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OZET

Meme kanseri yiiksek morbidite ve mortaliteye sebep oldugu i¢in diinyadaki en
onemli iiciincli kanser tiiriidiir. Serbest oksijen radikalleri protein, lipid ve DNA
iceren makromolekiillerde, membranlarda ve mitokondrilerde hasara neden olabilir.
DNA hasarmin karsinogenezise katkisi oldugu bildirilmektedir.

Calismada; meme kanseri ile oksidatif stres ve bazi enzimlerin aktiviteleri arasin-
daki iligki aragtirllmistir. 10 adet invaziv duktal karsinomlu hastanin tiimorli ve
tiimor ¢evresindeki saglikli meme dokularinda malondialdehid diizeylerine, katalaz,
glutatyon peroksidaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, piruvat kinaz ve arjinaz aktivi-
telerine bakilmustir.

Meme tiimor dokusunda malondialdehid diizeyi normal dokudakinden daha yiiksek
bulunmustur (p<0.001). Tiimor dokusunda katalaz, glutatyon peroksidaz, glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz, piruvat kinaz ve arjinaz aktiviteleri saglikli dokularla kargilag-
tirildiginda anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.001).

Malondialdehid diizeyindeki artmanin invaziv duktal karsinomda yetersiz damarlag-
madan meydana gelen nekroz olusumu ile ilgili olabilecegi, antioksidan enzimler-
deki artigin ise tiimor hiicrelerinde enzim ekspresyonundaki artiga baglh olabilecegi
diistiniilmektedir. Meme kanserli hastalarin timor dokularindaki arjinaz aktivitesin-
de goriilen artigin, poliamin biyosentezine substrat olarak ornitini saglamasi nede-
niyle karsinogeneziste dnemli bir role sahip olabilecegini sdyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: meme kanseri, lipid peroksidasyonu, katalaz, GSH-Px,
G6PD, piruvat kinaz, arjinaz

ABSTRACT

Carcinoma of the breast, the third most common cancer worldwide, accounts for
the highest morbidity and mortality. Oxygen free radicals are able to cause dam-
age to membranes, mitochondria and macromolecules including proteins, lipids
and DNA. Accumulation of DNA damages has been suggested to contribute to
carcinogenesis.

In the present study, the relationship between oxidative stress and some enzyme
activities in breast cancer was investigated. Malondialdehyde level, catalase, glu-
tathione peroxidase, glucose-6-phosphate dehydrogenase, pyruvate kinase and
arjinase activities in tumor tissues and adjacent normal tissues of 10 patients with
invasive ductal carcinoma were determined.

Higher malondialdehyde levels were observed in tumor tissues than noncancerous
tissues (p<0.001). The activities of catalase, glutathione peroxidase, glucose-6-
phosphate dehydrogenase, pyruvate kinase, arjinase in tumor tissues significantly
increased compared to the control (p<0.001).

We suggest that the increased malondialdehyde levels may be related to the pres-
ence of necrosis in invasive ductal carcinoma resulted from insufficient vascularity,
the increased antioxidant enzymes may be due to an increase in enzyme expression
in tumor cells. Elevated tissue arjinase activity may be responsible for the increased
production of ornithine, a precursor of polyamine biosynthesis, and therefore an
important factor in carcinogenesis.

Key Words: breast carcinoma, lipid peroxidation, GSH-Px, Catalase, G6PD, pyru-
vate kinase, arjinase
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GIRIS

Cesitli organlarda geliserek her yastaki bireyleri etkile-
yen kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en sik
rastlanan 6liim nedenidir (1).

Yaglanma, koroner kalp hastaliklar1 ve kanser bagta
olmak iizere bircok hastalikta lipid peroksidasyonunun
onemli rol oynadig1 bilinmektedir. Lipid peroksidas-
yonunun ikinci bir iiriinii olan malondialdehid (MDA)
doku reaksiyon zincir hizinin bir gostergesi olarak
kullanilmaktadir (2, 3). Bircok calismada tiimorlerde
lipid peroksidasyonunun arttig1 bildirilmistir. Lipid
hidroperoksitler dogrudan DNA zincirini kirabilir ve
lipid peroksil ve alkoksil radikalleri DNA’da oksidas-
yona sebep olabilir (4). Okzoaldehidler DNA, RNA ve
proteinlere baglanabilme ve aralarinda capraz baglar
olusturma oOzelliklerinden dolayr antimitotik etki gos-
terirler. Boylece, kanser ve yaslanma olaylarinda rol
oynarlar (5).

