MUSBED 2011;1(1):26-34

Arastirma / Original Paper

Deneysel Meme Kanseri Modelinde Stt
Proteinlerinin Koruyucu Etkisi

Ayse Mine Yilmaz', Wafi At:(aallahz, Gokhan Bicim', Evren Onay Ucar?,
Nazli Arda?, A. Ozdemir Aktan?, A. Suha Yalgin'

"Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, istanbul-Tiirkiye
Marmara Universitesi Tip Fakiltesi, Genel Cerrahi Anabilim Dali, istanbul-Tiirkiye
3istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliim, Istanbul-Tirkiye

Yazisma Adresi / Address reprint requests to: A. Suha Yalgin
Marmara Universitesi Tip Fakiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, Haydarpasa, Istanbul-Tiirkiye
Telefon / Phone: +90-216-414-4733 Faks / Fax: +90-216-418-1047 Elektronik posta adresi / E-mail address: asyalcin@marmara.edu.tr
Kabul tarihi / Date of acceptance: 31 Mayis 2011/ May 31,2011

OZET:
Deneysel meme kanseri modelinde siit prote-
inlerinin koruyucu etkisi

Amag: Sit serumu proteinlerinin insan sagligina lzerine birgok
yararl etkileri oldugu bilinmektedir. Calismamizda, sicanlarda
N-metil-N-nitrozure ile indiiklenen meme kanseri modelinde st
serumu proteinlerinin koruyucu etkileri arastirimistir.

Yontemler: Calismamizda deneysel meme kanseri modeli olustur-
mak Uzere 130 glinliik Sprague-Dawley tird, disi, virjin sicanlara
100 giin ara ile iki kez N-metil-N-nitroziire enjekte edildi. Calisma
boyunca sicanlara haftada iki kez orogastrik gavajla siit serumu
proteinleri verildi. Sicanlar 180 glin sonunda sakrifiye edildi doku
ornekleri toplandi. Karaciger, bobrek ve meme dokularindaki glu-
tatyon, malondialdehit ve protein karbonil degerleri karsilastirildi.
Bulgular: Tim dokularda en yiiksek malondialdehit ve protein
karbonil degerleri N-metil-N-nitroziire grubundaki sicanlarda en
distik malondialdehit ve protein karbonil degerleri de kontrol
grubunda godzlendi. N-metil-N-nitroziire ile birlikte sit serumu
proteinleri verildiginde ise bu dederlerdeki artislarin baskilanarak
kontrol grubu degerlerine yaklastigi gézlendi.

Sonug: Calismamizda N-metil-N-nitrozire ile olusturulan meme
kanseri modelinde N-metil-N-nitroziire etkisiyle olusan biyokim-
yasal degisikliklere karsi stit serumu proteinlerinin koruyucu etkisi
oldugu gézlenmistir.

Anahtar sozciikler: Siit serumu proteinleri, deneysel meme kanse-
ri, N-metil-N-nitroziire

ABSTRACT:
Protective effect of whey proteins in
experimental breast cancer model

Objective: It is known that whey proteins have a number of
effects on maintaining human health. In this study protective
effect of whey proteins in N-methyl-N-nitrosourea induced breast
cancer model was investigated.

Methods: In our study, female, virgin, 130 days old Sprague-
Dawley rats were used to form a cancer model. N-methyl-N-
nitrosourea (50 mg/kg) was injected two times by a 100 days
break. During the study, whey proteins were given to the rats
by orogastric gavage 2 times a week. At the end of 180 days,
rats were sacrificed and samples were obtained. Glutathione,
malondialdehyde and protein carbonyls levels were determined
in liver, kidney and breast tissues.

Results: Among all groups, the highest malondialdehyde
and protein carbonyl levels were detected in the N-methyl-N-
nitrosourea group. The increase in these values were reversed
back by whey proteins.

Conclusion: The protective role of whey proteins against
biochemical changes were observed in N-methyl-N-nitrosourea
induced breast cancer model.

