu. 5ml biitanol-piridin (15:1) eklendi, vortekslendi, 15 dak. santrifiij
edildi ve organik faz aynldi. Florometrede, eksitasyon 515, emisyon 535

nm’de okundu.
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1)
2)
3)
4)

5)
6)

7)

)

2)
3)

4)
5)
6)
7)
8)
9

Avyiraclar:
0.15 MKCI (%1.15 KCl)

%8.1 Na dodesil siilfat (Lanryl siilfat)

%20 Asetik Asit pH: 3.5 (NaOH ile pH:3.5’a ayarlamr)

%0.8 TBA: 0.08 gr Tiobarbutirik asit 1ml 0.5 M NaOH’de ¢6ziiliir
ve su ile 10 ml’ye tamamlanir

Butanol-Piridin (15:1)

Tetra etoksi propan standarti: Stok standarttan 22 mg tartilip, 10 ml
distile suda ¢oziiliir

Caligma standarti: Stok standart 1000 kez sulandirilirsa 10
nmol/ml’lik standart elde edilir

Kullamilan aletler ve malzemeler:

Cift 1smh duterium background diizeltmeli bilgisayar kontrolli
Atomik absorpsiyon spektrofotometre (Varian spectrAA-200)
Bilgisayar kontrollii Varian marka grafit firm (Varian GTA -100)
Atomik absorpsiyon mikro o6mekleyici flame {nitesi (Varian
spectrAA-200)

Mikrosampler (Varian marka)

Kodlu Zn gukur katod lambasi (Varian marka)

Kodlu Cu gukur katod lambasi (Varian marka)

Bilgi islem tnitesi

Ultrasonik yikayici LC 30 (Elma marka)

Payrex kapakli cam kaplar (6zel imalattir)
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10) 10 ml polipropilen tiipler (Falcon)

11) 10 pl, 20 ul ve 1000 ul Brand marka otomatik pipetler, sar1 ve mavi
plastik uglar

12) Pirolitik kapl: grafit tiip (Varian marka)

13) Akim sitometresi (Coulter Electronics Profil II. UK)

14) Spektroflorometre (Jasco FP-750)

15) Ultratoraks (IKA- Labortechnik)

16) Sonikasyon aleti. Virsonic (Virtis)

Biyoistatistik yontemler:
Kontrol ve deney gruplarna ait bulgularn birbirleriyle kiyaslanma-

sinda Mann-Whitney U, Wilcoxen- rank, korelasyon degerlendirilmesinde

ise Spearman korelasyon testi uygulandi.
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BULGULAR

Calismalarimiz; 20 saglikh kadinin kaninda, histopatolojik olarak
meme kanseri tamsi konmus 25 kadimin kan, tiimér ve normal meme
dokusunda, histopatolojik incelemede selim meme hastaligi tanmis1 konmus
14 kadinin kan ve meme dokusunda yapildi.

Selim meme hastalikli kadinlarin histopatalojik incelenmesinde,
8’inde fibrokistik hastalik, 2’sinde fibrokistik + fibroadenom, 4’inde
fibrozis oldugu belirlendi (Tablo 3).

Meme kanseri tanisi konan 25 hastamin ise 13’inin invaziv duktal
karsinom, 3’niin infilratif duktal karsinom, 4’niin insitu duktal karsinom,
1’nin invaziv lobuler karsinom, 1’nin infiltratif lobuler karsinom ve 3’iiniin
metaplastik karsinom oldugu saptand: (Tablo 4).

Tim olgularda 12 saat aghktan sonra ameliyat oncesi alinan
kanlardan elde edilen serumlardan ¢inko (Zn) ve bakir (Cu) tayinleri
yapildi. Aynica kanserli hastalardan alinan tiimér, timor dis1 normal meme
dokularinda ve selim meme hastalikli hastalardan alinan dokularda Zn, Cu
ve lipit peroksidasyon iirinii olan malondialdehit (MDA) diizeyleri

saptandi.
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Her iki grubun tiim6ér dokusunda DNA ploidi tayini yapildi. DNA

indeksi ve S fazi incelendi.

I- Kontroller ile selim meme hastabkhi ve meme kanserli hastalarin
serum Zn ve Cu degerleri, Cuw/Zn oranlan istatistiksel agidan
incelendiginde (Tablo 5, Sekil 8):

1) Selim meme hastalikhi grubun serum Zn diizeyi kontrollerin
serum Zn diizeyinden anlaml diisiik oldugu (p< 0.05),

2) Kanserli grubun serum Zn degerlerinin kontrol grubundan
anlamh disiik oldugu (p< 0.01),

3) Meme kanserli grubun serum Cu diizeylerinin kontrol ve
selim meme hastalikh grubun serum Cu diizeylerinden
anlamh diigiik oldugu (p<0.01, p< 0.05),

II- Meme kanseri oldugu saptanan hastalarin timor ve timor digt
normal dokulan ile selim meme hastalig: tamsi konmus doku 6rneklerinde;
Zn, Cu ve malondialdehit degerleri istatistiksel olarak incelendiginde
(Tablo 6);

1) Tiimor Zn diizeyinin, normal doku Zn diizeyinden (p<0.001)
ve selim meme Zn diizeyinden (p<0.01), selim meme Zn
diizeyinin normal doku Zn diizeyinden (p< 0.01) anlamh
yiiksek oldugu saptanmgtir (Sekil 9).

