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Kanserli ve Saghkh Larenks Dokularinda ICP-MS Yontemi ile Eser Elementler Analizi

Omer Faruk KOCAK!, Mevliit ALBAYRAK?, Fatma Betiil OZGERIS?

OZET: Eser elementler viicudun diizgiin calismast icin gereklidir. Biyolojik element
konsantrasyonundaki degisiklikler ¢ok sayida patolojik durumda gozlenmistir. Bu ¢alismanin amaci,
larenks dokularindaki eser element konsantrasyonunun degerlendirilmesidir. Calismada larenks kanseri
teshisi konmus 9 hastanin kanserli larenks dokular1 ve ayni hastalarin saglikli larekns dokulari
kullanilmistir. Larenks dokularindaki Al, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Ag, Cd, Sb ve Pb seviyeleri,
Endiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP-MS) kullanilarak belirlenmistir. Sonuglar kontrol
grubu ile karsilastirildi ve larenks kanserli dokularda Cu seviyesinin saglikli dokulara gore anlaml
derecede (p <0.05) yiiksek oldugu ve Al, Cr, Mn, As, Se, Ag ve Sb elementlerinin derisiminin ise saglikli
dokulara gbre anlamli derecede diisiik oldugu bulundu. Bu sonuglar, larenks kanseri etyolojisinde eser
elementlerin 6nemli rolleri oldugunu diistindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Larenks kanseri, eser elementler, indiiktif eslesmis plazma-kiitle spektrometresi,
FFPE doku

Trace Elements Analysis in Cancer and Healthy Larynx Tissues by ICP-MS Method

ABSTRACT: Trace elements are necessary for the body to function properly. Changes in biological
element concentration have been observed in a number of pathological conditions. The aim of this study
Is to evaluate the trace element concentration in the larynx tissues. Cancer laryngeal tissues and healthy
larynx tissues of the same patients were used in the study. Al, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Ag, Cd,
Sb and Pb levels in the larynx tissues were determined using Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry (ICP-MS). The results were compared with the control group and it was found that Cu
level in tissues with laryngeal cancer was significantly higher (p <0.05) compared to healthy tissues, and
the concentration of Al, Cr, Mn, As, Se, Ag, and Sb elements was significantly lower than healthy
tissues. These results suggest that trace elements play an important role in the etiology of laryngeal
cancer.
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GIRIS

Larenks kanseri tim kanserlerin %2’sini meydana getirmekle birlikte bag-boyun bolgesi kanserleri
igerisinde en sik goriilenidir (Caloglu ve ark., 2005). Larenks kanseri insidansi, genetik faktorler de dahil
olmak tizere hem ekzojen hem de endojen faktorlerden etkilenir. Son zamanlarda, ¢alismalar bazi eser
elementlerin malign tiimor insidans1 ve ilerlemesi stirecinde 6nemli bir role sahip oldugunu gostermistir
(Kaba ve ark., 2014; Shang ve ark., 2014; Kohzadi ve ark., 2017; Samavarchi ve ark., 2018). Toksik
metaller, metabolizma, detoksifikasyon ve onarim siireglerinde yer alan hiicresel bilesenler ve enzimler
tizerinde olumsuz bir etkiye sahipken, temel elementlerin katkis1 mineral eksikligi ve onunla iligkili
problemler acisindan yorumlanabilir. Mikro ve makronutrientlerin uygun konsantrasyonlari ve oranlari
siiphesiz homeostazi etkileyen en 6nemli faktorlerdir. Bu dinamik denge durumu, insan viicudunun
diizgiin ¢aligmasini saglamak i¢in ¢ok 6nemlidir (Bleackley ve MacGillivray, 2011).