Key words: Whey proteins, experimental breast cancer, N-methyl-
N-nitrosourea

GiRiS

Meme kanseri kaynakli 6limler kanserden 6lim neden-
leri arasinda akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer
almaktadir (1). Yapilan kapsamli arastirmalara ragmen,

meme kanserine sebep olan etiyoloji bliyiik 6lclide belirsiz-
dir. Malignansinin gorildiigu kadinlarin yaklasik %75’ inde

risk faktorleri disinda, yas ve bati tarzi yasamin 6nemli oldu-
Ju belirtilmektedir (2). Ote yandan, siit serumu proteinleriy-
le beslenen sicanlarda, kimyasallar tarafindan indiiklenmis
meme timorlerinde cesitlilik yoniinden azalma gézlenmis-
tir (3). Bir diger calismada, dimetilbenzaldehit (DMBA) ile
indliklenmis meme tiimdri olan sicanlarda siit serumu pro-
teinlerinin yasa bagh timor gelisimini geciktirdigi belirtil-
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mektedir (4). Ancak, suit serumu proteinlerinin karsinogene-
zisi nasil degistirdigi heniiz tam olarak aciklanamamistir. Bu
acidan, glutatyon (GSH) ve biyoaktif peptidler 6zellikle ilgi
cekmektedir. Siit serumu proteinlerinin tiiketimi dokularda
GSH miktarini arttirmaktadir (5). Ksenobiyotik detoksifikas-
yon yolagi GSH ve GSH-S transferaz enzimini icerir. Ayrica,
GSH serbest radikal detoksifikasyon reaksiyonlarinda da
gorevlidir ve immiin yaniti destekler. Bu nedenlerle yiiksek
GSH konsantrasyonlarinin meme kanseri icin koruyucu
oldugu disunilmektedir. Diger olasi mekanizma biyoaktif
peptidleri icerir. Stit serumunun ve siit serumu hidrolizatla-
rinin icerdigi biyoaktif peptidlerin bircok hiicresel olayda
rol alarak timor insidansini azalttigi distinulmektedir (4).
Normal meme dokusunda, is1 sok proteini 27 (HSP 27) ya
cok dustik seviyelerde eksprese olur ya da ekspresyonuna
hi¢ rastlanmaz (6,7). Ancak ylksek ekspresyonu bildirilen
insan meme kanseri tiimdrlerine zit olarak HSP 27'nin diisiik
yada sinirl eksprese oldugu tiimér tiplerinden de bahsedil-
mistir (8,9). Sican meme kanseri modelinde, agresif timor-
lerin olusturulmasinda genellikle polisiklik hidrokarbonlar
kullanilmaktadir (10). Meme kanseri modellerinde genellik-
le N-metil-N-nitrozire (MNU) ve dimetil benzantrasen
(DMBA) kullaniimaktadir. Bu iki karsinojen maddeyle olus-
turulan tiimorler histolojik ve biyolojik olarak insandaki lez-
yonlara benzemektedir (11). Her iki karsinojen de meme
adenokarsinomlarinin gelismesini saglarken, uygulanan
hayvanlarda herhangi bir sistemik toksisiteye rastlanma-
maktadir. Ayrica, degisik dozlarla farkh tipte timorlerin
olusmasi saglanabilmektedir. Bu ¢alismada bir kimyasal
karsinojen olan N-metil-N-nitroztre (MNU) ile olusturulan
sican meme kanseri modelinde siit serumu proteinlerinin
koruyucu etkilerinin mekanizmasi oksidatif stres paramet-
releri izerinden aydinlatilmaya calisiimistir.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda kullanilan MNU Sigma firmasindan (Pro-
duct no. N-1517) siit serumu proteinleri konsantresi Kavi
Gida (istanbul)’dan temin edildi. Dért deney grubu icin 130
glinliik 40 adet disi, virjin, Wistar Albino tiirii sican kullanildi.
Calisma protokolii Marmara Universitesi Deney Hayvani Etik
Kurulu tarafindan onaylandi. Bu gruplar kontrol, MNU, MNU
ile birlikte st serumu proteinleri (MNU+SSP) ve siit serumu
proteinleri (SSP) olarak belirlendi. Siganlara intraperitonal
enjeksiyonla 50 mg/ml MNU 100 giin ara ile iki kez verilerek

