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OZET

MEME KANSERi VE MEME NORMAL HUCRE HATLARINDA,
KADMIYUM VE CINKONUN ETKIiSININ MOLEKULER DUZEYDE
INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi
Ozlem OZLUER

Ahi Evran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

fleri Teknolojiler Anabilim Dah
Danisman: Doc¢. Dr. Serap YALCIN AZARKAN

Kanser viicudun herhangi bir bdlgesinde hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi anlamina
gelmektedir. Glinlimiizde kanser risk faktorleri hizla artmaktadir ve kansere yakalanma
riski de giin gectikge artmaktadir. Kadinlarda en sik goriilen kanser tipi meme kanseridir.
Agir metallerden biri olan ¢inko dogal kaynaklarda ve temel besin kaynaklarinda ytiksek
miktarda bulunur. Cinko antionkogenik ve apoptotik bir gen olan P53’lin okside olarak
inaktive olmasmi engellemektedir. Ayrica gen ekspresyonuna ve genetik aktivitenin
diizenlenmesine katkida bulunan ¢esitli proteinlerin fonksiyonel bir bilesenini
olusturmaktadir. Kadmiyum toksisitesi yiiksek bir elementtir. Cevrede konsantrasyonu 0,1
ila 1ppm arasinda degisen kadmiyum , birincil olarak ¢inko ile birlikte bulunmaktadir.
Kadmiyum genotoksisite mekanizmasi tam olarak bilinmemesine ragmen yapilan

arastirmalarda %50-60 kromozom hasarina neden oldugu belirtilmistir.



Bu tez ¢aligmasinda agir metallerin maruziyetinin kanserli ve normal meme dokusunda
apoptoz, ila¢ direncliligi, sitokrom p450 genleri ve agir metal stres genleri lizerindeki
etkisinin arastirilarak temel mekanizmanin aydinlatilmas: amaclanmistir. Tez calismasi
kapsaminda meme kanseri ve normal hiicre hatlar1 {izerine karsilastirmali olarak agir
metallerin yarattig1 etki ile gen ekspresyon diizeyinde calisilmistir. Elde edilen veriler,
Kadmiyum ve Cinko’nun meme kanseri karsinogenezin de hiicresel ve molekiiler etkilerini

ortaya koymakta ve meme kanserine etkisini arastirmanin 6nemini vurgulamaktadir.

Agustos 2018, xii+ 53 sayfa
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ABSTRACT

BREAST CANCER AND BREAST NORMAL CELL LINES,
CADMIUM AND ZINC EFFECT OF HEAVY METAL AND
TRAINING ELEMENTS

Master Thesis
Ozlem OZLUER

Ahi Evran University
Institute of Sciences

Advanced Technology

Supervisor: Assoc. Dr. Serap YALCIN AZARKAN

Cancer means uncontrolled growth of cells in any region of the body. Today, cancer risk
factors are increasing rapidly. The risk of getting cancer is increasing day by day. The most
common type of cancer in women is breast cancer. Zinc, one of the heavy metals, is found
in natural sources and in high amounts in basic food sources. Zinc prevents the antioxidant
and apoptotic gene P53 from being inactivated as an oxime. It also constitutes a functional
component of various proteins that contribute to gene expression and regulation of genetic
activity. Cadmium toxicity is a high element. In the environment, cadmium with a
concentration ranging from 0.1 to 1 ppm is primarily present with zinc. Although the
mechanism of cadmium genotoxicity is not fully known, it has been reported that 50-60%

chromosomal damage is caused by the investigations.

In this thesis study, it was aimed to investigate the basic mechanism of exposure of heavy

metals to apoptosis, drug resistance, cytochrome p450 genes, heavy metal stress genes in

ii



cancer and normal breast tissue. Within the scope of the thesis study, the effect of heavy
metals on breast cancer and normal cell lines was studied at gene expression level. The
obtained data demonstrate the cellular and molecular effects of Cadmium and Zinc on
breast cancer carcinogenesis and emphasize the importance of investigating its effect on
breast cancer.

Agust 2018, xi1 + 53 page.

Key Words: Cadmium, Zinc, Breast Cancer
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1. GIRIS
1.1. Kanser

Kanser terimi Yunan fizik¢i Hipokrat (MO 460-370) tarafindan ortaya konulmus olup
viicudun herhangi bir yerinde normal hiicrelerin kontrolsiiz olarak biiyiimesinin ifade eden
bir terimdir. Kontrolsiiz hiicre biiyiimesi sonucu ¢esitli durumlar ortaya ¢ikabilir. Kanser
hiicreleri komsu hiicreleri istila edebilir, bulundugu bolgedeki diger hiicreleri baskilayabilir
ya da kan dolasimi veya lenf dolasimina gegebilirler/katilabilirler. Bu sayede viicudun uzak

bolgelerine erisebilir ki bu duruma metastaz denilmektedir (Sekil 1) [1] .

Metastaz

Metastatik timor

Lenf sisteminde
kanser hiicreleri

Kanda kanser

Primer
kanser

. Fa
Primer kanser [+

Sekil 1: Metastazda kanser hiicreleri bulunduklar1 yerden koparak kan veya lenf sistemine

geeisi [1].



Metastazda kanser hiicreleri bulunduklar1 yerden koparak kan veya lenf sistemine gecerek

diger bolgelerde kanser olusumuna neden olmaktadir [1].

Kanser ¢esitleri orijinine gore gruplandirilmaktadir.

e Karsinomlar epitel hiicrelerinden kdken almaktadirlar ve kanser ¢esitlerinin biiyiik
cogunlugunu olustururlar. Karsinomlar bulunduklar1 epitel hiicrelere gore
adenokarsinomlar, bazal hiicre karsinomlari, skuamoz hiicre karsinomlari, transitional
hiicre karsinomasi gibi 6zel isimler alabilirler [1].

e Adenokarsinomlar: Organ ve bezlerin i¢ yiizeyini zararli etkilerden korumak
amaciyla mukus adi verilen 6zel bir madde salgilanmaktadir. Mukus iiretimi sirasinda
olusan genetik, cevresel v.s. sonucunda olusan bozukluklar mukusun salgi bezinin
disma ¢ikmasmi engeller. Disar1 ¢ikamayan salgi, bezlerde tiimor olugmasina neden
olur. Akciger kanseri, prostat kanseri, yemek borusu, kalin bagirsak kanseri, pankreas
kanseri bunlara 6rnektir.

e Bazal hiicre karsinomlari: Epidermisin en derin tabakasi olan bazal hiicrelerde
olusan anormal kontrolsiiz biiyliime veya lezyonlardir.

e Transitional hiicre karsinomasi: Genellikle mesanenin i¢indeki hiicrelerde goriiliir.
Gegis hiicreleri, mesane dolu oldugunda genisler ve mesane bosaldiginda azalir.
Transitional hiicre karsinomas1 Amerika birlesik devletlerinde en yaygin goriilen kanser
tiirtidiir.

e Sarkoma: Kemik, kikirdak, bag dokusu gibi kemik ve yumusak doku kaynakli

kanserlerin genel adidir (Sekil 2). Osteosarkom en yaygin goriilen kemik kanseridir.



Yumusgak Doku Sarkomu

Lenf daman

Sinirler

Kan damar

Kas, tendonlar,
fibriller, kartilaj

Sekil 2 : Sarkoma [1] .

Lenfoma ve 16semi: Kan ve lenf sistemi kaynakli kanserlerdir [2]. Bu kanserler diger
kanser tiirleri gibi kati tiimorler olusturmazlar. Kan dolasimmda ¢ok sayida akyuvar
hiicresinin birikmesi sonucunda alyuvar hiicreleri sayisi azalir ve 16semiye neden olurlar.

Lenfoma ise lenfositlerde meydana gelen kanserlerdir [1].

Uluslararas1 kanser arastirmalar1 ajansi, farkli kanser tiirlerinin insidans, prevalans ve
mortalite tahminleri i¢in 184 {ilkenin katilimiyla yiiriitiilen ¢aligmalarda diinya genelinde
Olim nedenlerinin ilk sirasinda 8.2 milyon vakayla kanserin yer aldigi gostermislerdir.
Kansere bagli oOliimlerin baslica nedenleri cinsiyetten bagimsiz olmasina ragmen

kadinlarda en sik goriilen kanser tipi meme kanseridir [2].



Ulkemizde sebebi bilinen Sliimlerde kanser ikinci sirada yer almaktadir. Kanser Daire
Bagkanliginin 2014 verilerine gore, Tiirkiye’de kadin ve erkeklerde goriilen kanser tiirleri

ve ylzdeleri asagidaki grafikte verilmistir (Sekil 3, Sekil 4) [65].

Trakea,Brons,Akciger NG 525
Prostat _ 32.9
Kolorektal _ 22.8
Mesane _ 19.3
Mide _ 14.3
Non-Hodgkin lenfoma - 7.2
Bobrek - 6.4
Larinks - 6.2
Tiroid - 5.5

Beyin, sinir sistemi [l 5.2

®m Erkek

T

0.0 20.0 40.0 60.0

Sekil 3 : Erkeklerde goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis hizlar1 (Tirkiye
birlesik veri taban1,2014) (Diinya standart niifusu, 100.000 kiside)



Meme [N 43.0
Tiroid |G 20.7
Kolorektal ‘— 13.8
Uterus Korpusu | ©.8

Trakea,Brons,Akciger ._ 8.7
Mide [N 6.5 W Kadin
Over - 6.1

Non-Hodgkin lenfoma ‘- 5.0

Beyin, sinir sistemi |l 4.1

Uterus Serviksi Il 4.0

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0

Sekil 4: Kadmnlarda goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis hizlar1 (Tirkiye

birlesik veri tabani ,2014) (Diinya standart niifusu, 100.000 kiside)

1.2. Meme Anatomisi ve Fizyolojisi

Meme dokusu erkeklerde ve kadinlarda olmasima ragmen meme bezleri sadece postpartum
donemde fonksiyonel olmaktadir. Insanlarda meme dokusu meme bezlerinin yanisira yag
ve bag dokusundan olusmaktadir. Meme bezleri subkutan olarak anterior ve lateral torasik
duvarda yer almaktadir. Her meme, lobiiller ve duktuslar olmak iizere iki kisimdan
olugmaktadir. Lobiiller, lob adi1 verilen gruplar1 olustururlar. Herbir lobda 15-20 adet kadar
lob bulunmaktdadir. (Sekil 5). Memenin apeksindeki meme basii ¢evreleyen pigmentli

alana “areola” denmektedir [3].