Meme kanserli hastalarda lipid peroksidasyonundaki
artis oksidatif strese kars1 koruyucu olarak artmis anti-
oksidan savunma sistemi ile dengelenmigtir. Katalaz
ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) primer enzimatik
savunma sistemleridir (6). Glukoz-6-fosfat dehidroge-
naz (G6PD) oksijen radikallerine kars1 hiicresel savun-
ma mekanizmalarinda yer alan onemli bir antioksidan
enzimdir. G6PD laktasyon esnasinda meme bezinde
yag asiti sentezlenmesi icin gerekli bir kofaktdr olan
NADPH’1n iiretiminde rol almaktadir (7).

Hidrojen peroksit (H,0,), katalaz ve GSH-Px tarafindan
su ve molekiiler oksijene doniistiiriilerek metabolize
edilmektedir (6). Katalaz; kanser, diabet, katarakt, ate-
roskleroz, iskemik-reperfiizyon hasari, artrit, norodeje-
neratif hastaliklar, beslenme yetersizligi ve yaglanmayi
icine alan pek cok patolojik sartlarda ortaya cikan
oksidatif strese karsi savunmada antioksidan sistemin
oncelikli bir enzimidir. Substrat olarak glutatyon kulla-
nan GSH-Px ise serbest oksijen radikalleri, peroksitler
ve kanserojenlere kars1 savunmada 6nemli bir rol oynar.
Ayrica GSH-Px lipoksigenaz ve siklooksigenaz yollari-
n1 degistirerek tiimor olusumunda anahtar bir rol oynar.
Tiimérlerde H,O, ve diger hidroperoksitlere karsi enzim
savunmasinin ilk enzimi olan GSH-Px aktivitesinde
onemli artig bildirilmistir (8, 9).

Piruvat kinaz; adenozin difosfatin substrat diizeyinde
fosforilasyonunu katalize eden glikolizin anahtar regii-
lator bir enzimidir. Tiimor hiicrelerinde karbonhidrat
metabolizmasinda degisiklikler gozlenmistir (10). Iyi
huylu ve malin doku proliferasyonlarinda piruvat kinaz
aktivitesinin genellikle arttig1 rapor edilmistir. Bu da
tiimor hiicrelerinin metabolizmasindaki enerji ve meta-
bolitlerin saglanmasi i¢in glikolizin gerekliligini acikla-
maktadir (11).

Ure dongiisiiniin bir enzimi olan arjinaz; arjininin iire
ve ornitine hidrolizini katalizler. Karaciger dis1 arjinazin
poliamin saglanmasinda rol oynadig: ileri siiriilmiigtiir.
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Poliaminler kanser hiicreleri gibi hizla boliinen ve ¢oga-
lan hiicreler tarafindan fazla miktarlarda sentezlenen
organik katyonlardir. Arjinaz aktivitesinin bazi tip kan-
serlerde degisti8i gosterilmistir (12, 13).

Calismanin amaci; meme kanserli hastalarda MDA,
katalaz, GSH-Px, G6PD, piruvat kinaz ve arjinaz akti-
viteleri ve bu aktivitelerdeki degisimin kanser gelisi-
mindeki roliinii aragtirmaktir. Bu amacla invaziv duktal
karsinom tanis1 konmus hastalarin tiimér ve timor ¢ev-
resindeki normal meme doku 6rneklerinde MDA diizey-
leri ile katalaz, GSH-Px, G6PD, piruvat kinaz ve arjinaz
aktiviteleri Ol¢tilmiistiir.