deneysel meme kanseri olusturulmasi amaglandi (12). Diger
gruplara MNU enjeksiyonu ile ayni anda, haftada iki kez 2 ml
orogastrik gavajla slit serumu proteinleri ¢ozeltisi (%10),
veya fizyolojik tuzlu su (%0.9 NaCl) verildi. Sicanlar 180 giin
sonunda hafif eter anestezisi altinda intrakardiyak kan alina-
rak sakrifiye edildi ve doku 6rnekleri alindi. Elde edilen doku-
larda oksidatif stresi gosteren parametreler dl¢iilerek olasi
degisiklikler arastirildi. Ayrica, gruplar arasindaki doku HSP
27 ekpresyonundaki farklar incelenerek siit proteinleri ile
meme kanseri arasindaki iliski aydinlatilmaya cahsildi.

Ornek Hazirhgr

Hayvanlar hafif eter inhalasyon anestezisi altinda iken int-
rakardiyak kan alinarak 6tenazi gerceklestirildi. Otenazi sira-
sinda alinan kan 6rnekleri santrifiij edilerek serum kismi ayril-
di. Serum 6rnekleri ependorf tiipler icinde biyokimyasal ana-
lizler yapilmak (izere -20°C'de saklandi. Doku homojenatlari-
nin hazirlanmasi icin 200-300 mg doku, kan pihtisi ve eritro-
sitlerden arindirmak tizere 50 mM fosfat tamponu (pH=6.7)
ile durulandi, 1.2 ml fosfat tamponu ile homojenize edildi.
Homojenat 15 dakika stireyle 10,000 x g ve +4°C'de santrif(jj
edilerek stipernatant ayrildi, -80°C'de muhafaza edildi.

Dokuda lipit peroksidasyonu

250 pl homojenat, esit hacim 250 pl tiyobarbitiirik asit
(TBA) ayiraciyla karistirildi. Kaynar su banyosunda 1 saat
tutuldu. Soguduktan sonra 1.5 ml metanol konuldu ve 532
nm’de absorbanslar okundu. Sonugclar, malondialdehit
(MDA) icin saptanmis olan ekstinksiyon katsayisi (1.56 x 10°
M™ cm™) kullanilarak nmol/g doku cinsinden hesaplandi (13).

Dokuda protein oksidasyonu

Homojenatin protein icerigi 6lclldikten sonra 250 pl
ornek alindi ve 500 pl %20 trikloroasetik asit (TCA) ile karis-
tinldi, 11,000 x g'de santrif{ij edildikten sonra siipernatant
atildi. Cokelti tizerine 500 pl dinitrofenilhidrazin (DNPH) ila-
ve edildi. Oda sicakliginda ara ara karistirilarak 1 saat inkiibe
edildi. Uzerine 500 pl %20 TCA eklendi, 2-3 dakika bekletil-
dikten sonra, 11,000 x g'de 3 dakika santrifij edildi. Stper-
natant atildi, ¢cokelti %10 TCA ile yikandi. Tekrar santrifj
edilerek, bu islem iki kez tekrarlandi. Pellete 1 ml 1 N NaOH
eklendi ve 37°C'de tutularak ¢6ziilmesi saglandi. Olusan
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rengin absorbansi 360 nm’de okundu. Kor olarak 2 N HCI
kullanildi. Sonuglar protein karbonilleri icin ekstinksiyon
katsayisi olan 22,000 M cm™ kullanilarak nmol/mg protein
olarak ifade edildi (14).

Dokuda glutatyon tayini

Stok glutatyon (GSH) standardi hazirlandi (100 mg/dl) ve
seri dilisyon ile 10, 20, 30, 40 ve 50 mg/dl olacak sekilde
hazirlandi. Ornek hazirhdi icin 100 ul doku homojenatina
meta-fosforik asit ¢ozeltisi eklendi, 1000 x g'de 10 dakika
santrifujlendi ve supernatant ayrildi. Bir floresans plagina 200
ul fosfat tamponu pipetlendi Gizerine 10 pl standart, 6rnek ve
kontrol eklendi. Daha sonra her kuyuya 10 pl o-phtaldialdehit
ilave edildi, 15 dakika inkubasyon sonunda 350 nm'de eksi-
tasyon ve 420 nm’de emisyon olacak sekilde floresans deger-
leri alindi. Standart grafik cizilerek sonuclar grafikten okundu
ve degerler umol/g doku olarak ifade edildi (15).