Memenin yapisinda kas bulunmamasina ragmen gogiis duvarinin ve iist abdomenin kaslar1
bulunmaktadir (pektoral adi verilen kaslarin iizerine yerlesmis). Pektoral major kas
klavikulanin medyal yarismin iist kismindan baglayarak lateralde sternuma ve 6.,7.
kaburgalara uzanmakta ve humerusun biiyiik tiiberkiilinde sonlanmaktadir. iki kisimdan

olusmaktadir [3].



a) Klavikuler kisim,

b) Kostasternal kisim.

4 Meme anatomisi
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Sekil 5: Meme Anatomisi [1].

Meme yapisinda ¢ok genis bir kan ve lenf damar ag1 bulunmaktadir. Memenin kanlanmasi
lateral torasik arter, arteria mammoria interna ve arteria interkostalislerden
kaynaklanmaktadir (Sekil 6). Memenin lenf damarlanmasi1 olduk¢a onemlidir. Meme
timori olgularinda,  tiimor hiicreleri kanserli dokulardaki damar bozulmalarindan

yararlanarak kolayca lenf damarlarmma girerek lenf nodlarma ulasir ve burada ¢ogalmaya
baslarlar [3].



Supraklavikuler lenf
nodlari

internal mammarian
lenf nodlan

infraklavikuler lenf
nodlari

Aksiller lenf nodlar

-4

Aksiller lenf nodlari

Sekil 6 : Meme damar ve lenf ag1 [4]

1.3. Meme Kanseri ve Kanser risk faktorleri:
Meme kanseri kadinlarda en sik gbzlenen kanser ¢esididir.

Meme kanserleri nin %95’inden fazlasi, in situ (yerinde) karsinomlar ve invaziv
(yayilmaci) karsinomlar seklinde epitel hiicrelerde ortaya ¢ikan adenokarsinomlardir (Salgi

yapan bezsel dokularda meydana gelen karsinomdur) [1].

Meme kanallarinda ve lobiillerde ortaya c¢ikan in situ karsinom, kaynak alanlarmin
icerisinde asir1 ¢ogalmayi ifade eder. Invaziv karsinomlar ise bazal membrandan gecerek
neoplastik biiyime gosterirler. Bu hiicreler kan dolagimina veya lenfatik sisteme girebilir

ve viicudun uzak noktalarina tagiabilirler.

Yapilan kanser epidemiyolojisi ¢aligmalar1 sonucunda meme kanserine neden olan bir¢ok

risk faktorii belirlenmistir.


http://www.bakirkoyrenkliultrason.com/

e Irklar,

e FErken menars,

e Gec donemde gergeklesen ilk gebelik,
e Dogurmamis olmak,

e (Geg menapoz,

e Diabetes mellitus,

e llerleyen yas,

e (Obezite,

e Genetik faktorler,

e Oral kontraseptiflerin kullanimi bunlardan bazilaridir [5].

Kanserin ortaya c¢ikmasinda bazi hormonlarm goérev aldigi belirlenmistir.Kadmnlarda
Ostrojen hormonuna bagli olarak meme kanseri goriilme sikligi artmistir [6]. Meme
kanserinde en ¢ok iliskilendirilen genler HER-2 ve ER genleri olmak {izere c-myc, ras ve
Siklin D1 genleridir. Bu genlerde meydana gelen varyasyonlar meme kanseri olusumuna

neden olmaktadir [7].

HER-2 geni HER ailesinin diger iiyeleriyle benzerlik gostermekte olup 185 kD’ luk tirozin
kinaz membran reseptorii kodlamaktadir. HER reseptdr ailesi tliyeleri hiicre ¢ogalmasinin
yani sira hiicreler arasi iletisim, anjiogenez, apoptoz, direnclilik ve metastaz gibi
mekanizmalarde gorev almaktadir. Reseptorler ligand tarafindan uyarildiklar1 zaman dimer
olusturarak hedef sinyal molekiillerini ve ilgili sinyal yollarmin etkilenmesini saglar.
Meme kanseri tedavilerinde, HER-2 aktivitesini inhibe etmek i¢in reseptoriin hiicre disi
boliimiindeki bdlgeleri hedef alan anti-kanser ajanlar kullanilir. Bu bdlgelerde dimer
olusumunu (trastuzumab, pertuzumab) yada hiicre i¢i kinaz aktivitesini engelleyen

(lapatinib) anti-kanser ilaclar1 kullanilmaktadir [7].

C-myc geni insan genomundaki genlerin %15’inin ekspresyonuu etkileyen etkileyen
fosfoprotein niteliginde transkripsiyon faktoriidiir. Myc proteini, hiicre ¢ogalmasi yaninda

farklilagsma, apoptoz ve metabolizma gibi daha birgok islevden de sorumludur [7].

BRCAI ve BRCA2 genleri meme kanserinde genetik yatkinliktan sorumlu genlerdir.
Saglikli hiicrelerde bu genler kontrolsiiz hiicre biiylimesini engellemeye yardimci timor
baskilayici genlerdir. Bu genlerdeki genetik mutasyonlar, genlerin bu fonksiyonunu

baskilayarak kalitimsal meme ve yumurtalik kanseri gelisimi yatkinligini artrmaktadir [7].
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Sekil 7: Kromozomlarda BRCAT1 ve 2’nin lokasyonu [66].

Irklar aras1 farkliliklar meme kanseri mortalitesi i¢in 6nemli bir etkendir. Amerika birlesik
devletlerinde Afro-Amerikan kadinlar, Caucasians (Beyaz 1rk) kadinlara gore daha

saldirgan meme kanseri goriilme sikliginin daha fazla oldugu belirlenmistir [8].

Ayrica artan alkol kullanimi, kirmizi et, asir1 yag tiiketimi, azalan kalsiyum, vitamin C, D

ve E ; karotenoidler meme kanseri i¢in risk faktorleri olarak goriilmektedir [9].

Bunlarin yani swra uzun siire emzirmek, fiziksel aktiviteler ve muhtemelen viicut kitle
kompozisyonunun hormon seviyeleri Tlizerindeki etkileri meme kanseri riskini

azaltmaktadir [9] .

1.4. Meme kanserinde evreleme:

Evreleme, kanserin ne kadar biiylik ve yayilmis oldugunun derecelendirilmesidir. Meme
kanserinin evrelerini belirlemek i¢in kullanilan en yaygin sistemi Uluslararasi kanser
kontrol birligi-Amerika birlesik kanser komitesi (UICC-AJCC)’ ne ait TNM evreleme

sistemidir.



TNM sisteminde:

T: Ana tliimoriin biiylikligiinii ve boyutunu belirtmektedir. 0° dan 4’ e kadar derecelendirir.

Ana tiimdre primer tiimorde denir.

N: Kanserli bolgeye yakin lenf nodlarinin sayismi belirtnektedir. 0° dan 3 e kadar

derecelendirilir.

M: Kanser metastazi olup olmadigin1 gostermektedir. 0 ve 1 olarak derecelendirilir [1].

1.5. Meme kanseri tedavi yontemleri

1.5.1. Cerrahi yontemler:

Mastektomi: Meme kanserinin erken evrelerinde en sik kullanilan tedavi yontemidir.
Meme kanserinin Oniine gegilebilmek i¢in biitiin meme dokusunun c¢ikarilmasidir. Bazi

durumlarda ise ¢evre dokular da bu yontemle ¢ikarilir [10].

Meme koruyucu cerrahi (lumpektomi): Memenin tamammin degil sadece kanserli kitlenin
alindig1 cerrahi yontemdir. Cap1 5 cm den kiiciik olan tiimodrlere uygulanan bir yontemdir

[10].

Sentinel Lenf Nodu Biyopsisi (SLNB): Ozellikle erken evre invaziv meme kanserinde
SINB oOnemlidir. Ciinkii bolgesel lenf nodiillerine metastaz olup olmadigini
degerlendirmek icin siklikla bu yontem kullanilmaktadir [11]. Solid organdaki tiimdriin

lenf akiminin ulastigi ilk lenf nodunun ¢ikarilmasidir [12].
1.5.2. Radyoterapi

Iyonize radyasyonun kullanilarak kanserin tedavi edilmesidir. Yiiksek dozlardaki
radyasyon kanser hiicrelerin biiyiimesini engelleyebilir. Radyoterapi erken evre meme
kanseri tedavilerinde adjuvan tedavide onemli bir yere sahiptir. Radyoterapinin, lokal
kontroii arttirdig1 bilinmektedir. Ayn1 zamanda hastanin sag kalim oraninida arttirmaktadir
[13]. Gilinlimiizde meme koruyucu cerrahi yapilmig tiim hastalara rutin bir sekilde
uygulanmaktadir. Bunlarin yanisira cerrahi yontemler kullanilamayan erken evrelerde de

alternatif yontem olarak kullanilabilmektedir [3].

10



1.5.3. Hormon terapisi (HRT)

Her meme kanseri hastasi hormon tedavisinden yarar gérmeyebilir. Hastalarin biyopsisinde
alman parcalara gore yapilan immiinohistokimyasal boyamalar sonrasinda belirteglerin

pozitif olmasi durumunda hormon tedavisi uygulanar.