2) Timor dokusu Cu diizeyinin, normal doku Cu diizeyinden
(p<0.05) ve selim meme dokusu Cu diizeyinden (p<0.001)
anlaml yiiksek oldugu saptanmugtir ($ekill0).

47



3) Tiimor dokusu MDA diizeyinin, normal doku MDA diizeyin-
den (p< 0.05) anlamh diigiik oldugu saptanmust: (Sekil 11).

III- Selim meme dokusu ile meme kanserli grubun tiimér dokularinda
akim sitometresi ile yapilan DNA analizinde;

1) 14 selim meme hastahikli grup DNA ploidi agisindan incelen-
diginde 6’s1 diploid (%43), 8’i andploid (%57), 8 andploidin
2 tanesinin hipodiploid oldugu, 21 tiimér dokusunda yapilan
incelemede birinin diploid (%5), 20’sinin anéploidi oldugu
(%95), 20 anoploidinin ise 3’tiniin multiploid, 1’inin hipodip-
loid yapida oldugu saptanmugtir (Tablo 4).

2) Ortalama S faz fraksiyonu incelendiginde selim meme
dokusunda %3.59+0.82, kanserli memenin tiimér dokusunda
%31.6+4.86 oldugu, bu farkin ileri derecede anlamh oldugu
saptanmugtir (p<0.001), (Tablo 6).

IV- Selim meme dokusunu anoploid ve diploid olarak ayirdiktan
sonra serum Zn ve Cu ile doku Zn,Cu,MDA, DNA ploidi ve ortalama %S
degerleri istatistiksel olarak incelendiginde (Tablo7);

1) Anoploid tipte olanlann %S degerleri, diploidilerin %S
degerlerinden anlamli yilksek oldugu saptanmustir (p<0.05)
(Sekil 12).
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Korelasyon analiz sonuclar::

Korelasyon analizi normal, selim ve malign meme hastalikhilarin
serum ve doku degerleri arasinda aym parametrede ve aym doku veya
serumun farkl: parametreleri arasinda bakilda.

1) Selim meme hastalikli grupta serum Zn diizeyi ile serum Cu diizeyleri

arasinda pozitif korelasyon gozlendi (r= 0.633, p= 0.020).
2) Malign meme hastalikli grupta tiimér Zn diizeyi ile normal doku Zn
diizeyleri arasinda pozitif korelasyon bulundu (r=0.510, p=0.010),

buna karsilik Cu diizeyleri arasinda korelasyon goriilmedi.

3) Malign meme hastalikli grubun tiimér MDA ve normal meme dokusu
MDA arasinda pozitif korelasyon goriildii (r=0.500, p= 0.029) .
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Tablo 3: Selim meme hastahikh grup

No Yas Histopatolojik Tan: DNA ploidi | Ort. %S
1 60 Fibrozis Anoploid 4.2
2 61 Fibrozis Anoéplopid 9.9
3 44 Fibrokistik Diploid 2.8
4 41 Fibrokistik Hipodiploid 1.3
5 39 Fibrokistik Anoploid 35.6*
6 48 Fibrokistik Andploid 4.5
7 20 Fibrokistik Diploid 0.7
8 47 Fibrokistik Hipodiploid 6.0
9 44 Fibrokist+Fibroadenom | Diploid 0.7

10 76 Fibrokist+Fibroadenom | Diploid 13

11 48 Fibrozis Diploid 1.5

12 61 Fibrokistik Diploid 31

13 43 Fibrokistik Anoploid 8.4

14 56 Fibrozis Anéploid 2.3

* Ortalama % S degeri istatistik disi1 birakildr.
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Tablo 4: Meme kanseri hasta grubu

No | Yas Histopatalojik Tamt | Grade | DNA ploidi | Ort %S
1 |62 Insitu duktal Ca* 2 | Anéploid 11.9
2 160 Infiltratif duktal Ca Anoploid 4.5
3 |43 Infiltratif lobiiler Ca 2 Andéploid 42.8
4 |65 Invaziv duktal Ca 2 Diploid 76.9
5 |46 Invaziv duktal Ca 2 | Multiploid® | 59.3
6 |35 Invaziv duktal Ca Multiploid® | 50.1
7 (62 Invaziv duktal Ca 3 Anoploid 4.5
8 |42 Metaplastik Ca 3 Andploid 8.9
9 132 Invaziv duktal Ca 3 Anoéploid 9.9

10 |55 Invaziv lobiiler Ca 3 Anoploid 542

11 |37 Infiltratif duktal Ca Anoploid 3.9

12 |75 Invaziv duktal Ca 3 Andéploid 10.0

13 |51 Invaziv duktal Ca 3 | Multiploid™® | 31.0

14 |53 Insitu duktal Ca 3 Anoploid 55.1

15 |74 Invaziv duktal Ca 2 Anoéploid 46.2

16 |51 Insitu duktal Ca Anéploid 42.0

17 |52 Invaziv duktal Ca Anoploid 12.0

18 |37 Metaplastik Ca 3 Hipodiploid 6.0

19 154 Invaziv duktal Ca 3 Anéploid 49.7

20 |66 Insitu duktal Ca Anoploid 31.6

21 |36 Invaziv duktal Ca 2 Anoploid 14.0

22 |57 Infiltratif duktal Ca 2

23 140 Invaziv duktal Ca

24 |70 Invaziv duktal Ca

25 |54 Invaziv duktal Ca

Ca* = Karsinom
Multiploid® = 2 andploid.
Multiploid™® = 1 andploid, 1 hipodiploid.
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| B Kontrol
M Selim
[ Malign

