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Oz
Amag: Bu ¢aligmanin amaci disi siganlarda DMBA ile olugturulmus meme kanserinde ¢inko ile melatonin uygulamasinin uterus doku-
sundaki lipit peroksidasyonu tizerine olan etkilerinin arastirilmasidir.

Gereg ve Yontem: Wistar cinsi siitten yeni kesilmis toplam 42 adet disi sigan kullanilan arastirmada hayvanlar 5 gruba ayrildi: Grup 1
Kontrol, Grup 2 DMBA Kontrol, Grup 3 DMBA+Cinko, Grup 4 DMBA+Melatonin, Grup 5 DMBA+Melatonin ve Cinko. Grup 1 di-
sindaki hayvanlara meme kanseri olugturmak i¢in kolza yag1 (kanola) iginde 80 mg/kg dozunda DMBA gavaj yoluyla verildi. Cinko ve
melatonin uygulanan gruplara 5 mg/kg/giin dozunda ip ¢inko, melatonin ve ginko+melatonin 4 hafta boyunca verildi. Hayvanlardan
alinan uterus doku 6rneklerinde MDA (malondialdehid) ve GSH (glutatyon) diizeylerispektrofotometrik yontemle tayin edildi.

Bulgular: En yiiksek uterus MDA seviyeleri DMBA ile meme kanseri olusturulmus kontrol (G2) grubunda elde edildi (p<0.05). Me-
latonin ve ¢inkonun kombine uygulandigit DMBA grubunun (G5) uterus MDA seviyeleri diger gruplarin tamamindan daha diisiiktii
(p<0.05). DMBA ile meme kanseri olusturulmus kontrol (G2) grubu en diisitk GSH diizeylerine sahipti (p<0.05). Melatonin ve ¢inkonun
kombine uygulandigi DMBA grubunun (G5) GSH degerleri diger gruplarin tamamindan daha yiiksekti (p<0.05).

Sonug: Calismanin bulgulart DMBA ile olusturulan meme kanserinde artan uterus doku hasarinin ¢inko, melatonin ve ¢inko+melato-
nin destegiyle baskilandigini gostermektedir. Ozellikle ¢inko + melatoninin kombine uygulanmas tiimoral olaylarda ortaya ¢ikan doku
hasarinin 6nlenmesinde katk: saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: DMBA, meme kanseri, beyin dokusu, MDA, GSH, ¢inko, melatonin

Abstract

Objective: This study aims to investigate the effects of zinc and melatonin supplementation on lipid peroxidation in the uterus in DM-
BA-induced breast cancer in female rats.

Material and Methods: A total of 42 recently weaned Wistar rats were divided into 5 groups as follows: Control (Group 1), DMBA Control
(Group 2), DMBA + Zinc (Group 3), DMBA + Melatonin (Group 4), DMBA + Melatonin & Zinc (Group 5). 80 mg/kg of DMBA was
given in canola oil through gavage to animals except for group 1 to induce breast cancer. 5 mg/kg of zinc and/or melatonin were given
daily for 4 weeks intraperitoneally to related groups. Malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) levels in uterus tissue samples
were determined via spectrophotometric methods.

Results: The highest uterus tissue MDA levels were in the DMBA-treated group (Group 2) (p<0.05). Uterus MDA levels of DMBA group
(G5), in which melatonin and zinc were applied in combination, were lower than all other groups (p <0.05). Breast cancer-induced
control (G2) group with DMBA had the lowest GSH levels (p <0.05). The GSH values of the DMBA group (G5), in which melatonin and
zinc were applied in combination, were higher than all other groups (p <0.05).