MATERYAL VE METOD

Calismanin materyalini; Firat Universitesi T1p Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Genel Cerrahi
Servisinden mastektomi ile alinan ve patolojik ince-
lemeler sonucu evre II invaziv duktal karsinom tanisi
konmus yas ortalamalar1 50+10 olan 10 hastanin tiimor
ve tlimor cevresindeki saglikli alanlarindan alinan doku
ornekleri olugturmaktadir. Caligma grubuna dahil edilen
hastalarin hi¢ kemoterapi ya da radyoterapi gérmemis
olmalarna dikkat edilmistir. Meme doku Ornekleri %
10 formalin icerisinde tespit edildikten sonra rutin takip
islemine alinmigtir. Parafin bloklardan elde edilen 4 mm
kalinligindaki kesitler Hematoksilen-Eosin ile boyana-
rak 151k mikroskobunda degerlendirilmistir.

Tiimor ve normal meme dokular1 serum fizyolojik (%
0,9°1uk NaCl) ile yikandiktan sonra MDA tayini icin %
1,15 KCl ile, GSH-Px, katalaz, G6PD, piruvat kinaz ve
arjinaz aktivite tayini i¢in Tris-HCl tamponu (50 mM
Tris, 0,1 mM EDTA, pH 7,6) ile 1:10 oranda sulan-
dirilarak homojenize edilmistir. Homojenat sogutmali
santrifiijde (Sorvall RC-5B) MDA ve katalaz tayini i¢in
1.000xg’de 15 dakika, piruvat kinaz ve arjinaz tayini
icin 8.000xg’de 30 dakika, GSH-Px ve G6PD tayini
icin 30.000xg’de 54 dakika santrifiij edilerek siipernatan
almmugtir.

MDA diizeyi Ohkawa ve ark. (3)’nin modifiye ettigi
yonteme gore saptanmistir. Yag asidi peroksidasyonu-
nun son iriinii olan MDA, tiyobarbitiirik asit ile reaksi-
yona girerek pembe renkli bir kompleks olusturmakta-
dir. Olusan bu pembe renk 532 nm’de okunur.

HZOZ’in katalaz tarafindan yikim hizi, HzOz’in 240 nm
dalga boyunda 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak
spektrofotometrik olarak Aebi (14) yontemi ile 6l¢iil-
miistiir. GSH-Px aktivitesi NADPH’in NADP’ye yiik-
seltgenmesi sirasindaki absorbans farkinin 340 nm’de
spektrofotometrik olarak oOlciilmesiyle tayin edilmistir
(15).

GO6PD aktiviteleri Beutler (16) metoduna gore 6l¢iilmiis-
tiir. Piruvat kinaz aktivitesi fruktoz difosfat varliginda,
340 nm’de NADH’in azalan absorbans hizinin 6l¢iilmesi
esasina dayanan Beutler ve ark. (17) nin yontemi ile cali-
stlmigtir. Arjinaz aktivitesi ise arjinin-arjinaz reaksiyonu
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Sekil 1. Normal meme dokusunun histolojik goriiniimii (HEx100).

sonucu olugan iirenin tiyosemikarbazid diasetilmonok-
sim (TDMU) yontemi ile spektrofotometrik olarak sap-
tanmugtir (18). Protein konsantrasyonu ise Lowry (19)
metoduna gore caligilmistir. Sonuglar Mann-Whitney U
testi uygulanarak degerlendirilmisgtir.

BULGULAR

Normal meme doku Orneklerinde yag ve bag dokusu
alanlan icerisinde meme bez ve duktus yapilart sap-
tanmustir (Sekil 1). Tiimor meme doku 6rneklerinde ise
“stromay!1 invaze etmis yer yer solid alanlara rastlanmus,
yer yer de kiigiik ve irregiiler sekilli bez yapilarini doge-
yen hiicrelerde pleomorfizm ve hiperkromatik hiicreler
goriilmiistiir” (Sekil 2).