Serum Zn Serum Cu

Kontrolle karsilagtirilmas : *m< 005, **pi< 0i0]
Selim meme grubu ile karsilastirilmasi: 3 p<0.05

ENormall
HE Selim
| EMatigd]

Cu/Zn

Sekil 8: Normal Kisilerde, selim ve malign meme hastaligi olan

kisilerde serum Zn, Cu diizeyleri ile Cu/Zn oranlari.
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Cinko pg/gr (kuru doku)

Norm 7 Malign Selim
Normal doku ile karsilastiriimast : *** p<0.001, **p<0.01

Selim meme doku ile karsilastiriimas: : “ p<0.01

Sekil 9: Normal, malign ve selim meme dokularinda Zn diizeyleri

1,4+ *b

0,4

Bakar (ug/gr kuru doku)

0,2

Normal Malign Selim meme
Normal doku ile karsilastirilmasi: * p < 0.05
Selim meme dokusu ile karsilastiridmast:® p < 0.001

Sekil 10: Normal, malign ve selim meme dokularinda Cu diizeyleri
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250 v~

200 7

150

100

MDA (nmoligr doku)

501

Normal Malign Selim meme

*p < 0,05 normal dokuyla karsilastirilmasi

Sekil 11: Normal, malign ve selim meme dokularmda MDA degerleri

Malign Selim
Selim meme dokusu ile karsilastiriimasi i p<0.01

Sekil 12: Malign ve selim meme dokularinda ortalama % S faz diizeyleri
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TARTISMA

Meme Kkanseri tiim kadinlarda ozellikle endiistriyel iilkelerdeki
kadinlarda en sik gériilen kanser tiiriidiir (44). Heterojen ve kompleks bir
hastalik olup pek ¢ok faktérden etkilenir (108).

Epidemiyolojik ¢aligmalar insanlarda timér gelisimine yol agan
faktorlerin gogunlugunun ¢evresel faktorlerden kaynaklandigim ortaya
koymaktadir (28,62,92,108). Tiimér olusumu, geligimi ve yayithm hzinin
baglica etkenlerini kimyasal karsinojenler, fiziksel ajanlar ve viriisler gibi
eksojen faktorler ile endojen faktérler olusturur (62,108). Biitin bu
ajanlarin mutasyonlara neden olabilecegi ve kromozomal mutasyonlarn da
insanda kanser ortaya ¢ikis ve gelisimi ile yakindan iligkili oldugu
gosterilmistir (28, 65, 90, 102).

Serbest oksijen radikalleri ve lipit peroksitler normal metabolik
olaylar sirasinda endojen kaynakli olarak veya gevresel faktorler tara-
findan eksojen kaynakh olarak olusmaktadir (28,52,62,108). Serbest
oksijen radikalleri baglica siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz,
katalaz gibi enzimlerin rol aldign gesitli savunma sistemleriyle elimine
edilir. Antioksidan savunma sistemindeki degisikliklerin karsinojenezde

onemli oldugu diisiiniilmektedir (27,37,65,86, 95,106,108).
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Eser elementler ¢ok sayida biyolojik olayda temel bir rol oynar.
Cogunlukla baglanma yerleri igin protein ve diger elementlerle yarngarak
enzimatik reaksiyonlarn aktivatérii veya inhibitérii olarak, hiicre memb-
ranlarinin  permeabilitesini etkileyerek veya diger mekanizmalar araci-
ligryla etkilerini gésterir. Bu nedenle bu elementlerin direkt veya indirekt
olarak karsinojenik olaylarda rol aldiklan ileri siiriilmektedir (25,73,99,
100,104).

Normal meme dokusunun kanser hiicresine doniismesi ¢ok asamali,
karmagik bir siiregtir. Meme karsinojenezininin karmagik ozellikleri tii-
morlerin biyolojik 6zelliklerine de yansir. Bu 6zelliklerin bir béliimii has-
tahigin klinik gidigine 11k tutmasi agisindan tamida 6nem tasir. Meme
kanserli hastalanin prognozunu tayin etmede timidin igaretleme indeksi ile
DNA ploidi yontemleri son yillarda ¢ok onem kazanmistir (1,10,26,34,
64,79,105).