Esansiyel elementler, yasami siirdiirmek icin gerekli olan metabolik ve fonksiyonel gida
bilesenleri olarak tanimlanir. Hem eser element eksikligi hem de fazlalig1 fizyolojik bozukluklara yol
acar ve yiiksek metal konsantrasyonu toksik etkiler gdsterebilir (Banfalvi, 2011). Ornegin Cinko (Zn),
bakir (Cu) ve magnezyum (Mg) iyonlari, dogal bir oksidan bariyer gorevi géren antioksidan enzimlerin
bilesenleridir ve eksikligi durumunda ortaya ¢ikan oksidatif stres, timor olusumunu tesvik eder (Golasik
ve ark., 2015). Bununla birlikte, fazla Zn ve Cu, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve DNA dahil farkli hiicre
bilesenlerine zarar veren oksidatif stres tireterek oksidan 6zellikler gostermistir (Kohzadi ve ark., 2017).
Pb, Hg ve Cd gibi diger baz1 eser elementler enzimleri dogrudan inhibe edebilir ve enzimlerin normal
islevlerini bozabilirler (Reddy ve ark., 2003). Bu gibi nedenlerle, insan popiilasyonunda temel metallerin
biyolojik olarak izlenmesi Onemli bir konu haline gelmistir. Kanser durumunda, metal
konsantrasyonunun degerlendirilmesi hakli ve gereklidir.

Ne yazik ki, kan analizi tiim viicuttaki gercek konsantrasyonu yansitmayabilir, ¢ilinkii organizma
metallerin yonetimindeki bozukluklari maskeleyen homeostatik mekanizmalar saglar. Su anda ilgi, insan
viicudundaki degisikliklerin degerlendirilmesine izin verecek en uygun biyolojik materyalin se¢imine
odaklanmaktadir (Golasik ve ark., 2015). Bu durum kanser ve eser element iliskisi iizerine yapilan
caligmalarda biyolojik materyal olarak siklikla kulanilan dokular1 akla getirmektedir. Ancak ameliyat
sonrasi ¢ikarilan yas dokular doku bazli kuru veya 1slak agirliktan kaynaklanan hesaplama hatalar1 ve
kanserli alan1 tam olarak temsil eden numunenin alinmasindaki zorluklar gibi sebeplerle hatali sonuglara
neden olabilmektedir (Yaman, 2006). Bu nedenlerle, ¢alismamizda FFPE (formalin fixed paraffin
embedded) dokular1 tercih ettik. Patoloji boliimleri ve aragtirma enstitiileri FFPE doku bloklarini
histopatolojik incelemeler i¢in rutin olarak kullanirlar. FFPE dokular kuru sekilde tartilabildigi ve
kanserli alan mikroskop altinda incelendigi icin hem hesaplamalarda hem de kanserli alan1 temsil eden
kisimda hatay1 en aza indirmektedir. FFPE dokularinin ayrica ¢alismalarda kullanilabilecek genis bir
arsiv olanagi saglar (Yaman, 2018).

Bu c¢aligmada larenks kanseri hastalarmin kanserli dokularin1 ve ayni hastalarin saglikli larenks
dokularinin ICP-MS yontemi ile bazi eser elementlerin (Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Se, Ag, Cd ve Pb)
analizini yaparak karsilastirmay1 amacladik. Eser element diizeyinin diyet ve ¢evresel faktorlerden Gtiirii
farklilik gosterebildiginden Gtiirii kontrol grubu olarak ayni hastalarin kullanilmasinin ¢aligmanin
dogrulugunu olumlu etkileyecegini diistinmekteyiz.

MATERYAL VE METOT

Kimyasallar
Kullanilan tiim kimyasallar suprapur olarak tercih edilmistir. Etanol (saflik>% 99) ve Ksilen
(saflik>% 99) Sigma-Aldrich'ten (St. Louis, MO) temin edildi. 26 element iceren ¢oklu standart (% 5
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HNOj3 i¢inde 100 ml), 100 mL I¢ Standart (% 10 HNOs3 i¢inde 100 mL), Tune Cézeltisi (% 2 HNOs
icinde 500 ml), Nitrik asit (saflik>% 65) ve hidrojen peroksit (saflik>% 31) Merck'ten (Darmstadt,
Almanya) satin alinmis ve daha fazla saflastirilmadan kullanilmistir.