Sekil 8: Ostrojen’in kimyasal yapis1 [67].
Bu belirteglerin belirlenmesinde dort farkli yontem kullanilmaktadir [1].
1.5.3.1. Aromataz inhibitorleri:

Aromataz grubu ilaglar, dstrojen tliretilmesini engellemektir. Giiniimiizde en sik kullanilan
yontemdir. Menopoza girmis olan kadmlarda daha iyi sonuclar verdigi kanitlanmstir.
Aromataz enzimleri 18 karbonlu Ostrojenin 19 karbonlu androjene doniistiiriilmesinde
hidroksilasyonu katalizler. Letrozol (Femera), asastrozol (arimidex), exemestan (aromasin)

gibi ilaclar aromataz inhibitorleridir [14].
1.5.3.2. Selektif ostrojen reseptor modiilatorleri (SERM):

Farkli dokularda Ostrojen reseptorlerinin agonostik/antagonistik profilini diizenleyebilen
bir grup bilesige selektif 0Ostrojen reseptdor modilatorleri denilmektedir. Hormon
tedavisinin istenmeyen etkilerini Onlemek ya da en aza indirmek amaciyla
kullanilmaktadir. SERM profiline sahip bir¢ok ila¢ (Tamoxifen, toramifen) klinikte yaygin
olarak kullanilmaktadir [15].

1.5.3.3.0strojen reseptor restriktorleri (ERD):

Meme gelisiminin yan1 sira karsinogenezinde de rol oynamaktadir. Ostrojen reseptorii

(ER) onkolojide yaygim olarak kullanilan biyolojik faktdrlerden birisidir. Bu reseptdriin

11



farkli genler tarafindan kodlanan ama yapisal ve islevsel agidan benzerlik tasiyan tipleri
bulunmaktadir [63]. Bunlardan ER-a geni 6q25.1 lizerinde, ER-f geni ise 14q22-24 te yer
almaktadir. Bu iki molekiil de hedef genlere baglanma, genlerin aktivasyonu, dimerizasyon
ve ligand baglama gibi degisikliklerden sorumlu olan alt1 farkli bolge icerir. Meme
dokusunda mitojenik etki gosteren baskin tiir ERa’ dir. Kanserin erken asamalarinda bu
molekiiliin ekspresyonunda artis gdzlenir. Ostrojen baglandiktan sonra, reseptdr dimeri
Siklin D1 ve E1 ile c-myc gibi hedef genlerle etkilenerek bunlar1 aktiflestirir. EGF, TGFa
ve IGF-1 gibi biiylime faktorleri de Ostrojen reseptoriine baglanir ve meme kanseri
hiicrelerinin ¢ogalmasini uyarirlar. Hiicredeki reseptorlerin olumsuz olarak etkilenmesi

hedeflenmektedir. Reseptorii zarar goren hiicreye dstrojen hormonu girememektedir [16].
1.5.3.4. Ovaryum fonksiyonunun durdurulmasi:

Menapoza girmemis olan kadinlarda Ostrojen iiretimini durdurmayi hedef alir. Diisiik
dozlarda radyasyon ya da ooferoktemi yani overlerin alinmasmin Ostrojen iiretimini
durdurdugu bilinmektedir [17]. Ooferektomi goserelin (zoledax) yada leuprolide (lupron)
gibi ilaclarla kullanilmaktadir [18].

1.5.4. Kemoterapi

Kanser hiicrelerinin ilaglar ile yok etme tedavisine kemoterapi denir. Kemoterapinin
etkinligi ilaglara, hastanin durumuna, dozaj formu ve dozaj rejimi gibi bir¢cok faktérden

etkilenir [12].

Kemoterapi tiimoriin yayilmasini engellemek, tiimorii yok etmek ve hastayr daha iyi saglik
kosullarina kavusturmak i¢in uygulanir. Kemoterapi tek basina ya da diger tedavilere ek
olarak uygulanabilir. Meme kanseri tedavisinde siklofosfamid, epirubisin, 5-fluorourasil,
mitomisin, mitozantrone, doksorubisin, gemsitabin, dosetaksel, etoposid, gemsitabin gibi
ilaclar kullanilmaktadir. DNA polimerizasyonu, niikleik asit metabolizmasina etki ederek

hiicrenin ¢ogalmasini engellemektedir.
Tedavinin uygulanmasinda dort farkli yol bulunmaktadir.

Oral (ag1z) yoluyla hap, kapsiil veya soliisyon seklinde alinabilir. intravendz (damar)
yoluyla ile seruma katilarak veya dogrudan damar igine enjekte edilebilir. Damar icine

dogrudan enjeksiyon sirasinda port, katater, pompa gibi farkli aletlerde kullanilabilir [12].
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Enjeksiyon yoluyla kas i¢ine (intramuskuler) veya cilt altina (subkutan) olarak verilebilir.

Cilt tistiine(topikal) dogrudan deri lizerine uygulanmaasidir [12].

Sekil 9 : Kemoterapi [68].
Kemoterapi adjuvan tedavi, neoadjuvan ya da metastatik olarak uygulanabimektedir [10].

1. Adjuvan tedavi: Cerrahi operasyon veya radyoterapiden sonra kanserli hiicrelerin
proliferasyonunu engellemek i¢in kullanilir. Bu tedavinin amaci klinik ya da radyolojik
acidan saptanamayan mikroskobik hastaligi yok etmektir. Son yillarda meme kanseri

mortalitesinin artmasi bu tedavinin gelisimine baglidir [10].

2. Neoadjuvan tedavi: Cerrahi operasyon oOncesinde kanserli dokunun biiylkligiinii

azaltmak amaciyla kullanilan bir yontemdir [10].

3. Metastatik tedavi: Yayilan kanser hiicrelerini yok etmek igin kullanilmaktadir.

Gliniimiizde tiimordeki hormon reseptor durumuna gore kullanilmasina karar verilmektedir

[1].

1.6. ila¢ Direncliligi

Birgok kanser tiirtinde gozlenen coklu ilag direnci (MDR); hiicre i¢i ilag birikiminde

azalma (ilacin hiicre i¢ine girisinde azalma veya hiicre digina atma islevinde artis), ilag-
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hedef iliskisinde azalma, detoksifikasyon islevinde artis veya ila¢ dagiliminda degisiklik
seklinde gozlenebilmektedir [19].

Bu duruma baglh olarak yapilan kanser ¢alismalarinda kanserde ilag direncinden sorumlu
bircok mekanizma tanimlanmistir. Bu mekanizmalardan biri olan tasiyici proteinler, ilag
direncliliginden sorumlu genis bir ailedir. Bu mekanizmalar insanda dort ana bagslik halinde
smiflandirilmaktadir. Bunlar; ATP bagimli tasiyicilar, iyon kanallari, sekonder tasiyicilar
ve smiflanmamis tastyicilardir. Kanser hastalarma uygulanan kemoterapinin basarisiz

olmasinin temel nedenlerinden biri P-gp aracilig1 ile gelisen ¢oklu ilag direncidir [21].
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Sekil 10: Ilag direngliligi [20].

Coklu ila¢ direncliligi, 6zellikle tiimor hiicrelerinde, antikanser ilaglara karsi gelisen ve

ilacin hiicre icerisine alinmasini engelleyen hiicresel yanit1 tanimlayan bir kavramdir [19].

P-gp kanser hiicrelerinde normalden fazla eksprese edilerek, yapisal olarak farkli pek ¢ok

ilacin hiicre igerisine almmasini engellemek ve bunlar1 tiimor hiicrelerinden digar1 atmak
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suretiyle intraseliiler ilag konsantrasyonlarmin azalmasina neden olmaktadir. Bu durum

kemoterapinin basarisini olumsuz yonde etkilemektedir [21].

1.7. Meme kanseri direnc¢ proteini (BCRP)

BCRP geni, P-gp ve MRP’ler gibi ATP bagiml tastyic1 protein ailesindendir. Bu proteinin
asir1 ekspresyonu hiicre i¢i ilag konsantrasyonunu azalir ve dolayl olarak ila¢ direngliligne
sebep olur. BCRP geni, 4. (4922) kromozom tarafindan kodlanr ve ABC protein
ailesinden oldugu i¢in ABCG2 olarak da isimlendirilir. Oral olarak kullanilan ilaglarin
bagirsaklardan alimini1 da azaltr. BCRP, birgcok cesitli ilagi tasiyabilme kapasitesine
sahiptir. Kanser tedavisinde etkin olarak kullanilan birgok kemoterapotik, BCRP tarafindan
etkili bir sekilde hiicre disina atilmaktadir. BCRP ekspresyonunda artis sonucu kanser
tedavisinde kullanilan metotreksat, mitoksantron, topoizomeraz 1 inhibitdrlerine karsi

direng olusturmaktadir [22].

1.8. Apoptoz (programlanmis hiicre oliimii)

Kerr ve ark. 1972 wyilinda, apoptozis olayinda hiicrelerin kiigiildiiglinii, hiicre
membranlarinin biiziildiigiinii, kromatinin yogunlastig1 ve ¢ekirdek parcalanmasi seklinde
morfolojik olarak belirlemislerdir. Genler tarafindan kontrol edilen bu olay doku

hemeostazisinde 6nemli bir yere sahiptir [23].

Tiim canlilarda embriyonik donemden basliyarak yasamlar1 boyunca apoptoz mekanizmasi
var olmustur. Hiicrelerin bulunduklar1 bolgelere gore yasam siireleri degiskenlik

gosterebilir [24].

Apoptoza ugrayacak olan hiicreler komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan tanmarak
fagosite edilirek parcalanirlar. Apoptik hiicreler plazma membranindaki degisiklikler
sayesinde olur. Normal sartlar altinda hiicre membraninin i¢ tabakasinda bulunan fosfatidil
serin, aminofosfolipid transferaz enzimi araciligiyla membranin dis kismina tasinir. Bu
sirada fagositik hiicrelerin vitronektin, lektin 6zelliklere sahip reseptorleri fosfatidil serine

baglanarak fagositozu uyarir [25].