Bir selim meme hastah tiiri olan fibrokistik hastahga sahip
kadinlarda meme kanseri riskinin 1.86-2.13 kat arasinda degistigi ileri
stiriilmiistiir (67). Meme dokusundaki hangi selim degisikliklerin histolojik
olarak prekanserdz olabilecegini arastiran en onemli ¢aligma Dupont ve
Page (33) tarafindan yapilmistir. Bu ¢aligmada 3303 hasta 17 yil takip
edilmis ve ¢esitli histolojik alt tipleri ile meme kanseri olusumu arasindaki
iliski aragtinlmistir. Meme biopsisinde proliferatif degisikliklere (sklerozis,
adenozis, papiloma) sahip olan kadmnlarda, biopsisinde proliferatif
degisiklik bulunmayan kadinlara nazaran kansere yakalanma oraninin 1.9
kat fazla oldugu bulunmustur. Atipik hiperplazi saptanan kadmlarda ise
kanser olusma riski 4.4 kat daha fazla gorilmiistiir. Atipik hiperplazi ile
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birlikte ailevi meme kanseri hikayesi olanlarda, olmayanlara oranla meme
kanseri olugma riskinin 9 kat fazla oldugu ileri siiriilmiigtiir (28).

Cesitli ¢caligmalarda lipit peroksidasyonu gostergesi olan malondial-
dehidin mutajen ve potansiyel bir karsinojen oldugu, membrana bagh
enzimleri ve DNA’y1 igeren makromolekiilleri tahrip ettigi bildirilmek-
tedir (7,5,14,15,43). Baz1 arastincilar lipit peroksidasyonunun karsino-
jenezin baglama sathasinda (6,7), bazilan ise kanserin gelisme ve
ilerlemesinde de etkili oldugunu ileri siirmiislerdir (62). Bu nedenle
meme kanseri ile lipit peroksidasyon artig1 arasinda bir iligki olabilecegi
ileri siiriilmiistiir (44). Baz1 aragtincilar lipit peroksidasyonun kimyasal
iiriinleri ile hastahk durumu arasinda bir iligkinin bulunmasiin sadece
hastaligin varhgim yansitabilecegini, ancak hastaligin sebebi olamaya-
cagim belirtmislerdir (15). Cesitli ¢aligmalarda MDA ile kanser iligkisi
arastinilmistir. Mamografik displazi gosteren 50 yasin altindaki kadinlann
meme kanseri agisindan yitksek risk grubunda oldugu bildirilmis bu
kadinlanin idrannda MDA konsantrasyonu mamografisi normal olan
hastalara gore daha yiiksek bulunmugstur (14,44). Siganlarda yapilan
deneysel meme kanseri ¢ahigmasinda ise karsinojen verilmesinden bir ay
sonra, plazma MDA degeri kontrollerden yiiksek bulunmugken tiimor
olusumundan sonra kontrollerle aym diizeye indigi gosterilmistir (80).
Wang ve arkadaslan (107) MDA ile olusan DNA eklentilerni meme
dokularinda analiz etmisler, kanserli dokuda normal dokuya gore diigik
bulmuglardir. Ancak peroksidasyon olayr ve neoplazmamn biyiimesi
arasindaki baglantmin yapis1 tartigmahidir (44). Bir yandan lipit perok-

sidasyon konsantrasyonunun neoplastik dokularda ve neoplastik hasta-
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larin kan plazmasinda arttigi (44), 6te yandan sadece neoplastik hiicre-
lerde ve dokularda degil, hizli béliinen normal hiicrelerde de diigiik
diizeyde goriilebilecegi bildiritmistir (43).

Bazi ¢alismalarda hiicre proliferasyonu ile lipit peroksidasyonu
arasindaki baglant1 karaciger rejenerasyonunda, embriyonik dokuda ve
embriyonik dokuya benziyen bazi tiimér hiicrelerinde gosterilmistir. Bu
li¢ dokuda da lipit peroksidasyonun ¢ok diisiik oldugu bulunmus ve bu
durum muhtemelen lipit peroksidasyon iiriinlerinin hiicre boéliinmesinin
kontrolinde ige kangsabilecegini digiindiirmigtir (12,43). Tiimor
bitytimesi ve yayilimi gibi hiicre boliinme hizimin arttign kogullarda lipit
peroksidasyonuna kargi bir direng gelistigi ileri siiriilmektedir (43). Lipit
peroksidasyonunun farkh mekanizmalarla tiimér biiyiimesini inhibe ettigi
diigiiniilmektedir. Lipit peroksidasyonun ozellikle tiimérlerin hiicre
proliferasyonunda ¢ok énemli rol oynadig, hiicre béliinmesi i¢in gerekli
olan ¢esitli hiicre olaylanm ve siklis fazlarim inhibe ederek tiimor
bilytimesini azalttig ileri stirillmiistiir (43).

Lipit peroksit ile olugan hiicre ve doku hasan tek bir faktore
baglanamaz. Timér hiicrelerinde normal hiicrelerle kiyaslandiginda
anormal bir lipit bilesimi ve diisikk diizeyde sitokrom Py sisteminin
enzimleri bulunmustur (22). Normal komsu dokuyla kiyaslandiginda,
meme karsinom dokusunda azalmug lipit peroksit ve yiiksek antioksidan
diizeylenn gosterilmistir (42). Sonug olarak, lipit | peroksidasyonunun
timor bitytimesi ile tersine bir iligki gosterdigi ileri siiriilmiistiir (43).

(Galhigymamizda doku MDA ortalama degerlerine bakildiginda en az
timor dokusunda en yiiksek normal dokuda oldugu goérilmiistir. Bu da
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literatiirlerde bildirilen sonug ve agiklamalara uygun olup lipit peroksit ile
tiimoér bilylimesi arasinda tersine bir bagnti oldugu fikrini destek-
lemektedir (43, 107).