Elektroforetik analiz icin 6rnek eldesi

Meme dokulari (100 mg), 2 ml soguk parcalama tampo-
nu (%0.04 EDTA), %1 Triton X-100, 1 mM PMSF ve %0.02
Tris-HCl (pH 6.8) ile parcalandi. Homojenat +40°C'de 15,000
x g'de 20 dakika santrifiij edildi. SGpernatanttaki suda ¢6zU-
nebilen proteinler, SDS-PAGE ve Western-Blot analizinde
kullanilmak tizere -70°C'de saklandi (16). Protein konsant-
rasyonlarinin belirlenmesinde Lowry yontemi kullanildi.
Sigir serum albumin ¢ozeltisi kullanilarak standart grafigi
olusturuldu (17).

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE)

Suda ¢o6zlinebilen hiicresel proteinlerin denatire jel
elektroforezi ile ayristirilmasinda %10’luk ayirma jeli ile
%5'lik yiikleme jeli kullanildi. Once jelin birinci kismi (ayirma
jeli) dokiildi ve hava ile temasi engellemek lizere jel yiizeyi
1 ml ultra saf su ile kapatildi. Polimerizasyon tamamlandik-
tan sonra (yaklasik 1 saat) ylizeydeki su uzaklastirldi ve jelin
ikinci kismi (yikleme jeli) dokillp tarak yerlestirildi. Poli-
merizasyon sonunda (yaklasik 30 dakika) jel kaseti elektro-
forez aletine (Mini-Protean 3 Cell, BIO-RAD) yerlestirildi ve
ornekler 1:1 oraninda 6rnek ylkleme tamponu ile karistiri-
lip 5 dakika kaynatildiktan sonra, her bir cepte 15ug protein

olacak sekilde uygulandi. Elektroforez islemi sabit voltajda
(200 V) gerceklestirildi. Bromfenol mavisine ait bant jelin alt
kenarina ulasana dek (40 dakika) ayirnm sirdiiriildii. islem
sonunda akim kesilerek jel kaset arasindan ¢ikarildi.

immiinolojik Analizler

Bu analizlerde, %10 poliakrilamid iceren SDS-PAGE (16)
ile ayrilan proteinler, elektroblot yontemi ile 1 saat boyunca
100 V akim uygulayarak polivinilidin difloriir (PVDF) memb-
rana aktarildi. Proteinlerin, dogru bir sekilde aktariminin yapi-
lip yapilmadigini gdstermek icin membran, proteinlere geci-
ci olarak baglanan Ponceau S boyasi ile boyandi. Daha sonra
membran %5 (w/v) stt tozu ile bloke edildikten sonra, primer
antikorla (HSP27) oda sicakhiginda 1 saat inkiibe edildi. Son
olarak, membran yikama sollisyonu 15 dakika araliklarla
degistirilerek 1 saat yikandiktan sonra, bloklama soliisyonu
icinde hazirlanan yaban turpu peroksidazi ile isaretli konjuge
antikor (kegi anti-fare IgG) oda sicakliginda 1 saat inkiibe edil-
di. Membran yikama sollsyonu ile tekrar yikandiktan sonra,
spesifik protein bantlari rontgen filmi {izerine yansitildi.

Densitometrik Analizler

Western blot ile film lizerine aktarilan goriintiler densi-
tometrede goriintilendi ve karsilastirildi. Milimetre kare
basina dlsen optik dansite hesaplandi.