Meme kanserinin 6nemli nedenlerinden birisi olan kontrolsiiz ¢ogalmaya paralel olarak

hiicre 6liimiinii diizenleyen sistemlerde bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu mekanizmanin
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en onemli proteini p53°lin apoptozu engellemektedir. Meme kanserinde p53 mutasyonlari

sik¢a goriilmektedir [26].
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Sekil 11: Apoptoz [26].

1.9. Bcl-2 (B-cell lymphoma gene-2):

Bcl-2 geni hiicre 6liimiinden sorumludurlar. Bu aile hem apoptotik hem de anti-apoptotik
iiyelerden meydana gelmektedir. Bcl-2 ailesi apoptosizi inhibe eden genler Bel-2, Bel-xL
ve apoptozisi stimiile eden genler Bax, Bad, Bcl-xS, bid olmak iizere siiflandirilirlar [27].
Anti-apoptotik proteinler mitokondrinin dig membrani, ¢ekirdek membranm1 ve ER
membraninda yer alirlar. Bcl-2 geni, B hiicreli folikiiler lenfomaya klonlanmis bir

onkogendir. Asir1 sentezlenmesi sonucunda apoptozisi engeller ve lenfomaya neden olur.
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1.10. Agir metaller

1.10.1. Cinko (Zn)

Agir metallerden biri olan ¢inko dogada siilfit halinde bulunmaktadir. Endiistriyel alanda
yapilan caligmalar sonucunda dogal kaynaklarda ve temel besin kaynaklarinda yiliksek
oranda ¢inko tespit edilmistir. Cinko, emilim ve depolama gibi bircok Zn metabolizmasini

diizenleyen bir faktor olan metallothioneinlerin sentezlenmesini katalizler [28,29].

Cinko antionkogenik ve apoptotik bir gen olan P53’lin okside olarak inaktive olmasini
engellemektedir. MT I ve MT II tek basma yada diger faktorlerle birlikte biiyiime
inhibitorii olarak gorev yapmaktadir [30]. Eksprese olamamalar1 durumunda kanser
olusumu hizlanacaktir. insan mesane kanserinde yiiksek gradelerinde MT ekspresyonunun

arttig1 belirlenmistir [31].

MT’ lere bagh halde bulunan ¢inko, Cd, Cu ve Hg gibi agir metallerden kaynaklanan
toksisiteyl azaltir. Intrasellular metal hemostazi saglayarak oksidatif stresten hiicreyi
koruyarak apoptozu oOnler. Zn konsantrasyonu MT’lerin indiiksiyonu ile artmaktadir.
Cinko, gen ekspresyonuna ve genetik aktivitenin diizenlenmesine katkida bulunan cesitli
proteinlerin fonksiyonel bir bilesenini olusturmaktadir. Belirli DNA bolgelerine baglanan
ve ¢inko parmaklar adi verilen transkripsiyon sirasinda ilmekli yap1 olusturan tetrahedral
konfigiirasyonda sistein igerikli yapilar bulunmaktadir [32]. Cinko, sinir sisteminin

gelisimi ve normal islevi i¢cin gereklidir [33].
1.10.1.1. Zinc finger protein:

Transkiripsiyonda gorevli olan TF III ¢ da ¢inkonun yerlestigi bolgeye zinc finger proteini
denir. DNA c¢ift heliksinin biiylik oluguna yerleserek DNA bazlar1 ile temasa gecer. Zinc
finger proteinlerden Gfl-1B eritroid seriye 6zgii gen ekspresyonunu modiile ederek eritroid
hiicre biiyiimesinde onemli bir diizenleyicidir. Hematopoetik kok hiicre ve megakaryositler

seri gelisiminde rol alarak eritropoiezi saglar.
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Sekil 12:Zinc finger proteini 3D yapis1 [69].

Cinko tasiyict proteinler araciligiyla hiicrelerin icerisine ve disarisina dogru tasinir. Bu

tastyic1 proteinler hiicreleri ¢inko toksisitesinden korurlar. Ayni zamanda metabolik

faaliyetler icin gerekli olan zn’nun temin edilmesini saglar. Bilinen iki tip ¢inko tasiyici

protein vardir.

ZIP ailesi: Cinkonun hiicre igerisine alinmasini saglar.insanlarda 12 adet ZIP kodlayan gen

bolgesi belirtilmistir.

ZNT4 ailesi : Cinkoyu hiicre disina serbest birakmada veya internal olarak sekestrasyonda

gorevlidirler.

Cinkonun fazlalig1 apoptozisi inhibe ettigi, eksikliginin ise uyardigi gozlenmistir. Zn

apoptozisten koruma mekanizmalari:

Programlanmis hiicre 6liimiinde 6nemli bir mekanizma olan stresten korur.
Demir veya diger toksik metallerin sisteine baglanmasini ve protein veya DNA
baglayan elementleri okside etmelerini Onler.Boylece niikleer faktorleri

oksidasyondan korur.

Okside olarak inaktive olan p53 tiimor siipresér geninin oksidasyonunu
engeller. Apoptozisin ge¢ fazinda gorevli olup DNA’nin niikleozomlara

boliinmesinden sorumlu olan Ca-Mg bagimli endoniikleazi inhibe eder [34].
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1.10.2. Kadmiyum (Cd)

Toksisitesi yiiksek diger bir agir metal olan kadmiyum, ¢evrede konsantrasyonu 0,1 ila
Ippm arasinda degisen, birincil olarak ¢inko ile birlikte bulunan, genis bir alana yayilmis
fakat seyrek bulunan bir elementtir [35,36]. Saf kadmiyum yumusak, giimiis beyazi1 bir
metaldir. Kadmiyum, c¢evrede genellikle saf metal olarak bulunmak yerine, oksijen veya

stilfiir gibi elementlerle bilesik halinde bulunur [37].

Kadmiyumun genotoksisite mekanizmasi tam olarak anlasilmamasiyla beraber, yapilan
arastirmalarda bazi hiicresel etkilerin oldugu goriilmiistiir. Kadmiyum maruziyetine
ugramig olan toplumlarm % 50-60’lik bir kesimde kromozomal hasarlarin olustugu
gozlenmistir [41]. Viicutta bulunan diisiik konsantrasyonlardaki kadmiyumun hiicredeki
mitokondriye baglanarak hiicresel solunumu %75 oraninda inhibe ederken, oksidatif
fosforilasyonu ise biiyiik 6lciide inhibe ettigi gosterilmistir [38]. Sonucta biyomolekiillerin
yapilarinda bozukluklar ve metal homeostasisinde diizensizlikler gibi etkiler meydana
gelmektedir [39]. Toksik metal maruziyeti biyosistemlerde direkt veya indirekt olarak
serbest radikallerin olusumuna neden olmaktadir [40]. Reaktif oksijen tiirleri ve nitrojen
tiirleri gibi serbest radikallerin birikimi karsinojenez ile iligkili olan hiicresel redoks

dengesini indiiklemektedir [42].

1817 yilinda bulunan kadmiyum, civa ve kursun kadar toksikolojik 6nemi olan bir
metaldir. Gegtigimiz yiizyilda bu maddenin zehirlenmelere neden olabilecegi bildirilmistir.
Kadmiyum dogada Zn ile birlikte bulunur (Cinko blendi gibi) ayni zamanda diger
minerallerde de§isen miktarlarda kadmiyum igerirler. 320.9°C de eriyen kadmiyum

endiistride gittik¢e artan miktarlarda kullanilmaktadir.

Demir, celik, bakir, ¢inko gibi metallerin korrozyonuna karsi1 kaplamalarda,
e Kursunla alasim seklinde kablo kaplamalarda;

e Boya ve cam iiretiminde;

e Niikleer reaktdrlerde notron absorblayicisi olarak;

e Nikel-kadmiyum pili yapiminda;

o Insektisit tiretiminde;

e Plastiklerde stabilizator olarak 6nemli kullanma yerleri vardir.
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I. Diinya Savas1 doneminde kalay metalinin yoklugu nedeni ile kadmiyum kalayin yerini
almistir. Besin kaplarinin kaplanmasinda kullanilmistir ancak asit 6zellikte olan besinlere
kadmiyum ge¢mistir. Insan ve hayvanlara gecen kadmiyumun zehirlenmelere yol agmasi

nedeniyle kullanimi brrakilmistir.

II. Diinya Savasinda tekrar kalay yoklugu, kadmiyumun bu seferde konserve kaplarda
kullanilmasina yol agmustir. Tekrardan meydana gelen zehirlenme vakalarindan dolay1
kullanim1 bir kez daha yasaklanmistir. Bu olaylar bilinmesine ragmen kadmiyum halen buz

dolaplarma konulmakta olan buzluklarin kaplanmasinda kullanilmaktadir [43].
1.10.2.1. Zehirlenme nedenleri:

Endiistride pil iiretiminde, elektrolizle kaplamalarda, alagim, lehim, seramik ve buharli
lamba yapiminda, kaynakcilikta caliganlar kadmiyumun buhar, toz ve aerosollerine

hallerine maruz kalmaktadirlar.

Besin maddelerinde de, kadmiyum en c¢ok kabuklu su hayvanlarinda, karaciger ve
bobreklerde birikir. Bu besinlerdeki kadmiyum miktar1 10 uLg /g {izerine ¢ikabilmektedir.
insanlarm besinler, sigara ve hava ile giinde yaklasik olarak 18-200 pg Cd™* aldig
hesaplanmistir. Bu miktar ¢esitli cografi 6zelliklere ve ¢evre kosullarina bagimh olarak

degiskenlik gostermektedir.