Normal meme dokularinda katalaz aktivitesi 7,57+3,10
k/g protein, GSH-Px aktivitesi 0,04+0,02 U/mg prote-
in, G6PD aktivitesi 0,38+0,18 U/mg protein, piruvat
kinaz aktivitesi 0,57+0,55 U/mg protein, arjinaz akti-
vitesi 0,39+0,04 U/mg protein iken; timorli meme
dokularinda katalaz aktivitesi 22,57+9,62 k/g protein,
GSH-Px aktivitesi 0,14+0,01 U/mg protein, G6PD akti-
vitesi 1,98+0,68 U/mg protein, piruvat kinaz aktivitesi
5,78+2,79 U/mg protein, arjinaz aktivitesi 2,82+0,09
U/mg protein olarak bulunmustur (Tablo 1, 2). MDA
diizeyleri normal meme dokularinda 0,37+0,07 nmol/gr
yasg doku, tlimorlii meme dokularinda 1,31+0,40 nmol/gr
yas doku olarak saptanmistir (Tablo 2). Timor meme
dokusunda lipid peroksidasyonunun, antioksidan enzim-
lerin, piruvat kinaz ve arjinaz aktivitelerinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1
goriilmektedir (p<0.001).

Tablo 1 Meme kanserli hastalarin timor ve tiimor cevresi saglikli
dokularinda antioksidan enzim aktiviteleri
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Sekil 2. invaziv duktal karsinomda pleomorfik, hiperkromatik niiveli
hiicrelerden olusmus tiimoral yapimin goriiniimii (HEx100).

TARTISMA

Deneysel ve epidemiyolojik ¢aligmalar, kanser gelisi-
minin patogenezisinde serbest oksijen radikallerinin
rol aldigini gostermektedir. Ozellikle metal iyonlarinin
varliginda serbest oksijen radikalleri hiicrede protein,
lipid ve DNA iceren makromolekiiller ile reaksiyona
girerek oksidatif hasara sebep olmaktadir. DNA hasari-
nin artmasinin karsinogenezise katkida bulundugu ileri
stiriilmiistiir. Tyonize edici radyasyonla olusan serbest
radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve
oliime yol acarlar. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve
bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol
agar. Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan H,O,
membranlardan kolayca gecerek ve hiicre cekirdegine
ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta
hiicre oliimiine yol agabilir. Bu yiizden DNA serbest
radikallerden kolay zarar gorebilen énemli bir hedeftir
4, 6).

Calismada meme kanser dokusunda MDA diizeyi sag-
lam dokudan daha yiiksek bulunmustur. Infiltrativ duk-
tal karsinomlu hastalarda Huang ve ark. (20) serumda,
Portakal ve ark. (6), Wang ve ark. (21) meme dokusunda
MDA diizeyinin 6nemli derecede yiikseldigini ve meme
kanserine bagli olarak serum ve dokuda oksidatif stresin
arttigin bildirmiglerdir. Meme, kolon ve prostat kanserli
hastalarda prooksidan-antioksidan diizeyindeki degisik-
liklere bagli olarak olusan oksidatif stresin malin hasta-
liklarla iligkisi olabilecegi bildirilmistir.

Murrell (22) serbest oksijen radikalleri gibi kimyasal
kanserojenlerin de meme epitelinde hasar, fibroblastik

Tablo 2 Meme kanserli hastalarin tiimor ve timor gevresi saglikli
dokularinda malondialdehid diizeyleri, piruvat kinaz ve arjinaz akti-
viteleri

Doku Katalaz GSH-Px G6PD . . . . _
Tipi n (k/gprotein) (U/mg protein) (U/mg protein) Doku Malondialdehid  Piruvat kinaz Arjinaz
Tipi n (nmol/ml) (U/mg protein) (U/mg protein)
Normal 10 7,57 = 3,10 0,04 0,02 0,38 +0,18 N 10 037 2007 057 +055 039 = 0.0
" B B orma ,37 =0, 570, 390
Timor 10 22,57 +9,62 0,14 = 0,01 1,98 = 0,68 Timor 10 131 +040° 578 +279° 282 009"
" p<0.001 " p<0.001
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proliferasyon, epitelyal hiperplazi, hiicresel atipi ve
sonuc¢ta meme kanserine yol acabilecegini gostermistir.