Conclusion: The results show that the increased uterus tissue damage in DMBA-induced breast cancer is alleviated by zinc or/and me-
latonin treatment. Especially combined zinc and melatonin treatment may contribute to the prevention of tissue damage caused by
tumoral events.
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Giris

Insan meme kanseri son derece karmasik ve tehlikeli bir
hastaliktir (1). Coklu ilag direncinin yayginlig1 ve ortaya
¢ikisy, anti-timor ajanlarinin spesifik olmayan sistemik
dagilimi, timor bolgesine ulasan yetersiz ila¢ konsantras-
yonlary, sitotoksisite ve terap6tik yanitlar izleme yetenegi-
nin sinirli olmasi ile kanser tedavisi giderek daha zorlayici
ve tedavi edilemez bir hastalik haline gelmistir (1,2). Bu
sorunun iistesinden gelmek i¢in, kanser tedavisi veya yii-
riitillen tedaviye yardimecr olabilecek yeni stratejiler tize-
rinde caligilmaktadir. Insan meme kanserine benzerligi
dolayisiyla, sicanlarda olusturulan deneysel meme kanser
modeli oldukga tercih edilen bir yontemdir (3). Disi sigan-
larda DMBA (7,12-Dimethylbenz(a)anthracene) kaynakli
meme karsinomlari, meme karsinogenezinin standart la-
boratuvar modeli haline gelmistir (4). DMBA; siganlarda
DMBA aracili biyokimyasal, molekiiler, genetik ve histo-
patolojik degisiklikler insan kanserlerinde gozlenenlere
benzer oldugu i¢in mutasyon ve kanser arastirmalarinda
prototip ajan olarak yaygin olarak kullanilan sentetik bir
polisiklik aromatik hidrokarbondur (5).

Caligmalar eser elementlerin antikanserojen mekanizma-
lardaki roliinii gostermistir (6). Cinko, 6zellikle, metaloti-
oninler, bakir/¢inko stiperoksit dismutaz gibi antioksidan
savunma sisteminde yer alanlar da dahil olmak iizere
300'den fazla enzimin bir katalitik bileseni olarak anti-
kanserojen olaylarda oldukga ilgi ¢eken bir eser element-
tir (6). Cinko ayrica memenin patogenezinde yer alan
matris metaloproteinazlara (MMP'ler) yanitlar1 kontrol
eden proteinlerin kofaktorii olarak islev goriir (7). Cinko
konsantrasyonlarindaki degisiklikler, bu hastaligin gelisi-
mi ve ilerlemesi de dahil olmak iizere hiicre fonksiyon bo-
zuklugu ve proliferasyonunda 6nemli bir rol oynayabilir

(8).

Pineal bez tarafindan iiretilen ve salgilanan melatoninin
bir anti-kanserojen ajan1 rolii son birkag on yildir yogun
bir sekilde arastirilmistir (9). Melatonin, 6zellikle meme
karsinomu olmak tizere ¢esitli kanser tiirlerinde degerlen-
dirilmistir (10). Melatonin , hiicre ¢ogalmasini azaltarak
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timor olusumunu inhibe ederken, ayrica; anti-metastatik,
pro-apoptotik, anti-anjiyojenik, anti-oksidan/anti-muta-
jenik ve immiino-arttirict etkilere sahiptir (9,10). Mela-
toninin bu etkileri, onu insanlarda karsinojenez siirecinin
riskini azaltmak i¢cin miikemmel bir ajan yapar (9,10).

Meme kanseri hastalarinin yiizde altisinda metastaz var-
dir ve yaklasik% 30'unda kesin tedaviyi takiben metastaz
gelisir (11). Her ne kadar meme kanseri metastazi, akciger
/ plevra, karaciger, kemik ve beynin en yaygin bélgeleri
duktal ve lobiiler karsinomda benzer olsa da, lobiiler kar-
sinomun gastrointestinal sistem ile jinekolojik organla-
ra, metastaz yapma olasilig1 daha yiiksektir (12). Meme
kanseri nadiren rahme metastaz yapar (11) Ekstra genital
kanser bolgelerinden genital organlara metastazlar olduk-
¢anadirdir (11, 12). Mevcut oldugunda, yumurtaliklar pe-
ritoneal yayilmaya bagli en yaygin metastaz bolgesidir ve
metastazlarin genital organlara% 75.8'ini olusturur (12).

Bu ¢alismanin amaci da disi sicanlarda DMBA ile olus-
turulmus meme kanserinde ¢inko ile melatonin uygula-
masinin uterus dokusundaki lipit peroksidasyonu iizerine
olan etkilerinin arastirilmasidir.