Meme dokusu karmagik yapiya sahiptir, bu nedenle farkli bélge-
lerdeki doku 6rneklerinden farkli degerler gikabilir. Kiigiik tiimor 6rnekleri
bile tiimor hiicreleri yamisira, stroma hiicrelerini ve immiin hiicreleri kapsar
(84). Bazi aragtiricilar memenin normal ve tiimér dokusunda glutatyon
diizeyi ile glutatyon peroksidaz ve glutatyon S transferaz aktivitelerini
¢alismslar, kisiden kisiye ve aym histolojik tipte bile aym: dokunun farkh
boélgelerinde farkli sonuglar bulmuglardir. Enzimlerdeki farklihgmm kisiden
kisiye degismesini genetik, gevresel ve fizyolojik (hormon, yas) faktorlere
bagh olabilecegini ileri sirmiislerdir (3,45,46,84,87). Bu nedenle, bu
¢alismada MDA degerlerinde kisiden kisiye goriilen farklihgin meme
dokusunun yapisal degiskenliginden ve ¢evresel sartlarin etkisinden
kaynaklandig diisiiniilebilir.

Son zamanlarda ilgi neoplastik hastaliklarda antioksidan savunma
sistemine yonelmistir (43). Bu goriise gore eser elementler ve antioksidan
savunma sisteminin diger parametreleri ¢ok énemlidir. Cu ve Zn oksidatif
doku hasan ile iligkili olan eser elementlerdir (60,61). Son yillarda,
antioksidan 6zellikleri nedeniyle bu elementlerdeki dengesizligin kronik
hastahklarin nedeni olabilecegi ileri siiriilmigtir (61). Meme kanserli
kadmlarda Cu ve Zn iligkisi ancak bir ka¢ ¢aliymada arastinlmig ve bu
¢alismalann sonuglan da g¢eliskili bulunmustur (25,40,41,69,92).

Cesitli ¢aligmalardaki serum Zn degerlerinin, selim meme hastalif

ve meme kanserlilerde kontrolden hafif yiikksek oldugu (62) veya kontrole



gore anlamli azaldigt (69) ya da degigsmemis oldugu bulunmustur
(21,61,92). Zn hem karsinojenik hem de antikarsinojenik role sahiptir. Zn
bir taraftan serbest radikal hasarina kars1 koruyarak karsinojenezi inhibe
eder, difer taraftan gen transkripsiyonu ve hiicre proliferasyonundaki
rolii nedeniyle tiimér biiyiimesi igin gereklidir. Zn ve kanser arasindaki
iligki iizerine epidemiyolojik bilgiler smirh ve belirsizdir (40). Yaptigmmz
galismada selim meme hastalign ve meme kanseri bulunan gruplarm
serum Zn degerinin kontrole gore anlamh digiik oldugu gorilmiistiir.
Bizim sonuglarimiz Magalova ve arkadaglarmin (69) sonuglariyla
uyumludur. Zn’nin tiimér dokusu tarafindan segici olarak kullanilmas:
serum Zn diizeyini azaltabilir. Yapilan bir ¢alismada azalan plazma ¢inko
diizey1 ile neoplazmamin biiyiime ve yayilmasi arasinda korelasyon
goralmistiir (72,103).

Neoplastik hastalarin serum veya plazmalarinda Cu diizeyinin g¢esitli
¢alismalarda normal veya yiiksek oldugu gosterilmistir (25,62,69). Selim
ve malign meme hastalikli kadinlarin serum Cu degerleri arasinda anlamh
farki gosteren yaymnlara kargilik (40,41) fark bulunmayan ¢alismalar da
vardir (69). Bizim ¢aligmamizda selim meme hastalikli ve meme kanserli
grubun serum Cu diizeyinin kontrolden anlamhi olarak diisikk oldugu
gorilmiistir. Gerek yiiksek, gerekse diigiikk bakir diizeylerinin kanser
riskini artirdify ileri siiriilmistir (40,41,61). Disik Cu dizeylen
antioksidan enzim olan SOD’un inhibisyonuna neden olmakta (76,83),
buna karsilik yiksek Cu diizeyleri ise serbest radikal olusumunu

katalizlemektedir (62,97).



Cesitli calismalarda kanser gostergesi olarak Cu/Zn oraninin 6nemli
faktor olabilecegi (100,110) veya 6neminin olmadig: bildirilmigtir (85).
Bizim ¢ahsmamizda ise Cu/Zn oram kanserli grupta, her iki gruptan da
az oldugu, fakat bu azalmanin istatistiksel anlami olmadig1 bulunmustur.