1946' da Japonya'da "itai-itai" hastaligi adi verilen epidemik olaymin kaynaginin
kadmiyum zehirlenmesi kokenli oldugu gosterilmistir. Cinko, kursun ve kadmiyum
filizlerinin ¢ikarildig1 maden ocaklarinmn atiklar1 maddeleri Jintzu nehrine atilmaktadir. Bu
atiklar nehirde kirlenmelere neden olmustur. Nehrin asagi bdlgesinde yasayan halk ise
sulama ve i¢cme suyu olarak nehrin suyunu kullanmaktaydi. Bdylece suyu kirleten
kadmiyum ve kursun besin zinciri aracilifiyla (piring, bakla gibi) yasayan halka ulagarak
dokularinda birikmeye baslamistir. Bu durum yillar sonra "itai-itai: ouch ouch" veya "cok
agrili" anlamma gelen siddetli romatizmal agrilarla kendini gostermeye baglamistir.
Kadmiyum zehirlenmesi kokenli bu olay epidemiyolojik calismalarin yapilmasma yol
acmistir. 1968'de Japonya Saglik Bakanligi ise itai-itai hastaligmin, Cd' a kronik maruz
kalmaktan kaynaklandigi, beslenme eksikliginde, gebelikte, lohusalikta ve yaslilikta
arttigini bildirmistir. Bu zehirlenme olay1 40-70 yaslar1 arasinda 31°1 kadin ve 13’1 erkek

olmak tlizere 44 kiside saptanmistir [44].
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1.10.2.2. Absorbsiyon:

Kadminyum, civa ve kursundan farkli olarak bilesiklerinde yalnizca Cd™ degerligindedir.
Toksikolojik 6nemi olan baska bir alkil veya diger organik bilesikleri bulunmamaktadir.
Kadmiyum metali yiiksek buhar basincina sahiptir. Endiistri alaninda ¢alisanlar kadmiyum
buharlarma ve bilesiklerine ait aerosollerine, tozlarma maruz kalmaktadir. Bu maddeler
solunum yolu aracilifiyla organizmaya girerek birikmektedir. Suda ¢6ziinen tuzlar1 (CdCI12
gibi) kolayca akcigerlerden kana absorbe edilebilmektedir. Suda ¢6ziinmeyen formlari ise
alveoler makrofajlarla veya siliyalarla uzaklastirilmakta ya da gastrointestinal yolla
yutulmaktadir. Kadmiyum gastrointestinal yolla, az miktarda (% 5-7 kadar) absorbe
olmaktadir. Ince barsaklardan absorbsiyonu ise kalsiyum, demir ve protein eksikliginde
artmaktadir. Kalsiyum absorbsiyonunda rol oynayan proteinin sentezi, Ca eksikliginde
artar ve kadmiyumun absorbsiyonunu hizlandirmaktadir. "Metallotiyonein" in ise bu
absorbsiyonu dengeledigi tahmin edilmektedir. Kadmiyum metabolizmasininda ¢inko
metabolizmasina benzedigi bilinmektedir. Esansiyel eser element olan Zn’ nin dokudaki

diizeyinin Cd' a maruz kalma ile arttig1 gosterilmistir [44].
1.10.2.3. Dagihim ve metabolizma:

Kadmiyum baglica karaciger ve bobrekte birikmeye baglayan bir zahirdir. Yapilan
hesaplamalar giinde 1 mg gibi diisiik miktarda alinan kadmiyumun 40 yil i¢cinde viicudun
kadmiyum yiikiinii 14.6 mg' a ¢ikardig1 belirtilmistir. Total kadmiyumun viicut yiikiiniin
yarist karaciger ve bobrekte birikirken, kanda eritrositlerde ve kemik dokusunda da
biriktigi saptanmistir. Cd’ un bobreklerdeki konsantrasyonu yas ilerledikge (50 yasa kadar)
arttig1 gozlenmistir. Kadmiyumun biyolojik yar1 d6mriiniin 19-38 y1l arasinda degisebilecegi

diistiniilmektedir.
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Sekil 13: Karaciger ve bobreklerde kadmiyumun metallothioneinlerle gegisi [64].

Metallotiyonein gibi diisiik molekiil agirlikli proteinler kadminyumun viicutta gesitli organ
ve dokularda birikmesine neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu proteinin igeriginde bulunan
sistein Cd, Zn, Hg, Ag ve Sn gibi metalleri baglayabilmektedir. Metallotiyonein proteini,
bobrek, karaciger, dalak, barsak, kalp, beyin, akciger gibi organlarda ve dokularda

bulunmaktadir.
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Sekil 14:Yasa bagli olarak kadmiyum birikmesi [64].

Kronik zehirlenmelerde kan dolasimindaki kadmiyumun % 90'min kan hiicrelerinde
bulunurken, bir kismmnin metallotiyoneine baglandigi ve  diger bir kismmin ise
hemoglobine baglandig1 gosterilmistir. Serumda bulunan kadmiyum ise metallotiyonein
yerine daha yiiksek molekiil agirligina sahip proteinlere baglanirlar. Viicuttan kadmiyum
uzaklastirilmasinin baglica yolu idrarla atimasidir. Kadmiyumun normal bir kisinin
idrarinda litrede 0-50 mg arasinda olabilmektedir. Yasm ilerlemesiyle beraber viicutta
biriken kadmiyum miktar1 artarken idararla atilan kadmiyumun miiktarinda degisme
gozlenmez. Endiistride kuruluslarinda calisanlarda ise yiliksek miktarda kadmiyuma
maruz kalma sonucu idrarla atilim alinan kadmiyum miktarma ve yasa bagli olarak
artmaktadir. Kadmiyumun solunum sonucu absorbsiyonu ve kandaki konsantrasyonu uzun
zamanda artarak dengeye ulasirken, Idrarla atilmakta olan Cd konsantrasyonu ise bu
durumdan hemen etkilenmektedir. Biyolojik tarama arastirmalari ise idrarda bulunan Cd
miktarina dayanir. Cd kalintilarina az miktarda diskida, terde, siitte ve saclarla da

rastlanildig1 i¢in bu yollardanda atildigi gozlenmistir [44].
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1.10.2.4. Toksisite ve etki sekli:

Cd tuzlarmnin insanlardaki 6ldiiriicti dozlar1 tam belirlenmemistir. Tuzlarin ¢oziiniirliigiine
bagli olarak 350 - 500 mg arasinda degistigi ve mnimal akut dozunun ise 10 mg civarinda

oldugu diistiniilmektedir.

e Metal buharlarinin havadaki letal konsantrasyonu (LCt50) 1 dakika i¢in 2 600 mg
/m’'tiir. Havada metal buhari icin TLV 0.1 mg/m3 ; metal dozu icin 0.5 mg/m3'tir.
Bugiin FAO /WHO (Gida-Tarim Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan Cd igin tolere
eddebilen deger 400-500 xg olarak bildirilmektedir [45].

e Tirkiye'de isyeri havasinda izin verilen en yiliksek degerler kadmiyum ve
coziinebilen bilesiklerinin tozlar1 icin 0.2 mg /m3, CdO i¢cin 0.1 mg /m3 ,
kadmiyum arsenat i¢in 1 mg /m3'tiir [46].

Kadmiyuma en duyarli organ bobreklerdir. Bobreklerin uzun siire Cd’a maruz kalinmasi
bobreklerde hasara neden olmaktadir. Kadmiyum buharmin solunumundan ise en ¢ok
akcigerleri etkilenir. Japonya' da 1944' de, kadmiyumla temas etmis pirinci yiyen halkta Cd
kokenli zehirlenmeye bagl olarak goriilen itai-itai hastaligmin incelenmesi bu durumu
acikliga kavusturmustur. Japonya' da Fuchu, Ikuno ve Kakeliashi’ de oral yolla giinliik

kadmiyum alimmin 300 j.g" a ulastig1 belirlenmistir. Belirtileri ise;

e Bobreklerin etkilenmesi

e lleri derecede kemik bozukluklar:
e Yalanci kemik kirik ve ¢atlaklar
e Lumbago agrilari

e Kemiklerde siddetli agr1

e Ayak miyaljisi

e  Ordek yiiriiyiisii

e Yiiksek tansiyon seklinde gézlenmistir.

60 Yas lizeri kadinlarda ise oral yolla aliman Cd "osteomalasi" tipinde semptomlara neden
olmustur. Endiistriyel sanayide calisanlarda ise maruz kalmaya bagli olarak zehirlenme her
iki cinste de goriilmiistiir. Her iki cinsiyette de baslica etkiler akciger ve bobrekler iizerin

gozlenmistir [44].
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Kadmiyumun diger bir 6nemli etkisi "hipertansiyona neden olmasi1" ise 1965'de Schroeder

tarafindan gosterilmistir.
Kadmiyumla akut zehirlenme belirtileri:

e Inhalasyon yolu ile lokal irritan etkiler, pnédmoni,
e QGastrointestinal yolla ise bulanti, kusma, salivasyon, diyare, abdominal kramplar

seklindedir.