Denatiire Jel Elektroforezi ve Western Blot

Dért farkli hayvan grubundan (NMU uygulananlar, NMU
ve SSP uygulananlar, SSP uygulananlar ve kontrol grubu)
elde edilen suda ¢6zlinebilen proteinler, her bir cepte 15 pug
protein olacak sekilde jellere yiiklendi. Jellerdeki proteinler
daha 6nce anlatilan yénteme gdre PVYDF membranlara
aktarildi ve membranlara aktarim Ponceau S boyasi ile
kontrol edildikten sonra HSP27 antikoru ile isleme sokuldu.
Spesifik protein bantlari, “ECL Plus Western Blotting Detec-
tion System (Amersham)” kullanilarak rontgen filmi (Hyper-
film) Gizerine yansitild.

istatistiksel Analizler

Analizlere ait tiim sayisal veriler istatistiksel olarak
degerlendirildi. Aritmetik ortalamalar ve standart sapmalar
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hesaplandi. Gruplar arasindaki farklarin anlamli olup olma-
digini belirlemek icin ANOVA (tek yonli varyans analizi;
one-way ANOVA) testi yapildi. Anlamhlik siniri olarak P<0.05
olarak kabul edildi. Bu istatistiksel islemler GraphPad Prism
4.0 paket programi ile gerceklestirildi.

BULGULAR

Hayvanlarin 6n degerlendirmesi hastalik, sag kalim, tok-
sisite, kilo alimi gibi parametreler ile yapildi. Gruplar arasin-
dakilo artisi, sag kalim, hastalik agisindan herhangi bir farka
rastlanmadi. Ayrica, haftada bir kez MNU enjeksiyonu yapi-
lan gruplarda palpasyonla muayenede timoér dokusuna
rastlanmadi.

Calismamizda karaciger, bobrek ve meme dokusu ince-
lemelerinden elde edilen sonuglar sirasiyla Sekil 1, Sekil 2 ve
Sekil 3'de verilmistir. Sekil 1'de karaciger, bobrek ve meme
dokusu glutatyon (GSH) duzeyleri, Sekil 2'de karaciger,
bobrek ve meme dokusu malondialdehit (MDA) diizeyleri,
Sekil 3'de ise karaciger, bobrek ve meme dokusu protein
karbonil (PCO) diizeyleri gorilmektedir.

Karaciger GSH
10-

" mol/g doku

Gruplar

Sekil 1a: Karaciger dokusu glutatyon (GSH) degerleri

Kontrol grubuna (n=10) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik
tuzlu su, SSP grubuna (n=10) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml sit
serumu proteinleri orogastrik gavajla verilmistir MNU grubuna (n=9)
90 giin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjekte edilmistir. MNU+SSP
grubuna (n=10) 90 giin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve
6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla verilmistir.

*Kontrol grubu ile karsilastirldiginda anlamli derecede diisiik (p<0,05)

Bobrek GSH
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Gruplar

Sekil 1b: Bobrek dokusu glutatyon (GSH) degerleri

Kontrol grubuna (n=10) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik
tuzlu su, SSP grubuna (n=10) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml st
serumu proteinleri orogastrik gavajla verilmistir MNU grubuna (n=9)
90 giin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjekte edilmistir. MNU+SSP
grubuna (n=10) 90 giin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve
6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla verilmistir.

*Kontrol ve SSP grubu ile karsilastirildiginda anlamli derecede dustik (p<0,05)

Meme GSH

" mol/g doku

Gruplar

Sekil 1c: Meme dokusu glutatyon (GSH) degerleri

Kontrol grubuna (n=10) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik
tuzlu su, SSP grubuna (n=10) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml st
serumu proteinleri orogastrik gavajla verilmistir MNU grubuna (n=9)
90 giin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjekte edilmistir. MNU+SSP
grubuna (n=10) 90 giin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve
6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla verilmistir.
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Karaciger MDA
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Gruplar

Sekil 2a: Karaciger dokusu MDA degerleri

Kontrol grubuna (n=10) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik
tuzlu su, SSP grubuna (n=10) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml sit
serumu proteinleri orogastrik gavajla verilmistir MNU grubuna (n=9)
90 gtin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjekte edilmistir. MNU+SSP
grubuna (n=10) 90 giin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve
6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla verilmistir.

*Kontrol, SSP, MNU+SSP grubu ile karsilastirildiginda anlamli derecede duisiik (p<0,05)
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Sekil 2b: Bobrek dokusu MDA degerleri

Kontrol grubuna (n=10) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik
tuzlu su, SSP grubuna (n=10) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml stit
serumu proteinleri orogastrik gavajla verilmistir MNU grubuna (n=9)
90 giin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjekte edilmistir. MNU+SSP
grubuna (n=10) 90 giin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve
6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla verilmistir.