Timor bityiimesinde Zn’ya gereksinim normal hiicreden fazla
oldugu i¢in Zn ihtiyac1 artmaktadir (100). Buna kargibk Zn diizeyim
kanser hiicrelerinde normal hiicrelere gore diigiik bulan ¢aligma da vardir
(72). Bu ¢aligmada, hiicreler arast Zn kullamm igin yaris olmasimn
ortamdaki Zn’nun paylagilmasina neden olacagi, bunun da hiicrede Zn
diizeyinin azalmasma yol agacagi ileri siiriilmiigtiir (72). Bu nedenle
optimal hiicresel Zn konsantrasyonunun devamhihfmn  timor
bityiimesinin énlenmesinde onemli olabilecegi ileri siiriilmektedir (100).
In vitro galigmalarda Zn eksikliginin hiicre proliferasyonunun azalmasma
ve kiiltiirlerde diisiik yasam siiresine neden oldugu, buna karsihk Zn
ilavesinin programlanmig hiicre o6limiiniin onlenmesi tzerine etkileri
oldugu bildirilmigtir (81).

Calismamizda meme kanserli timér dokularinda, normal dokulara
gére Zn diizeyinin yitksek olmas: malign dokuda artan hiicresel aktiviteden
ve kan akimmindaki artig sonucu dokuya eser elementin birikiminden
~ kaynaklanabilir (69,73). Selim meme dokusuna ait sonuglanmiz bu
hastalarm meme dokusunda da hiicresel aktivitenin ve kan akimimin
degistigini, eser element transportunun arttifim gostermektedir. Bununla
birlikte tiimor dokusu Cu diizeyinin normal doku Cu diizeyinden ve selim
meme dokusu Cu diizeyinden yiiksek olmasi, diger aragtiricilarin Zn ve
Cu’a ait bulgulanyla desteklenmektedir (69,73).



Normal (diploid) hiicrelerle karsilagtinldiginda kanser hiicrelerinin
anormal bir DNA (andploid) igerigine sahip oldugu gosterilmigtir.
Anoploidi neoplastik hiicrelerde sayisal ve yapisal kromozom degigik-
liklerini yansitmaktadir (50). Kanserin saptanmasinda diger yontemlerle
gbzden kagabilen anéploidik kiigiik hiicre popiilasyonlar1 akim sitometresi
ile kolayca saptanabilmektedir (89). Anéploid hiicrelerin ¢ogalmay1 uyaran
ve baskilayan genler arasindaki dengenin bozulmasina bagh olarak belirli
¢ogalma avantajlarina sahip oldugu diigiiniiliir (89,90,95).

Hiicre siklusu olgiimleriyle saptanan tiimér hiicrelerinde yer alan
DNA’nin miktarindaki anormallikler, tiimoriin ozelliklerine 11k tutabilir
(89,90). Tiimorlerde niikleer DNA igeriginin belirlenmesi ile hastaligin
prognozu, histolojik evre ve lenf nodu tutulumu arasinda iligki oldugu
dugiinilmektedir (1,10,27,33,64). Diploid DNA igerikli tiimorlere sahip
meme kanserli hastalarin prognozu anéploid timoérlerden daha iyi oldugu
kabul edilmektedir (8,36,50,53,88,89,90).

Meme kanserinde DNA ploidi bagimsiz bir prognostik faktor
olabilir veya diger giiglii prognostik faktorlerle iligkilidir (1). Lenf nodu,
timor o6lgiisii ve DNA ploidi gibi bir ¢ok degiskenin kullamildig
prognostik indeks tek bagina bir prognostik faktér olarak kullamlan lenf
nodundan ¢ok daha giigliidiir. Bu prognostik indeksin kullanimi hastalara
tarkli tedavilerin segiminde gereklidir (33). Cogu organ sistemlerinde
selim ve premalign lezyonlarin degerlendirilmesinde ploidi analizi yapil-
migtir. Bu prognostik parametre ¢ok kiigikk tiimor oOrneginde bile
caligilabilmektedir (96).
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Akim sitometresiyle yapilan DNA ploidi analizinde DNA indeksi
degert 1 olanlar diploid, 1’in diginda kalanlar anoploid olarak
degerlendirilmektedir (68). Yaptigimiz ¢ahismada 21 meme kanserli
hastalann %95°i anoploidi, %5°i diploidi, 14 selim meme hastalikh
grubun %43’ii diploid, %57’si anoploidi oldugu saptanmstir. Meme
kanserlilerde yapilan DNA analizi ¢ahsmalarinda anéploidi oram %53-73
arasinda bulunmugtur (26,38). Meme kanseri gorilme sikhign ve 6liim
oranmnin iilkeden iilkeye degismesinin, genetik, c¢evresel ve hormonal
sartlarla iligkil oldugu ileri siirilmektedirr Meme hastahkl Tiirk
kadinlarinda ise boyle bir ¢alismaya rastlanmamistir. Olgu saymmizin az
olmasina ragmen, bizim ¢aligmamizda an6ploid oranmin yiiksek ¢ikmasi
genetik, gevresel ve diet gibi sartlara bagh olarak Tiirk toplumunda
timorlerin daha malign karakterli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anoploidi, pre-invaziv lezyonlart 6nceden haber veren biyolojik
olarak en agressif deger olabilir (38). Hiicre DNA’s1, proliferatif
aktivitenin artmasindan ve niikleer kromatin igerigindeki degisikliklerden
dolayr malign degisim esnasinda artar (38). Selim meme hastalikh
hastalarin 1/4’de andploid hiicrelerin bulundugu, bunlarda sonradan
invaziv karsinom geligtigi belirtilmektedir. Hiicre DNA igerigi, pre-
invaziv meme hastaliginin degerlendirilmesinde baglica prognostik indeks
olabilir (20). Genellikle anormal DNA igerigi ve hasta survisi arasinda
direkt bir iligki vardir. Ancak bazi tiimorlerde (l6semi, noroblastom)
kemoterapotik ajanlarin atipik DNA igerikli hiicre populasyonlan igin
secici oldugu ve boyle tiimorli hastalann diploid tiimorlii hastalardan
daha uzun bir yasam siiresine sahip olabilecegi belirtilmistir (89,90). Ote
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yandan, bazi galigmalarda S faz fraksiyonunun DNA ploididen daha
faydal1 prognostik faktér oldugu ileri siiriilmektedir (55).