FFPE Dokular

Calismamizda kullanilan FFPE doku &rnekleri Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi’den alinan etik
kurul onay1 alindiktan sonra Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali'ndan
saglanmistir. Calismada kullanilan FFPE’ 1i parafin bloklar 9 hastanin histopatolojik degerlendirmeler
sonucunda tanis1 konmus larenks kanserli ve saglikli doku 6rneklerine aittir. Saglikli doku bdlgeleri ayni
hastanin larenks kanseri doku orneklerinden izole edildi ve kontrol olarak kullanildi. Formalinle
sabitlenmis ve parafine gomiilmiis doku Ornekleri daha Once tarif edilen protokol uygulamak tizere
hazirlanmistir (Canene Adams, 2013). FFPE doku bloklari, 10 um kalinliginda kesitler elde edilmek
tizere mikrotom cihazi ile kesildi ve deparafinizasyon islemi yapilmak iizere 2 mL’lik eppendorf
tiiplerine konuldu.

FFPE Dokularin Deparafinizasyonu

Her numune iki pargaya boliindii ve deparafinizasyon islemini verimli bir sekilde yapmak icin 2
mL numune tiiplerine aktarildi. FFPE doku 6rnekleri dnce bir firinda 60°C'de 60 dakika inkiibe edildi.
FFPE ornekleri daha sonra 5 dakika boyunca iki kez 1 mL ksilen ile yikandi. Numuneler bir SpeedVac
icinde kurutuldu. Doku 6rneklerinin rehidrasyonu i¢in, numuneler daha sonra 5 dakika boyunca, %90,
%80 ve %0 (h/h) etanol ile yikandi. Her yikama asamasindan sonra etanol fazi uzaklastirildi ve doku
ornekleri bir SpeedVac i¢inde kurutuldu.

ICP-MS Analizi

Analiz edilecek elementlerin (Al, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Ag, Cd, Sb ve Pb) standart
cozeltileri, artan konsantrasyonlarda %2 nitrik asit ¢6zeltisi kullanilarak hazirlandi. Kalibrasyon egrileri
cizildi ve analiz sirasinda kalibrasyon egrisinde meydana gelen sapmalari diizeltmek igin Indiyum,
Skandiyum, Germenium ve Bizmut i¢ standart olarak kullanildi. Analiz i¢in Endiiktif Eslesmis Plazma
Kiitle Spektrometresi (ICP-MS, Agilent 7700) kullanilmistir. Dokular tartilarak vida kapakli(15 ml)
tiiplere konuldu. Uzerlerine 400uL nitrik asit ve 100uL hidrojen peroksit ¢ozeltileri ilave edildi. 120
dakika mikro dalga cihazinda (Ethos Easy, Milestone) 100 derecede yakildi. Numunelerin {izerine 9.5
ml deiyonize su ilave edildi vortexlendi ve analize hazir duruma getirildi. ICP-MS sistemi 1550 w radyo
frekans giiclinde calistirildi ve 4.3 mL/dak He akis hizi, 15 L/dak argon (Ar) plazma gaz akis hizi; ve
sirastyla 1 L/dak ve 0.99 L/dak Ar yardimci ve tasiyict gaz akis hizi olarak yontem sartlari belirlendi ve
analizler yapildi.

Istatistiksel Analiz

Caligmada istatistiksel analiz i¢in IBM SPSS 20.0 paket programi kullanildi. Kanser ve saglikli
dokulardaki eser element konsantrasyonlarini karsilastirmak i¢in bagimsiz drnekler t-testi kullanilmistir.
p <0.05 anlamli, p < 0.001 ise ¢ok anlaml1 kabul edildi.

BULGULAR VE TARTISMA

Analiz edilen tiim eser elementlerin konsantrasyonlar1 Cizelge 1I' de 6zetlenmistir. Cizelge 1
incelediginde Al, Cr, Mn, As, Se, Ag ve Sb elementlerinin saglikli dokularda kanserli dokulara oranla
istatisitksel olarak anlamli (p <0.05) sekilde yiiksek oldugu ve 6zellikle Al’nin ¢ok anlamli (p < 0.001)
olarak kanserli dokularda diistiigii gézlenmistir. Cu elementi ise saglikli dokularda 17.41 ppm derisime
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sahipken kanserli dokularda 41.18 ppm seviyesine yiikselerek anlamli derecede (p <0.05) farklilik
gostermistir.