*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli derecede duistik (p<0,05)
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Sekil 2c: Meme dokusu MDA degerleri

Kontrol grubuna (n=10) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik
tuzlu su, SSP grubuna (n=10) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml sit
serumu proteinleri orogastrik gavajla verilmistir MNU grubuna (n=9)
90 giin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjekte edilmistir. MNU+SSP
grubuna (n=10) 90 giin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve
6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla verilmistir.

*Kontrol grubu ile karsilastinldiginda anlamli derecede dustik (p<0,05)

Karaciger PCO
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Sekil 3a: Karaciger dokusu PCO degerleri

Kontrol grubuna (n=10) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik
tuzlu su, SSP grubuna (n=10) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml st
serumu proteinleri orogastrik gavajla verilmistir MNU grubuna (n=9)
90 giin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjekte edilmistir. MNU+SSP
grubuna (n=10) 90 giin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve
6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla verilmistir.

*Kontrol grubu ile karsilastinldiginda anlamli derecede ytiksek (p<0,05)
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Sekil 3b: Bobrek dokusu PCO degerleri

Kontrol grubuna (n=10) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik
tuzlu su, SSP grubuna (n=10) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml stit
serumu proteinleri orogastrik gavajla verilmistir MNU grubuna (n=9)
90 giin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjekte edilmistir. MNU+SSP
grubuna (n=10) 90 giin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve
6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla verilmistir.

*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek (p<0,05)
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Sekil 3c: Meme dokusu PCO degerleri

Kontrol grubuna (n=10) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik
tuzlu su, SSP grubuna (n=10) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml stit
serumu proteinleri orogastrik gavajla verilmistir MNU grubuna (n=9)
90 giin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjekte edilmistir. MNU+SSP
grubuna (n=10) 90 giin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve
6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla verilmistir.

*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli derecede yuiksek (p<0,05)

Tablo 1: Meme dokusu HSP 27 degerleri (ortalama + standart
sapma)

GRUPLAR OD/mm?

Kontrol (n=6) 3.149+0.432
SSP (n=9) 5.326+0.361*
MNU (n=9) 5.821+1.126*
MNU+SSP (n=7) 4.490+0.485*

*Kontrol grubu degerleri ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik g6zlenmemistir.

Elde ettigimiz sonuclar birlikte degerlendirildiginde;
tiim dokulardaki en yliksek GSH degerleri kontrol grubun-
da en diistik degerler ise MNU grubunda bulundu, tiim
dokularda en yiiksek MDA ve protein karbonil degerleri
MNU grubundaki sicanlarda en diisiik MDA ve protein kar-
bonil degerleri ise kontrol grubunda gézlendi. Calismamiz-
da HSP 27 6lciimii yalnizca meme dokusunda yapilmis, en
yiksek HSP 27 miktari MNU enjeksiyonu yapilan grupta
bulunmus, en diisiik miktar ise kontrol grubunda tespit
edilmistir. Ancak degerler arasinda istatistiksel acidan
anlamli bir farklilk yoktur (Tablo 1). Sekil 4'de her gruptan
birer 6rnek membran goriintisi verilmistir.

TARTISMA

Kanserden 6lim nedenleri arasinda akciger kanserin-
den sonra ikinci sirada yer alan meme kanseri, gelismekte
olan Ulkelerde yasayan kadinlar arasinda en sik goriilen
malignansilerden biridir (18). insan meme kanseri modelle-
ri icin yaygin olarak DMBA veya MNU ile indiklenmis meme
timorleri kullanilmaktadir (19). Her iki kimyasal da meme
dokusunda etkili olup, olusan tiimérler duktal orijinlidir ve
farkl hormonlara pozitif yanit verir. DMBA ile indlklenmis
timorler MNU ile indiiklenmis olanlara gére daha fazla pro-
laktin bagimh ve daha az agresif tiirdedir (20). MNU ile
indiiklenmis deneysel calismalar DMBA'ya gore dstrojene
daha bagimli, bélgesel invazif ve metastaza daha yatkindir
(21). Deneysel meme kanseri calismalarinda, in vivo hayvan
modelleri kullanilarak ¢esitli ajanlarin koruyucu etkileri gos-
terilmistir (22).