Bizim ¢alijmamizda ortalama %S faz fraksiyonu selim meme
hastahfinda 3.59+0.82, meme kanserlilerde 31.64+4.86 oldugu goriil-
migtiir. Bu fark istatistiksel agidan anlamh bulunmustur. Calismalari-
mizdaki %S’lerin ortalama degisim katsayisi (Cv) selim meme
hastaliginda 6.53+0.40, meme kanserlilerde 5.56+0.39 bulunmustur. Bu
degerler diger ¢aligmalarin degisim katsayilan (Cv) ile uygunluk
gostermektedir (65,102).

Insan karaciger hiicre kiltiirlerinde ZnCly’iin belirli konsantras-
yonlarinin hiicre siklusunu etkiledigini ve genomik DNA’nin Zn konsan-
trasyonuna gore degisiklik gosterdigini bulmuslardir (81). Bu sonug
muhtemelen tiimér dokusunda Zn konsantrasyonunun artigmmm DNA
ploidinin proliferasyon fazimin degismesine ve anéploidinin olusmasina
neden olmaktadir. Yiiksek S fraksiyonunun, meme kanserinde hastaligin
tekrant ve erken oOlumle ilgili oldugu gosterilmigtir (36,38,50). S faz
fraksiyonu ve DNA diploid ve DNA anéploid neoplazmalarin kadinlar
icin prognostik 6neme sahip oldugu ve DNA ploidinin bagimsiz bir
prognostik faktor oldugunu bir ¢ok ¢alismada gosterilmistir (20,54,
55,56).

Selim meme hastaligi grubunu diploid ve anoploid olarak simflan-
dirarak inceledigimizde diploidlilerde anéploidlilere goére Zn diizeylerinin
degismedigi, doku Cu ve MDA konsantrasyonlarinin daha yiiksek
oldugu, ortalama %S degerlerinin ise anlamh disiik oldugu saptanmugtir.
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Yapilan bazi ¢aligmalarda gen¢ hastalarin (50 yagin altindaki)
genellikle yaghlardan daha yikksek S faz fraksiyonuna ve DNA
anoploidine sahip oldugu bildirilmigtir (93,102). Bagka bir ¢alismada ise
yasin 6nemi olmadigy belirtilmistir (57). Biz de ¢aligmamizda meme
kanserli grubu 50 yas alt1 ve 50 yas iistii olmak iizere siuflandirarak tiim
parametreler istatistiksel agidan incelenmigtir. Geng grubun; serum Zn
diizeyinin, timér ve normal dokusunun Zn ve Cu degerlerinin yiiksek
oldugu, buna karsihik S faz fraksiyonunda 6nemli degisiklik olmadig:
bulunmugtur. DNA ploidi incelenmesinde ise ¢aligmamizda saptadiginmz
tek diploid timor 50 yagin istindeki grupta bulunmaktadir. Bizim
sonuglarimiza goére yas faktorii diger ¢alismanin aksine klinik agidan
onemh goriinmemektedir.

Sonug olarak: Meme kanserinde doku Zn ve Cu diizeylerindeki
artigin tiimordeki kan akimi ve hiicresel aktivitedeki artiga bagh oldugu,
bu elementlerin artiginin tiimér bitytimesini ve hiicre siklus fazlarim
etkileyerek proliferasyon gostergesi faz artigi ve andploid olusumuna yol
actigi, MDA’ min ise belki de SOD etkisiyle diiiik bulundugu ve timor
bilyiimesi ile tersine iligkili oldugu diigiinilmektedir. Selim meme
hastaliginda, doku Zn artismin serum Zn’da azalisa neden oldugu, doku
Cuw’min azalmasimn muhtemelen SOD’un inhibisyonuna yol agarak
MDA olusumunu arttirdign, %S diizeylerinin andploidli grupta diploidden
yiiksek fakat kanserli gruptan disiik oldugu, MDA degerlerinin anéploidi
arttikca azaldign goriilmiistir. Bu bulgulara goére selim meme hastahig

bulunan kisilerde meme kanseri riskinin artacagi ileri siirtilebilir.
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OZET

Bu ¢aliyjma meme kanseri ve kanser igin yiiksek riskli grup olan
selim meme hastalig1 tams1 konmus kisilerde lipit peroksidasyonu ve eser
element diizeylerinde olabilecek degisiklikler ve bunlarin DNA ploidi ve
proliferasyon gostergesi olan S faz fraksiyonu ile baglantilarim aragtirmak
lizere planland.