Gereg ve Yontem
Hayvan Materyali ve gruplar

Aragtirma Wistar cinsi siitten yeni kesilmis (40 giinliik)
disi sicanlar tizerinde gergeklestirildi. Caligma protokolii
Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Merkezi Deney Hayvanlari Etik Kurulu (2016-32) tarafin-
dan onaylandi. Toplam 42 disi si¢an kullanilan aragtirma-
da ¢alisma gruplari su sekilde olusturuldu.

Grup 1, (n:6) Kontrol Grubu: Higbir uygulamanin yapil-
madig1 normal diyetle beslenen grup.

Grup 2, (n:6) DMBA Kontrol Grubu: Bu grubu olusturan
hayvanlara timor olusturmak amaciyla kolza yag: (kano-
la) iginde 80 mg/kg dozunda 7,12-dimetilbenz[a]antrasen
(DMBA) gavaj yoluyla verildi ve bu hayvanlar normal di-
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yetle beslendi.

Grup 3, (n:10) DMBA+Cinko Grubu: Bu grubu olusturan
hayvanlara tiimér olusturmak amaciyla kolza yag1 (kano-
la) i¢inde 80 mg/kg dozunda 7,12-dimetilbenz[a]antrasen
(DMBA) gavaj yoluyla verilirken, ayrica hayvanlara stan-
dart diyete ilave olarak 4 hafta siireyle 5 mg/kg/giin do-
zunda ¢inko intraperitoneal (ip) yolla verildi.

Grup 4, (n:10) DMBA+Melatonin Grubu: Bu grubu olus-
turan hayvanlara timor olusturmak amaciyla kolza yag1
(kanola) icinde 80 mg/kg dozunda 7,12-dimetilbenz[a]
antrasen (DMBA) gavaj yoluyla verilirken, ayrica hayvan-
lara standart diyete ilave olarak 4 hafta siireyle 5 mg/kg/
giin dozunda melatonin ip yolla verildi.

Grup 5, (n:10)DMBA+Melatonin ve Cinko Grubu: Bu
grubu olusturan hayvanlara timor olusturmak amaciyla
kolza yag: (kanola) i¢inde 80 mg/kg dozunda 7,12-dime-
tilbenz[a]antrasen (DMBA) gavaj yoluyla verilirken, ayri-
ca hayvanlara standart diyete ilave olarak 4 hafta stireyle
5 mg/kg/glin dozunda melatonin ve ¢inko kombinasyonu
ip yolla uygulandi.

Deney Hayvanlar1 ve Beslenmeleri

Deney hayvanlari ¢aligmanin tamamlandig1 zamana kadar
Selguk Universitesi Deneysel Tip Aragtirma ve Uygulama
Merkezinde diger hayvanlardan ayr1 bir odada tutuldu.
Deney hayvanlar ¢aligma siiresince standart sicaklik ve
151k ortaminda (21+1 oC, 12 saat karanlik, 12 saat aydin-
lik) barindirildilar.

Deneysel Uygulamalar
Meme kanseri olusturulmasi

Meme kanseri olusturmak i¢in Sigma-Aldrich, (St. Louis,
MO, USA) firmasindan temin edilen 7,12-dimetilbenz[a]
antrasen (DMBA) kullanildi. Bu amagla hayvanlara timor
olusturmak amaciyla kolza yag: (kanola) iginde 80 mg/kg
dozunda 7,12-dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) gavaj yo-
luyla tek doz olarak verildi. Hayvanlarin uygulamadan bir
hafta sonra meme dokular: palpe edilerek meme dokusu-
nun bitytimesi kontrol edilmeye basglandi. Meme doku-
sundaki biiytimeler belirgin olarak tespit edildikten sonra
DMBA uygulamasi yapilan 36 sican arasindan randomize
olarak secilen 6 sicandan genel anestezi altinda bir meme
dokusu alindi. Isik mikroskobu altinda patolojik olarak
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tiimor varligi tespit edildikten sonra ¢inko ve melato-
nin uygulamalarina basland: (Resim 1). Timoér olusumu
DMBA uygulamasindan sonraki 10. hafta icerisinde pato-
lojik olarak tespit edildi.