Sit serumu yapisinda immiinoglobulinler, serum albi-
min, a-laktalbiimin, B-laktoglobiilin ve bazi kii¢iik peptitleri
icerir (23). Stit serumunun antioksidan aktivitesinin icerigin-
deki enzimlerden ve vitaminler gibi faktorlerden ileri geldi-
gi dusunilmektedir (24). Bu proteinlerin antioksidan, anti-
mikrobiyal, immin yanit, agiz saghgi gibi insan saghgini
korumadaki pozitif etkilerinin yani sira meme kanseri, pros-
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MW KDa:

118 KDa B-galaktozidaz
90 KDa BSA

50 KDa Ovalbimin

36 KDa Karbonik anhidraz

27 KDa B-Laktoglobiilin
20 KDa Lizozim

Sekil 4a: Kontrol grubuna ait PVDF membran goriintisi

Kontrol grubuna (n=6) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik tuzlu su, SSP grubuna (n=9) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml siit serumu
proteinleri orogastrik gavajla verilmistir MNU grubuna (n=9) 90 glin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjekte edilmistir. MNU+SSP grubuna (n=7)
90 glin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla verilmistir.

Olgiimler (g tekrarli olarak yapildi. Kontrol grubu diger gruplarla karsilastirildiginda anlamli bir farka rastlanmadi.

MW KDa:

118 KDa B-galaktozidaz
- 90 KDa BSA

~ 50 KDa Ovalbimin

36 KDa Karbonik anhidraz

27 KDa B-Laktoglobiilin
- 20 KDa Lizozim

Sekil 4b: SSP grubuna ait PVDF membran goriintisi

Kontrol grubuna (n=6) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik tuzlu su, SSP grubuna (n=9) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml siit serumu
proteinleri orogastrik gavajla verilmistir MNU grubuna (n=9) 90 giin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjekte edilmistir. MNU+SSP grubuna (n=7)
90 giin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla verilmistir.

Olctimler Uic tekrarh olarak yapildi. Kontrol grubu diger gruplarla karsilastirldiginda anlamli bir farka rastlanmadi.

MW KDa:

«— 118 KDa B-galaktozidaz
90 KDa BSA

< 50 KDa Ovalbiimin

. 36 KDa Karbonik anhidraz

- 27 KDa B-Laktoglobiilin
20 KDa Lizozim

Sekil 4c: MNU grubuna ait PVDF membran goriintisu

Kontrol grubuna (n=6) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik tuzlu su, SSP grubuna (n=9) 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml siit serumu
proteinleri orogastrik gavajla verilmistir MNU grubuna (n=9) 90 glin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjekte edilmistir. MNU+SSP grubuna (n=7)
90 glin ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla verilmistir.

Olgiimler (¢ tekrarli olarak yapildi. Kontrol grubu diger gruplarla karsilastirildiginda anlamli bir farka rastlanmadi.
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tat kanseri, kolon kanseri ve uterus kanseri gibi kanser tirle-
rinde de antikarsinojenik etkisi gosterilmistir (14). Bir diger
arastirma da gastrik ve hepatik lipit peroksidasyonu ile
indiiklenen dlserin diyetle alinan siit serum proteinleri etki-
siyle azaltildigini g6stermektedir (25). Ayrica diyetle alinan
st serumu proteininin sicanlarda olusturulan timér geli-
sim slirecinde kronik global gen ekspresyonunu degistirdi-
gi de gosterilmistir (26). Ayni calismada diyetsel soya ve siit
serumu proteinlerinin karsinojen aktivasyonunda yer alan
karaciger ve meme dokusu faz | enzimlerinin ekspresyonu-
nu baskiladigi rapor edilmistir. Yapilan in vivo calismalar-
dan biri de kolon ve meme tlimorlerinde reaktif oksijen ve
azot turleri hakkinda olup, meme tiimorlerinde stiperoksit
radikalinin normal dokulara gére arttigini bildirmektedir
(27).