Bu amagla saglikli kontrol ile selim meme hastalifi ve meme
kanseri tamis1 konmus ii¢ gruptan kan alinarak serumda Zn, Cu diizeylerine
bakildi. Doku galigmalar: ise selim meme hastalig: saptanan grubun biopsi
orneklerinde, meme kanseri tanisi konan grubun tiimér dokusu ile timor
digindaki saglam meme dokusunda yapildi. Dokuda MDA, Zn, Cu ve akim
sitometresi ile DNA ploidi, DNA Indeksi ve %S faz fraksiyonu incelendi.

Elde edilen bulgulara gore:

1) Selim meme hastalikli ve meme kanserlilerin serum Zn diizeylerinin
kontrollere gére, meme kanserlilerin serum Cu degerlerinin ise
kontrol ve selim meme hastaliklarina gére anlamh diisiik oldugu,

2) Tumér Zn ve Cu diizeyinin normal meme dokusu ve selim meme

dokusuna gore anlaml: arttigi,
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3) Doku MDA diizeyleri ortalamalarina bakildiginda normal meme
dokusunda en yiiksek, timér dokusunda en diigiik oldugu gorildii.

4) Malign ve selim meme dokulari DNA ploidi agisindan incelendiginde
meme kanserli hastalarin %95°i anoploid, %5°1 diploid, selim meme
hastalikh grubun ise %43’ diploid, %57’si anoploid olarak
degerlendirildi. Ortalama %S faz fraksiyonunun tiimér dokusunda,
selim meme dokusundan anlamh yiiksek oldugu saptandi.

5) Selim meme hastaliga grubu diploid ve anéploid olarak incelendiginde
diploidlilerde anéploidlilere gore Zn diizeylerinin degismedigi, doku
Cu ve MDA degerlerinin biraz yiikseldigi, ortalama %S diizeylerinin
ise anlamh diigiik oldugu saptandi.

Bu cahsmanmin bulgulari, meme kanserinde doku Zn ve Cu
diizeylerindeki artigin tiimérdeki kan akimu ve hiicresel aktivitedeki artiga
bagli oldugunu, bu artigin serum Zn ve Cu diizeylerinin azalmasina neden
oldugunu, dokuda bu elementlerin artisimin DNA siklus fazlarim
etkileyerek S faz artis1 ve anoploid olusumuna yol agtigimi, MDA’ nin ise
timor biiyiimesi ile tersine iligkili oldugunu diigiindiirmektedir.

Selim meme hastaliginda, doku Zn artigimin serum Zn diizeylerinde
azahsa neden oldugu, doku Cu’mm azalmasina bagh SOD inhibisyonu-
nun MDA’nin kanserlilere gore daha yiikksek olmasma yol agtif,
ortalama %S diizeylerinin anéploid grupta diploid gruptan yiiksek fakat
kanserli gruptan diisiik oldugu ve anéploidi artttkga MDA degerlerinin
azaldign gorilmiigtiir. Biitim bu veriler, selim meme hastaligi bulunan

kisilerde meme kanseri riskinin arttigini diigiindiirmektedir.
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SUMMARY

This study was planned to determine the levels of lipid peroxidation
and trace elements and their relationship to DNA ploidy and the S phase
fraction, which is a marker for proliferation in patients with breast cancer
or benign breast disease.

Blood samples obtained from the control and breast disease patients
were investigated for Zn and Cu levels. Tissue studies were carried out on
biopsy materials obtained from both benign breast disease group and
breast cancer group. Both tumor tissue and unaffected mammary gland
were examined in latter. DNA ploidy, DNA index and %S phase fraction
were determined using flow cytometry MDA, Zn, Cu levels in tissue
samples were also determined .

According to the results obtained:

1) Serum Zn levels were significantly lower in both benign breast
disease and breast cancer groups than those of compared to control
group. Serum Cu levels of breast cancer group were significantly
lower than those of control and benign breast disease groups.

2) Zn and Cu levels were found significantly increased in tumor tissue.
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3) Tissue MDA levels were highest in normal breast and lowest in
tumor tissue.

4) When malignant and benign breast tissues were examined for DNA
ploidy, the cancer group showed 95%aneuploidy and 5%diploidy. on
the other hand, benign breast disecase group showed 43% diploidy
and 57% aneuploidy. Mean % S phase fraction was found
significantly higher in tumour tissue than benign mammary disease
tissue.

5) When benign mammary disease group Was classified as diploid and
aneuploid, it was observed Zn levels were similiar in two groups,
whereas tissue Cu and MDA levels were slightly high and mean %S
levels were significantly low in diploid group.

It was suggested that high levels of Zn and Cu Zn are due to the
increase of blood flow and cell activity, leading to a decrease in serum Zn
and Cu levels. The increase of these elements may effect the cell cycle
phases resulting in an increase of S phase fraction and aneuploidy
formation. The observation in relation to MDA levels which were
inversely related with tumor growth, was in good agreement with previous
reports.

In benign breast disease, mean % S level was higher in aneuploid
group than in diploid group, but it was lower than the cancer group. It was
observed that MDA values were negatively correlated with aneuploidy.
All these findings suggest that benign breast disease patients do have an

increased risk for mammary cancer.
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