Cinko uygulamasi

Cinko (Merck, 7446-20-0) uygulamas: ¢inko-siilfat sek-
linde distile suda ¢oziildiikten sonra 0.5 ml serum fizyo-
lojik igerisinde kg viicut agirligi bagina 5 mg/gtin olarak
ip enjeksiyonla gerceklestirildi. Cinko siilfat uygulamasi
dort hafta boyunca sabah saat 9.00-10.00 saatleri arasinda
gergeklestirildi.

Resim 1.Meme dokusunda tiimoral degisiklikler belirlen-
di (HE: X40).

Melatonin Uygulamasi

Melatonin (Sigma M-5250) saf etanolde ¢oziildiikten son-
ra karanlikta ve kapali olarak kullanilma zamanina kadar
4°C bekletildi. Stok soliisyondan 5 mg/kg/giin dozunda
melatonin 0.5 ml serum fizyolojik icerisinde siganlara ip
olarak enjekte edildi. Melatonin uygulamasi ¢inko uygu-
lamasi gibi 4 hafta siireyle ayni saatlerde gergeklestirildi.

Orneklerin Elde Edilmesi

Dort hafta stiren deneysel uygulamalar: takiben genel
anestezi altinda sakrifiye edilen hayvanlardan lipit perok-
sidasyonu analizleri i¢in uterus doku 6rnekleri de alindi.

Biyokimyasal Analizler
Doku Malondialdehid(MDA) Diizeylerinin Belirlenmesi

Uters dokusundaki MDA diizeyleri Mihara ve Uchiyama
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(12) yontemi kullanilarak SPECTROstar (BMG Labtech,
Germany) cihazinda gerceklestirildi ve sonuglar nmol/gr
doku olarak tanimlandi.

Doku Glutatyon (GSH) Analizi

Uterus dokusundaki GSH diizeyleri Ellmann’s metodu
kullanilarak SPECTROstar (BMG Labtech, Germany) ci-
hazinda 6l¢iildii ve elde edilen veriler mg/gr doku olarak
sunuldu (14).

istatistiksel Degerlendirmeler

Bulgularin istatistiksel agidan yorumlanmasi SPSS 21.0
bilgisayar paket programi ile yapilmis, biitiin parametre-
lerin aritmetik ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesap-
lanmustir. Verilerin homojenliginin belirlenmesi amaciyla
“Shapiro-Wilk” testi yapildi ve verilerin normal dagilim
gosterdigi belirlendi. Gruplar arasindaki farkin tespitinde
“Tek yonli varyans analizi (ANOVA)” testi, farkliliklari-
nin hangi gruptan kaynaklandiginin belirlenmesi i¢in ise
¢oklu karsilastirma testlerinden olan “Duncan” testi kulla-
nildi. P<0,05 diizeyindeki farkliliklar anlamli olarak kabul
edildi.

Bulgular

En yiiksek uterus doku MDA seviyeleri DMBA ile meme
kanseri olusturulmus kontrol (G2) grubunda elde edil-
di (p<0.05). DMBA+Cinko (G3) ile DMBA+Melatonin
(G4) gruplarinin uterus doku MDA seviyeleri Grup 2den
diigiik, Melatonin ve ¢inkonun kombine uygulandig:
DMBA grubundan (G5) daha yiiksekti (p<0.05). Melato-
nin ve ¢inkonun kombine uygulandigi DMBA grubu (G5)
en diisiitk MDA seviyelerine sahipti (Grafik 1, p<0.05).

Melatonin ve ¢inkonun kombine uygulandigi DMBA gru-
bunun (G5) uterus doku GSH diizeyleri diger gruplarin
tamamindan 6nemli sekilde ytiksekti (p<0.05). DMBA+-
Cinko (G3) ile DMBA-+Melatonin (G4) gruplarinin ute-
rus doku GSH seviyeleri Grup 2'den yiiksek, melatonin ve
¢inkonun kombine uygulandigit DMBA grubundan (G5)
daha distikti (p<0.05). En diisiik uterus GSH seviyeleri
DMBA ile meme kanseri olusturulmus kontrol grubunda
elde edildi (Grafik 2, p<0.05).
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Grafik 1. Calisma Gruplarinin Uterus MDA Diizeyleri.
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Grafik 2. Caliyma Gruplarinin Uterus GSH Diizeyleri.
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Tartisma ve Sonug

Bu ¢calismada, DMBA ile meme kanseri olugturulmus disi
sicanlara ¢inko ve melatonin uygulamasinin uterus doku-
sundaki lipit peroksidayonu {izerine olan etkileri arastiril-
muigtir.