Kanserli dokularda Zn ve Cd elementlerine ait eser element konsantrasyanlar1 saglikli dokulara
gore daha yiiksek olmasina ragmen bu farkliliklarin istatistiksel olarak anlamlilik ifade etmedigi
gorilmistir. Co, Ni, Se, Ag ve Pb elementlerinin ise saglikli dokulardaki derisimleri kanserli
dokulardakine gore istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen daha yiiksektir.

Cizelge 1. Tiimorlil ve tiimorsiiz lareks dokularinda eser element diizeyleri ve istatistiksel sonuclar

Grup N Ortalama mg kg* Standart sapma  Ortalama Hata P degeri

Al Timorsiiz 9 15.56 2.85 0.95

Tumorli 9 6.88 2.71 0.90 0.000
Cr Tiimorsiiz 9 2.59 1.16 0.39

Timorli 9 1.29 0.43 0.14 0.006
Mn Tiimorsiiz 9 1.86 0.97 0.32

Timorli 9 0.96 0.40 0.13 0.021
Co Tiimorsiiz 9 0.16 0.32 0.11

Timorli 9 0.03 0.01 0.00 0.24
Ni Tiimorsiiz 9 0.77 0.24 0.08

Tiumorli 9 0.44 0.48 0.16 0.085
Cu Tiimorsiiz 9 17.41 5.90 1.97

Tiumorli 9 41.18 19.07 6.36 0.003
7n Timorsiiz 9 40.21 17.06 5.69

Tiumorli 9 50.71 9.78 3.26 0.129
As Timorsiiz 9 0.56 0.39 0.13

Tiumorli 9 0.12 0.13 0.04 0.006
Se Timorsiiz 9 1.38 1.08 0.36

Tiumorli 9 0.61 0.52 0.17 0.074
Ag Timorsiiz 9 0.16 0.29 0.10

Tumorli 9 0.03 0.02 0.01 0.19
cd Timorsiiz 9 0.22 0.14 0.05

Tiumorli 9 0.33 0.35 0.12 0.401
sh Timorsiiz 9 29.81 19.06 6.35

Tumorli 9 13.96 5.14 1.71 0.028
Pb Timorsiiz 9 1.44 0.77 0.26

Tiumorli 9 1.42 0.90 0.30 0.958

Canli organizmalarda gerekli elementlerin uygun diizeyde son derece Onemli oldugu,
eksikliklerinin karsinogenez ile iligkili olabilecegi, bir¢ok hastaligin ve patolojik durumun tanisinda
metallerin belirlenmesinin tavsiye edilebilirligi ve etkinligi son yillarda yapilan birgok aragtirmada
dogrulamistir (Golasik ve ark., 2015).

Calismamizda lareks kanserli hastalarin FFPE dokularinda Al, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se,
Ag, Cd, Sb ve Pb konsantrasyonlarini inceledik. Sonuglar, yliksek standart sapma ile kanitlandig: gibi,
cok cesitli metal dagilimlari gostermistir. Bunun nedeni, biyolojik malzemedeki elementlerin
konsantrasyonunun yas, cografi bolge, beslenme ve igme suyundaki elementler gibi birkag faktore bagl
olmasidir (Rgbacz ve ark., 2010; Mikulewicz ve ark., 2013).