Oliim 24 saat iginde sok ve dehidratasyon sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Oliimiin hemen degil
birka¢ hafta sonra olugmasi gecikmis akut etki olarak isimlendirilir. Bobrek ve
kardiyopulmoner yetmezligi belirtileri de goriiliir. Akut zehirlenmelerde karaciger

harabiyeti de goriilebilmektedir [44].
Kronik zehirlenme belirtileri:

Inhalasyon yolu ile maruz kalma sonucu Cd, oncelikli olarak akciger ve bobrekleri

etkilemektedir. Akcigerdeki etkileri;

e Solunum fonksiyonlarini yavaslatir,
e lleri durumlarda anfizem (sigara igme arttirr),

e Perivaskiiler ve peribronsiyal fibrozis goriiliir.
Zehirlenmenin tedavisi:

Akut zehirlenmelerde, CaNa, EDTA' nin oral yolla 0.5 gram dozda, 2 saat aralarla ve 1-2
hafta boyunca siirekli olarak verilmesi seklindedir. Bu sekilde kadmiyum atilimi
artmaktadir. Fakat bobreklerde hasara neden olma ihtimali vardir. Dimerkaprol (BAL) Cd
atilimmi  arttrmasmma ragmen Cd-BAL kompleksi nefrotoksiktir. Bu nedenle
kullanilmamalidir. Beslenmeye dikkat edilmelidir. Cd’ a maruz kalan kisi zehirlenme
ortamindan uzaklastirilmalidir. Itai-itai hastaliginda ise D vitamini tedavisi etkin olmustur

[44].
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1.11. Metallotioneinler

1.11.1. Metallotiyoneinlerin Siniflandirilmasi

Metallotiyoneinler (MT’ ler) diisiik molekiiler agirligina sahip (4-14 kDa) ve %331
sisteinden olugmakta olan ¢inko icerikli proteinlerdir. Ayrica mRNA’ nin translasyon
irlinleridir [47]. MT’ lerin yapisinda bulunan sistein ve sisteinin protein igerisindeki
diizenlenisi MT’ lerin metal baglayict 6zelligi oldugunu gostermektedir [48]. MT

proteinleri sistein kalmtilarinin diizenlenmesine gore siiflandirilir [49]:

a) Smif I MT’ ler: Oldukga korunmus 20 adet sistein kalintis1 igermektedir. Ayn1 zamanda

omurgalilarda yaygin olarak bulunmaktadir.

b) Smif II MT’ ler: Genel karakteristik Ozelliklere sahip olmalarma yanm sira peptit
boyunca sistein dagilimlarmin farkl olmasi ile diger MT’ lerden ayrilmaktadir. Omurgasiz

hayvanlarda, bitkilerde ve mantarlarda bulunmaktadir.

MT I ve MT 1I ler her dokuda eksprese olabilmektedirler. Potansiyel homeostatik

mekanizmalarin da;

e Kataliz,
e Depolama,
e Detoksifikasyon,

e Immun sistem regulasyonunda rol oynamaktadir[50].

c) Smf III MT’ler: Glutatyondan enzimatik olarak sentezlenen Fitoselatinleri (PC)
kapsamaktadir. Noron poliriferasyonunu inhibe eder. Sadece beyinde eksprese olan bir
izoformdur. Nonspesifik olarak tiim hiicrelerin proliferasyonunu inhibe ettigi

diistiniilmektedir [50].

d) Smif IV MT’ler : Cok kath yass1 epitelin diferansiyasyonunu indiikleyen protein olarak
spesifik olarak dil ve deri gibi epitel hiicrelerde ekspere olurlar[50].

Agir metallerin temel mekanizmasi plazma membrani araciliiyla sitozolden atilmasi veya
sitozolik metal baglanmasima bagl olarak kofullarda bu komplekslerin birikmesi esasina

dayanmaktadir. Hayvanlarda MT’ ler gerekli olamayan Cd, Pb ve Hg gibi metallerin
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detoksifikasyonunu saglarken, Cu ve Zn gibi esansiyel metallerin homeostazisini saglar.
Ayrica serbest radikallerin temizlenmesini iceren birkag islevde de rol oynar [51]. MT’ ler
karacigerde indiiklenir ve depolanirlar. Kadmiyum ile birlikte kompleks olustur. Bu
sekilde hepatik sitozolden ayrilarak hepatositlere zarar vermesini onlerler. Yapilan hayvan
deneylerinde, metallotiyoneinin glutatyon depolarmin tiikketimini 6nledigi goriilmiistiir. Bu
sayede kadmiyumun hepatotoksisitesini azalttigi gosterilmistir. Metallotiyoneinler,
glutatyon gibi, serbest radikal siipiiriictileridir [52]. Metallotiyonein, SOD (Siiper Oksit

Dismutaz) gibi, hidroksil ve siiperoksit radikallerini siiptiriir [53].

Metallotiyonein, kadmiyum detoksifikasyonunda gérev almasinin yani sira Cd ile birlikte
indiiklenmis renal hasarlara sebebiyet vermektedir. Cd, MT’ e baglanarak plazma i¢ine
girer. Bu sayede karaciger depolarini terk eder ve bobrekler tarafindan alinir. Bobreklerde
kadmiyum-metallotiyonein kompleksi ayrigir. Serbest kalan Cd bdbrek i¢ine salinarak
proksimal tiibiillerden geri emilir. Buradaki metallotiyonein miktar1 ve detoksifikasyon
sistemi (glutatyon gibi) yeterli degil ise serbest kadmiyum renal tiibiiller i¢indeki hiicresel
membranlara zarar verir. Yapilan c¢alismalarda MT’ lerin iiretimi genetik olarak
engellenmis farelerde, uzun siireli kadmiyum maruziyetinde, normal farelere kiyasla renal

hasar ve hepatotoksisite daha fazla olmustur [54].

2.AMAC

Tez c¢alismasinda Kadmiyum ve Cinko’nun maruziyetinin kanserli ve normal meme
dokusunda apoptoz, ila¢ direncgliligi, sitokrom p450 genleri, agir metal stres genleri
iizerindeki etkisinin arastirilarak temel mekanizmanin aydinlatilmasi amaclanmistir. Tez
calismas1 kapsaminda meme kanseri ve normal hiicre hatlar1 ile karsilastirmali olarak
Kadmiyum ve Cinko’nun yarattig1 etki gen ekspresyon diizeyinde ¢alisilmistir. Elde edilen
veriler, Kadmiyum ve Cinko’nun meme kanseri karsinojenezinde hiicresel ve molekiiler
etkilerini ortaya koymakta ve meme kanserine etkisini arastirmanin Onemini

vurgulamaktadir.
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3. MATERYAL

3.1. Deneylerde Kullanilan Malzemeler

3.1.1. Hiicre Hatlan:

e Meme kanseri hiicre hatlar1 (MCF-7)

e Normal meme dokusu hiicre hatti(MCF-10A)
3.1.2. Hiicrelerin biiyiitiilmesi icin gerekli malzemeler:

e RPMI-1640 (L-glutamin) medium
DMEM/F12 medium

e Horse serum

e EGF

e Hidrokortizon

e Insiilin

e Serum (FBS)

e Antibiyotik (Pen/Strep)

e Tripsin
3.1.3. Agir metal ve iz elementler:

e Kadmiyum, ¢inko standart ¢ozeltileri

3.1.4. Kitler:

e RNA izolasyon kiti
e cDNA sentez kiti
e PCR array kiti
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4. YONTEM

4.1. Hiicre Hatlarinin Secimi Ve Hiicre Kiiltiirii Uygulamalan

Bu ¢alismamizda ilk asamada MCF-7 hiicre hatt1 se¢ilmistir. Se¢ilen bu hiicreler 75cm2 ve
25 em2’ lik kiiltiir kaplarinda, %10’ luk fetal bovin serum eklenmis RPMI 1640 besi
yerinde, 37°C sabit sicaklik ve %5’ lik karbon dioksit saglayan inkiibatorde biyiitiilmiis;
flask yilizeyinin %80°1 hiicreler tarafindan kaplandikca, hiicreler tripsin kullanilarak

pasajlanmustir.

4.2. Metallerin in vitro Ortamda Toksisite Analizleri

MCF-7 hiicre hatlarina, metallerin hiicreler tizerindeki sitotoksik etkilerini ve hiicrelere
uygulanacak metal ¢ozeltilerinin dozunu belirlemek i¢in sitotoksisite analizi yapilmstir.
Sitotoksisite analizleri i¢in XTT yontemi kullanilmistir. Bu yontemde 96 kuyulu plaklara
her kuyuda 5000 hiicre olacak sekilde hiicreler ekilmistir. 72 saat inkiibasyonu sonrasinda
XTT soliisyonu eklenerek ve 2-3 saat bekletildikten sonra, ELISA okuyucusu kullanilmis
optik yogunluklar belirlenerek, hiicrelerin LD50 (IC50) degerleri hesaplanmistir.

4.3. Toplam RNA izolasyonu

Genlerin ifade diizeyinin belirlenmesi icin Cd ve Zn uygulamasmi takiben hiicre
hatlarindan RNA izole edilmistir. Calismamizda silika zar yardimiyla RNA’ y1 yakalayan
bir izolasyon kiti (High Pure RNA Isolation Kit/Roche) kullanilmis; kit protokolii
izlenerek ve RNA ile birlikte izole edilmis olabilecek kontamine edici DNA’ yi1
uzaklastrmak i¢in sadece DNA’ y1 parcalayan DNase I enzimi kullanilarak RNA elde
edilmistir. Yeterli miktarda saf su ile silika zardan izole edilen RNA’ nin kalitesi, agaroz
jel elektroforezi ve Nanodrop Sl¢iimleriyle belirlenmistir. Burada, Nanodrop dlglimleriyle
RNA konsantrasyonu, protein ya da organik kontaminant varligi belirlenmistir. Jel
elektroforezinde de genomik DNA varligi ve RNA bantlarinin saglamligi test edilmis;
genomik DNA kontaminasyonu tagimayan, saglam RNA bantl 6rnekler cDNA sentezi i¢in

kullanilmstir.
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4.4. cDNA Sentezi

Gen ifadesinin ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlenebilmesi igin,
oncelikle genin transkriptinin yani mesajct RNA’ smm tamamlayict DNA’ ya
(complementary DNA, cDNA) cevrilmesi gerekmektedir. cDNA sentezi (Transcriptor
High Fidelity cDNA Synthesis Kit/ Roche) kullanilarak gergeklestirilmistir. Genel protokol
su sekildedir.

e Konsantrasyonu belirlenen toplam RNA’dan 1pg ve random hexamer primerinden
60uM eklenmistir; toplam hacim DEPC ile muamele edilmis saf su ile 11,4ul ye
tamamlanmastir.

e 65°C de 10 dakika denatiirasyon yapilmustir.

e 4ul ters transkriptaz tamponu (5X), 2ul 10mM dNTP karisimi, 0.5ul RNaz
inhibitori, 1ul DDT ve 1.1ul ters transkriptaz eklenmistir.

e 20°C’de 10 dakika ve 480C’de 60 dakika inkiibe edilerek enzimin, RNA’ ya ait
tamamlayict DNA (cDNA) sentezlemesi saglanmastir.

e 85°C de 5 dakikalik inkiibasyon ile ters transkriptaz inaktive edilmistir.

e Elde edilen cDNA’lar standart polimeraz zincir reaksiyonuna tabii tutulana kadar -

20°C’de saklanmustir.