Oksidatif stres ve doku hasarinin bir gostergesi olarak en
sik kullanilan parametrelerden bir tanesi MDA seviyele-
rinin belirlenmesidir. Bu nedenle ¢aligmamizda oksidan
stresin gostergesi olarak doku MDA diizeyleri belirlen-
mistir. Caligmamizdaki en yiiksek uterus doku MDA
diizeyleri DMBA (G2) grubunda elde edildi. DMBA ile
kanser olusturulmus bir ¢ok deneysel ¢alismada oksida-
tif stres parametrelerinde artis goriildiigii rapor edilmigtir
(15-17). Mevcut ¢alismada DMBA ile kanser olusturul-
mus si¢anlarin uterus dokusundaki MDA diizeyleri diger
gruplarla mukayese edildiginde onemli sekilde ytiksekti.
Karsinogenez, normal bir hiicrenin bir kanser hiicresine
doniisiimiinii destekleyen bir dizi hiicresel ve molekiiler
olay1 iceren karmagik bir siirectir. Karsinogenez siirecinin
tiim agamalarinda yer alan temel molekiiler mekanizma-
larla reaktif oksijen tiirlerinin iliskili olabilecegine dikkat
cekilmektedir (18). Zaten reaktif oksijen tiirlerinin arti-
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sinin ve oksidatif stresin, meme kanserinin ilerlemesine
metastazina katkida bulundugu gosterilmistir (19). Bura-
da kritik olan, tiimoral olaylarda artan oksidatif stresin,
antioksidan sistemin aktivasyonunu saglayan cesitli fak-
torlerle 6nlenebilirliginin aragtirilmasidir (19). Cinko an-
tioksidan etkiye sahip 6nemli bir elementtir. Meme kanse-
ri olan kadinlarda ¢inko metabolizmasinda degisiklikler
oldugu bilinir. Bu degisiklikler hastaligin kétii prognozu
ve kanserojen siirecteki artisla yakindan iligkilidir (20).
Cinko tiimoral olaylarda ortaya c¢ikan doku hasarinin
onlenmesinde etkili bir aday olarak onerilmektedir (21).
Baslica pineal bezden salgilanan melatonin hormonu giig-
lii bir antioksidandir. Ozellikle meme kanseri insidanst ile
melatonin iiretimi arasinda ters bir iligki vardir (22). Me-
latonin tedavisi de bu nedenle tiimoral olaylardaki doku
hasarinin 6nlenmesinde giiclii bir aday olarak kabul edilir
(22). Gergeklestirdigimiz ¢aligmada, hem ¢inko uygula-
mast yapilan DMBA grubunun (G3), hem de melatonin
uygulamasi yapilan DMA grubunun (G4), uterus doku-
sundaki MDA diizeyleri, DMBA (G2) grubunun ayni de-
gerlerinden 6nemli sekilde diigitk bulundu. Elde ettigimiz
bu bulgu, ¢inko ve melatoninin tiimoral olaylarda orta-
ya ¢ikan doku hasarini 6nleyebilecegini gostermektedir.
Hem c¢inkonun (21), hem de melatoninin (22) tiimoral
olaylarda ortaya ¢ikan doku hasarinin 6nlenmesinde et-
kili bir aday olabilecegini 6neren arastiricilarin raporla-
r1, ¢alismamizda meme kanserinde ¢inko ve melatonin
destegiyle elde ettifimiz azalmis uterus MDA diizeyleri
uyumludur. Biz, ger¢eklestirdigimiz ¢aliymada en diisiik
uterus MDA degerlerini ¢inko ve melatoninin kombine
uygulandigt DMBA grubunda (G5) elde ettik. Cinko ve
melatoninin kombine uygulamasinin meme kanserindeki
doku hasarini nasil etkiledigini konu alan bir ¢alismaya
rastlayamadik. Ancak Baltaci ve ark (8)’nin gergeklestir-
digi caligmada ¢inko ve melatoninin kombine uygulama-
sinin meme kanseri olusturulmus si¢anlarda bagisiklik
parametrelerini aktive ettigini bildirmeleri, ¢alismamiz-
daki ¢inko ve melatoninin kombine uygulamasiyla elde
ettigimiz azalmis uterus MDA degerlerini dolayli olarak
da olsa destekleyen bir rapordur.