Postmenapozal donemde meme kanserli kadinlarda
MDA konsantrasyonundaki artigin tamoksifen tedavisi
ile azaldig1 gosterilmistir (23). Antioksidan tiiketimi
ile iligkili olan serbest oksijen tiirlerinin agir1 iiretimi-
nin oksidatif stres ile sonuglandigi kabul edilmektedir
(24). Kumaraguruparan ve ark. (25) meme kanserinde
doku lipid peroksidasyon artiginin artmig antioksidan
kapasite ile iligkili oldugunu bulmuslardir. Antioksidan
enzimlerin arttig1 kanser hiicrelerinin sitotoksik lenfosit-
ler tarafindan taninmadigi tahmin edilmektedir. Meme
kanserinin gelisimi ile iligkili olarak artmis lipid peroksi-
dasyonu ve antioksidan savunmalar tiimor hiicreleri igin
bir biiylime avantaji sunabilir.

Meme tiimor hiicrelerinde GSH-Px aktivitesinin normal
doku ile karsilastirildiginda belirgin olarak arttig1 bulun-
mugtur. Daha 6nceki calismalarda da enzimin agir1 eks-
presyonuna bagli olan meme kanserli dokularda GSH-
Px aktivitesinin yiiksek oldugu rapor edilmistir (25).
GSH-Px aktivitesinin insan meme dokusunda (MCF-7
hiicreleri) 25 kat daha yiiksek oldugunu bildirilmigtir
(26). Meme kanser hiicrelerindeki yiiksek GSH-Px akti-
vitesinin genomik DNA’nin artmis ekspresyonundan
meydana geldigi ileri siiriilmektedir. Bu nedenle meme
timor dokusunda GSH-Px aktivitesinin artmasi hiicre
proliferasyonunun “belirteci” olabilir.

Yiiksek H,O, konsantrasyonlarinda katalaz, GSH-Px
enziminden daha etkilidir. Katalaz enzimi prostat ve
meme kanser dokularinda belirgin olarak yiiksektir.
Bu artis tiimor hiicrelerindeki enzim ekspresyonundaki
artmaya bagli olabilir (27). Kanserlerde eritrosit siipe-
roksit dismutaz (SOD) ve katalaz aktivitelerinde diisiis
bildirilmistir. Bu antioksidan enzimler lipid peroksidas-
yonuna aracilik eden O, ve H,0,’ye karg: eritrositleri
korur (25). Kumaraguruparan ve ark. (8) meme kanserli
hastalarda eritrosit lipid peroksidasyondaki artig ile SOD
ve katalaz aktivitesindeki diigiis arasinda bir iligkinin
oldugunu bildirmislerdir.