4.5. Genlerin Ekspresyon Analizleri

Elde edilen cDNA’lardan kantitatif RT-PCR metodu (Roche Light Cycler 480 cihazi
kullanilarak) ile 96-well plate PCR array’ ler (Real Time ready Catalog Assay) lizerinde;

agir metal maruziyetinde dnemli olan genlerin ifade diizeyleri belirlenmistir.
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Sekil 15: PCR array ¢alisma metodu

Tablo 1: PCR array’ de yer alan genler ve gruplari

Apoptoz:

BCL2, BIRC3 (c-IAP1), CASPI (ICE), CASP3, CASP7, CASP8 (FLICE), CASP9, CD40

(TNFRSF5), TNFSF10 (TRAIL), XIAP.

Sitokrom P450 ve Faz I ila¢ Metabolizmasi:

CYPIAIL, CYP1A2, CYP2B6, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4.

Agir Metal Stres genleri:

Metallothioneinler(MTs), DMT-1, MTF-1, CTR-1, AP-1.

Tla¢ Direncliligi:

ABCBI (MDR1), ABCCI (MRP1),ABCG2 (BCRP), BAX, BCL2, TOPI, TOP2A,

TOP2B, TP53.
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5. BULGULAR

Agir metallerin ve iz elementlerin meme kanser hiicre hatlarinda sitotoksik etkilerini

gosteren grafikler asagidadir (Sekil 16 ve 17).

Cytotoxicity of Zn on MCF-7 cells
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Sekil 16: MCF-7 hiicreleri iizerinde Zn’ nin sitotoksik etkisi

Cytotoxicity of Cd on MCF-7
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Sekil 17: MCF-7 hiicreleri lizerinde Cd’ un sitotoksik etkisi
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Sekil 18 : Kadmiyum uygulanmis ve uygulanmamis MCF-7 hiicreleri
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Sekil 19: Kadmiyum’ un MCF-7 hiicreleri tizerinde IC50 degerini belirlemek yapilan XTT

analizi

Yapilan sitotoksik analizler sonucunda kadmiyum ve ¢inko elementlerinin meme kanseri
hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkileri arastirilmistir. Kadmiyum LD50 degeri 83pul,
¢inko i¢in 175 pl olarak bulunmustur.

5.1. Agir metal uygulanmis ve uygulanmamuis hiicrelerden RNA izolasyonu, cDNA
sentezi, PCR array’lerde analizi ve istatistiksel degerlendirme

MCEF-7 hiicreleri sitotoksisite sonuglarina gore agir metal uygulanmis hiicrelerden RNA
izolasyonu yapilmistir. RNA izolasyonu sonucu elde edilen RNA’ nin kalitesi ve miktarini
belirlemek icin RNA’ lar agaroz jelde yiiriitiilmiis ve nanodrop cihazinda Olglimii
yapilmistir (Sekil 20, Tablo 1). RNA kalitesi ve miktar1 belirlendikten sonra ornekler
cDNA’ ya ¢evrilmistir.
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Sekil 20: Hiicrelerden elde edilen total RNA (%1 agaroz jelde yiiriitiilmiistiir) (1: MCF-7;
2: Cd uygulanmis MCF-7; 3: Zn uygulanmis MCF-7).

Tablo 2: Nanodrop 6l¢limleri sonucu hiicrelerden elde edilen RNA konsantrasyonlari

Hiicre hatt1 RNA 260/280 260/230
konsantrasyonu
(ng/pl)
MCF-7 888,2 1,98 1,91
MCF-7/Zn 974,0 2,00 1,96
MCH-7/Cd 790,6 2,02 1,99
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cDNA eldesinden sonra Ornekler custom olarak dizayn edilmis olan PCR array plakalara
yiiklenerek, Roche Ligh Cycler 480 cihazinda okutulmustur. Tiim hiicre hatlarindan ¢ift
tekrar yapilacak sekilde qPCR analizleri gerceklestirilmistir.

5.2.Hesaplamalar ve Istatistiksel Analiz

Tiim hiicre hatlarindan ¢ift tekrar yapilacak sekilde qPCR analizleri gergeklestirilmistir.
PCR sonucunda herbir gen icin elde edilen Ct degerleri (2-AACt) hesaplanmis, goreceli
miktar degisimleri saptanmistir. Bu yonteme gore; bir genin, kontrol gene (Beta-Aktin,
GAPDH, B2M) gore Ct degerinden; ayni genin hiicre hattindaki kontrol gene gore Ct
degerinin c¢ikarilmasiyla AACt degeri elde edilmistir. Genin miktarindaki kat de§isimi,
AACt degeri 2-AACt ifadesinde yerine konmasiyla elde edilmistir. iki tekrar ile elde
edilmis sonuglar Graphpad Prism 7.0 programui ile degerlendirilmis ve p degeri 0.05

diizeyinde olan farkliliklar “istatistiksel olarak anlamli” olarak kabul edilmistir.

MCF-10A & MCF-7-Cd
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Sekil 21: MCF-10A ve Cd uygulanmis MCF-7 hiicre hatlar1 arasinda, s6z konusu

genlerin ifade diizeylerindeki kat de§isimi oranlari
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MCF-10A & MCF-7-Zn
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Sekil 22: MCF10-A ve Zn uygulanmig MCF- 7 hiicre hatlar1 arasinda, s6z konusu

genlerin ifade diizeylerindeki kat de§isimi oranlar1

MCF-10A & MCF-7-Zn

Sekil 23: MCF10A ve Zn uygulanmis MCF-7 hiicre hatlar1 arasinda, TOP 1 geninin ifade

diizeylerindeki kat degisimi oranlar1
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MCF-7 & MCF-7-Cd

BIRC3  CASP3  CASP7 CASP8 ABCC1l BA MT2A

Sekil 24: MCF7 ve Cd uygulanmis MCF-7 hiicre hatlar1 arasinda, s6z konusu genlerin

ifade diizeylerindeki kat degisimi oranlar1

MCF-7 & MCF-7-Zn

BIRC3 CASP3  CASP7  CASP8  ABCCl BA

Sekil 25: MCF7 ve Zn uygulanmig MCF-7 hiicre hatlar1 arasinda, s6z konusu genlerin

ifade diizeylerindeki kat degisimi oranlar1
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Tablo 3: Cd ve Zn uygulanmis ve uygulanmamis hiicre hatlarinda genler aras1 anlamlilik

diizeyi
MCF-7 & MCF-7-Cd P degeri
MTI1H 0,000004
ABCCI1 0,000011
TOP2B 0,000026
CASP3 0,000034
CYP3A4 0,000061
TP53 0,000063
BAX 0,000067
TOP2A 0,000141
TOP1 0,000141
BIRC3 0,000143
MT2A 0,000184
CASP8 0,000197
CASP9 0,000741
MCF-7 & MCF-10A P degeri

TOP2A <0,000001
CYP1A1 <0,000001
MT2A 0,000001
ABCG2 0,000003
TOP2B 0,000045
CYP3A4 0,000061
BAX 0,000065
TOP1 0,000075
CASP9 0,000081
TP53 0,000123
CASP3 0,000206
BIRC3 0,000266
MTIE 0,000707
CASP8 0,001516

CASP7 0,010916
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MCF-10A & MCF-7-Zn
ABCG2
CASP9
TOP2B
CYPI1A1
CASP7
BIRC3
TOP2A
CASP3
CASP8
TPS53
MTIE
CYP3A4
TOP1
ABCCl1
ABCl1
BAX
MT2A

MCF-7 & MCF-7-Zn

CASP9
CASP7
CYPI1Al
CASP3
TPS53
TOP2B
BAX
TOP2A
ABCCl1
TOP1
ABCl1
CYP3A4
MT2A
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0,000001
0,000025
0,000032
0,00009

0,000108
0,000266
0,000278
0,000315
0,000492
0,000631
0,000707
0,004687
0,005196
0,005523
0,007339
0,020625
0,024053

0,000006
0,00007

0,000076
0,000134
0,000248
0,000988
0,00131

0,003189
0,00498

0,005195
0,007339
0,007971
0,017512

P degeri

P degeri



MCF-10A & MCF-7-Cd P degeri

CYPI1A1 <0,000001
TOP2A 0,000002
ABCG2 0,000004
MTI1H 0,000004
CASP3 0,000051
ABCCI1 0,000074
BAX 0,000145
TOP1 0,000152
TP53 0,00019
CASPS8 0,000231
BIRC3 0,000585
MTI1E 0,000707
CASPY 0,001008
TOP2B 0,001109
MT2A 0,003233
CASP7 0,009846
6.TARTISMA

Kadmiyum, krom, kursun, civa, nikel gibi agir metaller sanayinin gelisimi ile beraber ¢evre
kirleticileri olarak dogada genis yayilim gdstermektedirler. Agir metaller oksidatif ve
nitrozatif strese ve hiicrelerdeki makromolekiillerde hasara neden olarak apoptozis ve
nekrozis ile hiicre Oliimlerine sebep olurlar. Bunun bir sonucu olarak agir metaller
insanlarda ¢esitli saglik problemlerinin olusumuna neden olmaktadirlar. Bu saglhk
problemlerinden biriside biitiin diinyada tedavi yollar1 aranan kanserdir. Kanser kontrolsiiz
hiicre ¢ogalmas1 ve bu esnada hiicrelerin 6zdeslerinden farklilagsmasi ve giderek viicudun
cesitli bolgelerine yayilmasi seklinde tarif edilir [54]. Kansere neden olan bir¢ok i¢ ve dis
etken mevcuttur. Bu etkenlerden birisi olan agir metallerin, kansere neden oldugu

bilinmekle beraber molekiiler mekanizmasi agik degildir.
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Toksisitesi yiiksek diger bir agir metal olan kadmiyum, ¢evrede konsantrasyonu 0,1 ila
Ippm arasinda degisen, birincil olarak ¢inko ile birlikte bulunan, genis bir alana yayilmis
fakat seyrek bulunan bir elementtir [35,36]. Saf kadmiyum yumusak, glimiis beyaz1 bir
metaldir. Kadmiyum, ¢evrede genellikle saf metal olarak bulunmak yerine, oksijen veya
siilfiir gibi elementlerle bilesik halinde bulunur. Kadmiyum, 10-30 yil arasinda degisen
uzun yarilanma 6mrii ve viicuttaki tiim organlara dagilimi nedent ile toksisitesi yiiksek olan
bir elementtir [37]. Kadmiyumun genotoksisite mekanizmasi tam olarak anlagilmamakla
birlikte, bazi1 hiicresel etkileri yapilan ¢aligmalarda goriilmektedir. Kadmiyum maruziyetine
ugramig toplumlarin % 50-60’lik kesimde kromozomal hasar olustugu gosterilmistir [40].
Viicutta bulunan diisiik diizeylerdeki kadmiyumun hiicredeki mitokondriye baglanarak
hiicresel solunumu %75 oraninda; oksidatif fosforilasyonu ise neredeyse tamamen inhibe

ettigi gosterilmistir [55].