Calismamizda, kimyasal bir karsinojen olan MNU ile
olusturulan deneysel meme tiiméri modeli kullanilarak sut
serumu proteinlerinin koruyucu etkisi arastirildi ve oksidatif
stres parametreleri olan GSH, MDA, PCO ve HSP27 molekiil-
lerinin dokulardaki degisikliklerinin ortaya konmasi amag-
landi.

MNU enjeksiyonu yapilan sicanlar 130 glinlik oldukla-
rindan meme gelisimleri tamamlanmisti, buna bagl olarak
terminal duktus gelisimleri tamamlanan sicanlarda MNU
uygulamasi sonrasinda gelismesi beklenen siirede makros-
kopik olarak timor tespit edilemedi. Ancak verilen madde-
nin ileri derecede karsinojen olmasindan dolayi oksidatif
stres parametreleri agisindan inceleme yapildiginda MNU
enjeksiyonu yapilan sicanlarda, tiim dokularda MNU etki-
siyle oksidatif stres kosullari olusturuldugu gézlendi. MNU
enjeksiyonu ile birlikte siit serumu proteinleri verilen grup-
larda bu parametrelerin normal degerlere yaklastigi géz-
lendi.

Siit serumu proteinleri MNU'nun sebep oldugu oksida-
tif stresin etkilerini ortadan kaldirmaktadir. Arastirmalar bu
proteinlerin yiiksek oksidatif stres ile immin yetersizligin
tedavisinde kullanilabilecegini gostermektedir. Timor geli-
simi sirasinda oksidatif stresle savasan dokularda GSH kon-
santrasyonlari artmaktadir (28). Arastirmamizda MNU gru-

bundaki sicanlarin karaciger MDA degerleri tim gruplardan
ylksek bulunmustur. Bu gruptaki sicanlarin karaciger MDA
degerleri kontrol grubuna gore anlamli derece yiiksek iken,
MNU enjeksiyonu ile birlikte stt serum proteinleri verildi-
ginde bu deger anlamli derecede diismektedir. Dolayisiyla,
st serumu proteinlerinin karsinojen madde ile indiiklenen
MDA miktarlarini anlamli oranda diistirdigu gézlenmistir.
Meme dokusunda da en yiiksek MDA degeri MNU enjeksi-
yonu yapilan grupta tespit edilmistir.

Sit serumu proteinlerinin icerdikleri laktoferrin (LF) ve
a-laktalblmin etkisiyle dokularda lipit peroksidasyonunu
azalttigi dsiinilmektedir. Stt serumu proteinlerinden biri
olan LF'nin oral yoldan alindiginda kimyasal karsinojenle
indiiklenen kolon, karaciger ve 6zafagus timorlerini baski-
ladigi bildirilmistir (29). LF karsinogenezde tiimore etkileri-
nin yani sira, farelerde kemoterapi sirasinda humoral ve
hiicresel immiin yaniti da hizlandirmaktadir (30). Tumor
tastyan farelere oral yoldan verilen LF, intestinal epitel hiic-
relerden IL-18, lamina propriadan IFN-y, intestinal mukoza-
dan CD4+, CD8+ ve NK hiicrelerinin dretimini arttirmistir
(31,32). Ayrica, farelerde oral yolla alinan rekombinant
insan LF'in, meme kanseri ile skuam&z kanserin timor geli-
simini engelledigi bildirilmistir.

Sonug olarak, hem bizim ¢alismamizdaki bulgular hem
de literatuirdeki bilgiler, antioksidan, antimikrobiyal, antitu-
moral etkileri oldugu bilinen siit serumu proteinlerinin ayri-
caicerdikleri LF, a-laktalbimin, B-laktoglobiilin gibi spesifik
proteinler araciligiyla meme kanseri ve diger kanser tirleri-
ne karsi koruyucu etkiye sahiptir. Yapilacak ayrintili biyo-
kimyasal ve molekiiler calismalar araciligryla bu molekiille-
rin etkileri incelenmelidir.
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