Serbest oksijen radikallerinin tiimor ilerlemesini ve
baglayan hiicre ¢ogalmasini artirabilecegi, antioksidan
enzimlerin tiimor baglamasini ve ilerlemesini inhibe
edebilecegi ihtimali yiiksektir (7). Antioksidan savun-
ma sisteminin tiimor meme dokusunda degistigi, fakat
tiimor dokularinda lipid peroksidasyonunun sekillenme-
sinin primer olarak onemli oldugu goézlenmistir. MDA
diizeyindeki artmanin invaziv duktal karsinomda yeter-
siz damarlagmadan meydana gelen nekroz olusumu ile
ilgili olabilecegi ve kanser hiicrelerinde serbest oksijen
radikallerinin artmasinin enzimlerin agir1 ekspresyonuna
sebep olabilecegi, artmig antioksidan enzim aktivitesi-
nin de hiicrelerin kanserojen ajanlara hassasiyeti ile ilgili
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Meme tiimorlerinde piruvat kinaz ve G6PD aktivitele-
ri yiiksek bulunmusgtur. Benzer bulgular diger kanser
gruplarinda da gortilmektedir (6, 28, 29). Portakal ve
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ark. (6) normal meme dokusunda MDA konsantras-
yonunu 1,14+0,20 nmol/mg protein, katalaz aktivite-
sini 137,18+15,84 U/mg protein, GSH-Px aktivitesini
19,78+2,69 U/mg protein, infiltrativ duktal karsinomlu
hastalarin meme dokusunda MDA konsantrasyonu-
nu 4,07+0,69 nmol/mg protein, katalaz aktivitesini
4444545197 U/mg protein, GSH-Px aktivitesini
47,35+6,58 U/mg protein bulmuglardir. Hilf ve ark. (28)
normal meme (151k mikroskobu ile tant konmus) veya
fibroblastik hastalik olarak teshis edilen 6rneklerde piru-
vat kinaz aktivitesinin 2,72+0,38 ymol/dakika/mg DNA,
GO6PD aktivitesinin 0,125+0,012 gmol/dakika/mg, izo-
sitrat dehidrogenaz aktivitesinin 0,303+0,022 pgmol/
dakika/mg ve hekzokinaz aktivitesinin 0,048+0,008
pmol/dakika/mg oldugunu, memenin duktal Kkarsi-
nomunda ise piruvat kinaz aktivitesinin 9,84+0,64
pumol/dakika/mg DNA, G6PD aktivitesinin 0,288+0,020
pmol/dakika/mg, izositrat dehidrogenaz aktivitesinin
0,562+0,036 umol/dakika/mg ve hekzokinaz aktivitesi-
nin 0,116+0,010 gmol/dakika/mg oldugunu bildirmisler-
dir. Fibroblastik ornekler ile karsilastirildiginda meme-
nin duktal karsinomunda enzim aktivitelerinin yaklagik
2-8 kat arttifini aciklamiglardir. Neoplastik dokularda
piruvat kinaz aktivitesinin normal meme dokusundaki
enzim aktivitesine gore yaklagik 5 kat fazla oldugu goz-
lenmistir (10). Rzymowska (30) meme kanser dokusun-
da katalaz ve GOPD aktivitelerinin diistiigiinii, hastaligin
I ve II. evresinde meme dokusunda enzim aktivitelerinde
onemli bir fark olmadigini, fakat I ve III. evre arasinda
fark bulundugunu bildirmistir. Ibsen ve ark. (31) piruvat
kinazin spesifik aktivitesi ile meme dokusunun malini-
tesi arasinda bir iligki oldugunu ileri siirmiislerdir. Malin
meme kanser dokusu daha yiiksek piruvat kinaz aktivite-
si gosterirken, normal meme dokusu daha diisiik enzim
aktivitesi gostermistir. Bu veriler, duktal karsinomlarin
yalniz hiicre sayisindaki artiga bagl olmayan farkli bir
metabolik kapasiteye sahip oldugunu gostermektedir.
Kanserdeki G6PD ve piruvat kinaz aktivitelerinin nor-
mal dokulardakinden farkli olmasi, kismen degismis bir
gen ekspresyonu ile aciklanmustir (10).

Arjinazin mide kanserinde dalaga ait katil hiicre akti-
vitesini inhibe etti§i ve boylece kanser hiicrelerinin
yayilmasinda pozitif bir rol oynadi81 bildirilmistir (32).
Diger yandan arjinazin aktive olmus makrofajlar tara-
findan salgilandig1 ve tiimoriin biiyiimesini engelledigi
ileri siiriilmiistiir (33). Meme tiimor dokusunda arjinaz
aktivitesi yliksek bulunmusgtur. Bu sonug arjinaz aktivi-
telerinin gastrik, kolorektal, meme, iirogenital ve pros-
tatik kanserde arttigini ileri siiren ¢aligmalarla tutarlidir
(12,27, 34, 35).

Meme kanserli hastalarin tiimér dokusu arjinaz aktivi-
telerinde saglikli dokulardakine goére 6nemli bir artig
oldugu ve bu artigin poliamin biyosentezini hizlandir-
mas1 nedeni ile kanser gelisiminde 6nemli bir rol oyna-
yabilecegi gosterilmistir. Ayrica, doku MDA diizeyinin
ve katalaz, GSH-Px, G6PD, piruvat kinaz ve arjinaz
enzimlerinin meme kanserinde “belirtec” olarak gorev
yapabilecegi sOylenebilir.
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