Toksik metal maruziyeti biyosistemlerde direkt veya indirekt olarak serbest radikallerin
olusumuna neden olmaktadir [40]. Reaktif oksijen tiirleri ve nitrojen tiirleri gibi serbest
radikallerin  birikimi  karsinojenez ile iliskili olan hiicresel redoks dengesini
indiiklemektedir [42]. Cesitli ¢alismalarda proteinler, epigenetik faktorler, metabolitlerde
meydana gelen degisikliklerin agir metal maruziyetinin yan etkileri ile baglantili oldugunu

gostermektedir [56].

Etoposid ve Doksorubisin gibi kemoterapide yaygin olarak kullanilan bir¢ok anti-kanser
ajanin, Topoizomeraz II' yi (TOP2A) hedefleme yetenekleri ile sitotoksik oldugu
diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda kematoterapotikler, topoizomeraz II' yi1 hedefleme
yetenekleri yaninda hastada ikincil maligniteleri indiikleyebilir ve saglikli hiicrelerde
hasara neden olabilir. TOP2A geni tarafindan kodlanan TOP2A proteini, DNA
replikasyonu, hiicre dongiisii ilerlemesinin yan1 sira kromozom segregasyonunun anahtar
enzimidir. TOP2A, hiicre boliinmesi i¢in kritiktir ve tiimor hiicreleri gibi boliinme gegiren
hiicrelerde ifade diizeyi yiiksektir. Tezde, Cd ile muamele edilmis ve edilmemis MCF-7 ve
MCF-10A hiicre hatlarinda TOP2A geninin ekspresyon diizeyinin TOP2A geninin

ifadesinin kontrol hiicre hattina kiyasla 10 kat azaldig1 belirlenmistir [62].

Topoizomeraz I (Top I), DNA ¢ift sarmaliin hiicre dongiisii sirasinda birinden ayrilmasimi
ve yeniden birlesmesini yani DNA topolojik yapisinin ayarlanmasina saglayan bir niikleer
enzimdir. Bu enzimin inhibisyonu DNA iplik¢ik kirilmalari ile sonuglanir, sonugta

apoptoza ve hiicre Oliimiine yol acar. Saghkli dokularla kiyasla tiimorlerde yiiksek
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seviyelerde ifade edilmektedirler. Bizim bulgularimizdada yiiksek ifade diizeyine sahip
oldugu goriilmektedir. Cinko uygulanmis hiicrelerde asir1 ifade edildigi goriilmektedir.

Burda farkli mekanizmalarin devreye girdigi goriilmektedir [62].

Yine elde edilen sonuglarda, kadmiyum ve c¢inko maruziyetlerinde kaspaz ifade
diizeylerinde ¢inko’ ya maruz kalan hiicrelerde Kaspaz 3, Kaspaz 7 ve Kaspaz 8 de
istatistiksel olarak anlamli artig goriilmektedir (p<0,005, p<0,001, p<0,0001). Kaspaz
genleri 6zellikle hiicrelerde programlanmis hiicre dliimiinden sorumludur. Bu gen ifade

diizeylerindeki artis yine kanser hiicrelerin apoptoza gittigini gostermektedir [62].

Garcia- Molares ve ark. [57], MCF-7" deki Ostrojen reseptorii ve Ostrojen tarafindan
diizenlenmis olan diger genler {izerinde kadminyumun etkilerine arastirmislardir. MCF-7
hiicrelerinin 1puM kadminyumla uygulanmasi sonucunda Gstrojen reseptorii seviyesini %58
azalttigini gormiislerdir. Kadminyumun MCF-7 hiicrelerinde dstrojen diizenleyici genlerin

ifade diizeyini 5-6 kat indiikledigini géstermislerdir.

Kagara ve ark. [58], ¢inko ve onun tasiyicist olan ZIP10’ nun meme kanseri hiicrelerinin
invaziv davraniginda yer aldigini rapo etmislerdir. Buna bagl olarak ZIP10 geni ile lenf
noduna metastaz yapma arasidaki iligki tizerine ¢alismalar yapilmistir. Yapilan calisma
sonuglarina gore cinko ve ZIP10 hiicrelerin go¢ aktivitesini arttirarak metastaza neden

oldugunu bulmuslardir.

Brama ve ark. [59], hormonla iliskili kanserler {izerinde 0strojenik kirleticileri
iligkilendirmislerdir. Sonu¢ olarak cd’yum, Ostrojen bagimli mekanizmaya etki ederek

meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu arttirmastir.

Lubovac-Pilav ve ark. [60], meme kanseri hiicrelerini kronik kadmiyuma maruz
birakmiglardir. Kronik kadmiyum maruziyetinin hiicre biiylimesi, apopotoz, transkripsiyon
faktor aktivitesi gibi gen ifade diizeyleri sonuglarindan elde ettikleri verilerin kanser

hiicrelerinin ¢ogalmasini tesvik ettigini géstermiglerdir.

Metallotioninler (MT), kiiciik molekiil agirlikli (6000-7000 Da), 18-23 sistein ve 61-68
aminoasit iceren stres yanitina katilan, agir metal baglayan proteinlerdir [58]. Igerdikleri
stilfiir gruplar1 sayesinde hiicreleri osidatif stresten korurlar. Metallothioneinler kadmiyum,
kursun, civa gibi agir metalleri baglamalar1 ve c¢inko ve bakir gibi metallerin iyonize

formlarin1 diizenlemeleridir [59]. Metallothionein genlerinin (MTA2, MTI1X, vb.)
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bircogunun c¢inko (Zn) tarafindan indiiklendigi bilinmektedir [44,47]. Elde ettigimiz
sonuglarda MT2A geninin Zn maruziyeti sonucunda asir1 arttif1 goriilmektedir. Ancak
Kadmiyuma maruz kalan hiicrelerdeki gen ifade diizeyindeki artis ¢inko maruziyetindeki
kadar yiliksek degildir. Bu durum bize kadmiyum maruziyetiyle kanser hiicrelerinin

cogalmaya tesvik edildigini gostermektedir.

Yine elde edilen sonuglarda BIRC3 geninin kadmiyum maruziyeti sonucu asir1 ifade
edildigi goriilmektedir. BIRC3’lin, Kaspaz-3 iizerindeki inhibisyon etkisi ile apoptozu
bastirdig1r bilinmektedir [56]. Sonuc¢larimizda kadmiyuma maruz brrakilan kanser

hiicrelerinde BIRC3 aktivitesinin artis gosterdigi tespit edilmistir.

2003 yilinda Cherian ve ark. [57], ise insan viicudunda metallothioneinlerin biiylik
cogunlugu karaciger ve bobreklerden sentezlenir. Metallothioneinlerin fonksiyonlarinda
veya ekspresyonlarinda meydana gelecek olan bozukluklar malign transformasyonuna ve
sonugta kansere neden olabilmektedirler. Yapilan calismalar; bazi meme, kolon, bobrek,
karaciger gibi kanserlerde metallothioneinlerin ekspresyonunda artis oldugunu

gostermistir.

2009 yilinda Prasad ve ark. [61], ¢cinkonun sadece hiicre aracili bagisilik fonksiyonlarini
gelistirmedigini aynt zamanda bir antioksidan ve anti-enflamatuar ajan olarak gorev
yaptigini ifade etmistir. Oksidatif stres ve kronik inflamasyon bir¢ok kanserin gelismesinde
rol oynamaktadir. Bas ve boyun kanseri olan hastalarin yaklasik %65 inin hiicresel ¢inko
konsantrasyonunda ¢inkonun eksik oldugunu belirtmislerdir. Yaptiklar1 caligmalarda ¢inko

takviyesinin kanser hiicrelerinde apoptozu arttirdigini géstermislerdir.

7. SONUC

Bu tez calismasinda sunulan sonuglar, kadmiyumun meme kanseri tizerindeki hiicresel ve
molekiiler etkilerine dair temel bilgiler sunmakta ve meme kanserinin ilerlemesini tesvik
eden olas1 bir mekanizma olarak kronik kadmiyum maruziyetinin ¢alisilmasimin 6nemini
vurgulamaktadir. Bu veriler, maruziyet sonucunda enzimleri kodlayan genlerin
sentezlenmesinin, dogas1 hala tespit edilemeyen farkli mekanizmalarin kontrolii altinda

oldugunu gostermektedir.
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Gelecek caligmalar i¢in amacimiz Mikroarray calismasi yaparak biitiin gen ifade
diizeylerini belirlemek ve farkli sinyal yolaklarindan kaynaklanan temel mekanizmalari

daha ayrintil1 bir sekilde ac¢iga ¢ikarmaktir.
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