Bakir midede az duedonumda fazla emilir. Emilen bakir albiimin ve histidinle kompleks
olusturarak karacigere tasinir. Karacigere tasinan Cu; plazmadaki Cu’nun %95’ini olusturan
seruloplazmin seklinde salinir. Bakirin viicuda fazla alinmasi hiicrelerde ROT olusumuna sebep olan
oksidan oldugu bilinmektedir. Bakirin indiikledigi oksidatif hasar genellikle yiiksek derecede reaktif
olan OH radikalinin olusumuyla gerceklesir ve bu olusan radikalde dokulara hasar veren lipid
peroksidasyonunu baglatabilmektedir. Son yirmi yilda yapilan c¢alismalarla tiimoriin hem etyolojisinde
hemde biiylimesinde bakirin rolii oldugu gosterilmistir (Goodman ve ark., 2004; Brewer, 2005). Bu
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durum caligmamizda gozledigimiz Cu konsantrasyonun kanserli dokularda ki yiikselmesini
aciklamaktadir.

Se ile kanser arasinda bazi iligkiler saptanmis ve yliksek dozda hematolojik tiimorlerin tedavisinde
etkili oldugu ileri siirilmiistiir. Ancak daha sonra yapilan ¢alismalarda yiiksek dozda, laboratuvar
hayvanlarinda siroz ve hepatoseliiler tiimorlere yol agtigi bildirilmistir. Kanser ve Se arasinda bir iliski
oldugu yolundaki goriis, Se’nin makromolekiilleri oksidasyon stresinden korudugu ve glutatyonun bir
bilseni oldugu anlasildiginda anlamli bulunmustur (Schwartz, 1975). Larenks dokulari agisindan Se
miktarmin saglikli dokularda kanserli dokulara oranla daha yiiksek ¢cikmasi bu bilgilerle acgiklanabilir.

Kanserli ve saglikli dokularin element diizeylerinin karsilagtirdigimiz bu c¢alismada hasta ve
kontrol grubu olarak kullandigimiz dokularin ayni kisilere ait olmasi, eser element diizeylerinin kanserle
iligkisi lizerine yapilan arastirmalarin giivenirliligini azaltan yas, cografi bolge, beslenme ve i¢me
suyundaki elementler gibi perdeleyici etkenlerin disarda birakilmasini saglamistir. Calismamizin diger
bir avantaji1 ise yas doku yerine FFPE dokular kullanilmasidir. Ciinkii ameliyat esnasinda ¢ikarilan taze
dokularla ¢aligmalar da numunenin tam olarak kanserli veya saglikli alan1 temsil etmeyebilmesi ve
dokularin tartiminda taze veya kuru agirhik farklilik gostereceginden celiskili sonuclar elde
edilebilmektedir (YYaman, 2006).

Literatiir incelendiginde kanserli ve saglikli dokularda yapilan ve bizim sonuglarimizi destekler
nitelikte birkag eser element ¢aligmast mevcuttur (Rostkowska Nadolska ve Pospiech, 1999; Niedzielska
ve ark., 2000; Khlifi ve ark., 2013; Dobrowolski ve ark., 2014). Ancak yaptigimiz arastirmalarda FFPE
lareks dokularinda yapilan herhangi bir ¢alismaya rastlayamadik. Ornegin Rostkowska ve arkadaslar:
(Rostkowska-Nadolska ve Pospiech, 1999) larenks tiimoriinde arsenik, nikel, bakir, kadmiyum, kursun
ve kobalt konsantrasyonunun kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugunu ve selenyum, ¢inko ve
demir konsantrasyonun daha diisiik oldugunu bulmuslardir. Niedzielska ve ekibi (Niedzielska ve ark.,
2000) ise larinksin neoplazmatik dokularindaki magnezyum, ¢inko ve bakir seviyeleri, atomik
absorpsiyon spektrofotometrisi kullanilarak belirlenmis ve ¢inko ve bakir diizeylerinin kontrol grubuna
gore diistik oldugunu belirtmistir. Bir baska calismada ise eslestirilmis plazma optik emisyon
spektrometresi (ICP-OES) ve atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS) teknikleri ile lareks dokulari
analiz edilmis, saglikli doku kanserli olanla karsilastirilmis ve Zn, Cd, Cu, Al, Ni ve Co igeriginin
kanserli dokularda daha diisiikk oldugu gosterilmistir (Dobrowolski ve ark., 2014). Rim ve arkadaslar
(Khlifi ve ark., 2013) Atomik Absorpsiyon Spektrometresi kullanilarak 101 bas ve boyun kanseri
hastasinin tiimdr dokulardaki As, Cd, Cr ve Ni konsantrasyonlarinin saglikli dokulara gére daha yiiksek
oldugu sonucuna ulagsmiglardir. Bizim c¢alismamizda ise Cu, Zn ve Cd seviyesi kanserli dokularda
yiiksek iken Al, Cr, Mn, As, Se, Ag, Pb ve Sb elementlerinin derisimi diisiiktiir. . Fazla Zn ve Cu, reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ve DNA dahil farkli hiicre bilesenlerine zarar veren oksidatif stres iireterek oksidan
Ozellikler gosterdigi bilinen bir gergektir (Kohzadi ve ark., 2017). Bu durum g¢alismamizi ispatlar
niteliktedir.