Calismamizdaki en diisitk uterus GSH diizeyleri DMBA
(G2) grubunda elde edildi. Meme kanserinde GSH bas-
ta olmak iizere antioksidan yolaklarin baskilandig: bilin-
mektedir (24, 25). Bu nedenle elde ettigimiz bulgu meme
kanserinde antioksidan aktivitenin baskilandigini bildiren
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raporlarla uyumludur. Gergeklestirdigimiz ¢aligmada ¢in-
ko (G3) ve melatonin (G4) uygulanan DMBA gruplarinin
uterus GSH diizeyleri DMBA (G2) grubundan yiiksekti.
Meme ve prostat kanserinde metal tastyict bir protein
olan metallotiyoninin ¢inko ile birlikte GSH diizeyleri-
ni yiikselterek antioksidan aktiviteyi artirdig1 ve sonug
olarak da meme ve prostat kanserinde oksidatif hasari
onledigi gosterilmistir (26). Zaten ¢inkonun meme kar-
sinogeneziyle iligkili anahtar siireglerde yer aldigy, ¢inko
eksikliginde meme kanseri goriilme sikliginin arttig: ra-
por edilmistir (27). Antioksidan bir element olarak bili-
nen ¢inkonun (28) takviyesinin DMBA ile meme kanseri
olusturdugumuz sicanlarda uterus GSH diizeylerini artir-
mas1 yukarida bulgulari sunulan aragtiricilarin raporla-
riyla uyumludur. Epidemiyolojik ¢alismalar, farkli timor
tipleri tizerinde melatoninin olas1 bir onkostatik 6zelligini
gostermistir (29). Zaten Melatonin hormonu da bugiin
meme kanseri inhibitorii olarak tanimlanmaktadir (30).
Melatonin hormonun kanser énleyici etkisinin altinda ya-
tan mekanizmalardan bir tanesi de, antioksidan aktiviteyi
artirarak doku hasarini 6nlemesidir (29). Calismamizda
DMBA ile meme kanseri olusturulmus siganlarda mela-
tonin desteginin uterus dokusundaki GSH diizeylerini
artirmasi, yukaridaki raporlarla birlikte disiiniildigiinde
beklenen bir sonug olarak diistiniilebilir. Ger¢eklestirdigi-
miz ¢alismada en yiiksek uterus GSH diizeyleri ¢inko ve
melatoninin kombine uygulandigit DMBA (G5) grubunda
elde edildi. Meme kanseri olusturulmus sicanlarda ¢inko
ile melatonin hormonunun kombine halde uygulamasinin
antioksidan aktiviteyi nasil etkiledigiyle ilgili bir rapora
rastlayamadik. Antioksidan olarak bilinen ¢inko (28) ve
melatoninin (29) kombine uygulamasi, gergeklestirdi-
gimiz caliymada DMBA ile meme kanseri olusturulmus
grupla mukayese edildiginde uterus GSH dizeylerini
onemli sekilde artirmustir. Elde ettigimiz bu bulgu, tiimo-
ral olaylarda ortaya ¢ikan doku hasarinin dnlenmesinde
¢inko ve melatoninin kombine uygulamasinin 6nemli ola-
bilecegini gosterir.

Calismamizin sonuglar: bir biitiin olarak degerlendirildi-
ginde;

1.Calismamizda elde edilen bulgulara dayanarak, ¢inko ve
melatoninin kombine desteginin DMBA ile olusturulan
meme kanserinde artan uterus doku hasarinin énlenme-
sinde yararli olabilecegi sonug olarak séylenebilir.
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2.Mevcut ¢aligma; melatonin ile ¢inko kombinasyonunun

meme kanserinde artan uterus doku hasarini giiglii bir se-

kilde baskiladigini gosteren ilk ¢alismadir.
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