Goriildiigii tlizere yapilan caligmalar birbirlerini destekleyen sonuclarla beraber celiskilerde
icermektedir. Bunun nedeni olarak kullanilan ydntem ve biyomateryalin farkliligi oldugunu
diistinmekteyiz. Kanserli olmayan dokulara kiyasla kanserli dokularin eser element
konsantrasyonlarindaki artis veya azalmalar {lizerine literatlirdeki farkliliklar; doku bazli kuru veya 1slak
agirlik, farkli hassasiyetler ve dogrulugu etkileyen analiz yontemlerinin temeli ve kanserli veya kanserli
olmayan alan1 temsil eden numunenin alinmasindaki zorluklar gibi birkag neden olabilecegi belirtilmistir
(Yaman, 2006). Bu olumsuzluklari azaltabilmek ve ge¢mise doniik birgok hastanin doku analizini
yapabilmek i¢in FFPE dokular kullandik. Doku bazli kuru veya 1slak agirlik ve kanserli veya kanserli
olmayan alani temsil eden numunenin alinmasindaki zorluklarin asilmasinda FFPE dokularin
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kullanilmast etkili olmustur. Ayrica ICP-MS yontemi kullanmamiz, ¢alismamizi diger ¢alismalardan
ayrran Onemli bir unsurdur. Ciinkii ICP-MS ile saglanan tayin limitleri diger yoOntemlerle
saglanamamaktadir ve izotop analizi yapilamamaktadir. ICP-MS cihaz ile ¢ok genis bir aralikta (ppt-
ppm araliginda) dogrusallik saglanarak calisilabilmektedir. Analiz siiresi bakimindan da diger
yontemlere gére 6nemli derecede iistiinliik saglanabilmektedir (Caner, 2014).

SONUC

Calismamizda larenks kanserli dokularda Cu seviyesinin saglikli dokulara gére anlamli derecede
yiiksek oldugunu ve Al, Cr, Mn, As, Se, Ag, ve Sb elementlerinin derisiminin ise saglikli dokulara gore
anlamli derecede diislik oldugunu saptadik. Bu veriler dogrultusunda larenks kanseri etiyolojisinde eser
elementlerin 6nemli rolleri oldugu diistiniilmektedir. Ancak bu rollerin aydinlatilmasinda beslenme,
sigara kullanim1 ve cografi bolge gibi eser elementlere maruziyeti etkileyen unsurlarin daha net bir
sekilde ortaya koyulmasinin gerektigi goriilmektedir. Bu sonuglar kanser hastalarinin tan1 ve tedavisi ile
ilgili calismalara Onciiliikk edecektir. Calismamizda, FFPE dokular1 kullanarak ve ICP-MS yontemini
tercih ederek, eser elementler ve kanser arasindaki iliskinin daha agik bir sekilde ortaya ¢ikacagini ve
larenks kanserinde eser element analizi ile ilgili ¢calismalarin ¢eligkilerinin azaltilacaginm diisiiniiyoruz.
Ayrica bu ¢alismanin kanserli ve saglikli dokularin eser element diizeyleri tizerindeki arastirmalara da
151k tutacagina inaniyoruz.
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