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TOJENETIK VE HISTOPATOLOJIK OZELLIKLERI UZERIN-
DE ARASTIRMA *’**

Erdogan Ertiirk o

Study of the pathogenesis and histopathological characteris-
tics of tumors induced in rats by oral administration of
4,6-Dimethyl-2-(5-nitro—2-furyl)pyrimidine (DNFP):

Summary : DNFP was fed to 32 female, 3-week-old, Sprague-Dawley rats at a
dose of 0.04 9 by weight in diet for 42 weeks (mean: 6 mg/day/rat; or 43 mgfwecek/rat;
or 1.8 gfrat/42 wecks) followed by control’s ration (Wayne Lab Blox, Allied Mills Inc.,
Chicago, Illinois, USA) for an additional 17 wecks period. Epidermoid carcinoma of fo-
restomach was induced in 30/30 rats. Of these, 3 were limited to mucosal or submucosal
layers, 21 demonstrated muscular invasion including all three layers, 4 with the penctra-
tion throughaut the wall into serosal tissues, and the Jast 2 werc metastatic to the regional
lymph node, pancreas, splcen, liver, and the kidney capsule. Since the first forestomach
carcinoma was found in the 42 and week, the required latency should be shorter. Anap-
lastic hacmangioendotheliosarcomas decveloped in the small intestine and mesentery of
18 rats (60 9) werc also found in the liver of 6, and in the pancregtic stroma of 3 rats.
The detection time of these sarcomas was 46 weeks, and the latency period should also be
shorter, since that included the time of progression. The leiomyosarcoma of intestinal smooth
muscular wall was another mesenchymal neoplasm, and was induced in 3 cases (10 %).
The breast tumors were produced in 12 rats (40 %) with a palpation time of 46 wecks. They
were fast growing multiple masses localized along the two sides of the trunk. Containing
a considerable amount of stroma and a moderate amount of parenchymal elements of milk
ducts or follicles they were diagnosed as fibroadenocarcinoma due to the disrupted base-
ment membranes, high mitotic activity, and invasiveness. They were encopsulated, and

* Bu yazi ayni adi tasityan Dogentlik Tezi'nden 6zetlenmistir.
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no metastasis was detected. Only onc mammary fibroadenoma, and one fibroadenocar-
cinoma was found in the evaluated 35 control rats.

These results suggest that DNFP is a very potent alimentary and mammary carcino-
gen among tested 5-Nitrofuran derivatives, though the action mechanism is yet to be studied
in morc detail.

Ozet : Icerisine agirlik¢a % 0.04 oraninda DNFP kaulan ticari yem, 3-hafualik,
Spraguc-Dawley wrki, 32 disi sisina, 42 hafta siireyle yedirilmis, 36 sican da kontrol olarak
bulundurulmustur. Yenen DNFP miktari. sican basina giinde ortalama 6 mg, haftada 43
mg ve tim deneme siiresince de 1.8 g. olarak hesaplanmisur. Otopsi ve histopotolojik yok-
lamalar sonunda, énmide yasst cpitel hiicreli karsinomu 30/30 olayda; haemangioendot-
heliosarcoma incebarsak ve mezenteriyumda (18/30). karacigerde (6/30) ve pankreas’ta
(3/30); inccbarsakta lciomyosarcoma (3 olayda) ile memede miiltifokal fibroadenokarsi-
noma (12/30) tesbit edilmistir.

Giris

Nitrofuran tiirevleri, antibiyotik, antiparaziter ve antitimor
gibi cesitli biyolojik etkilere sahiptir 20’44’¢1, Bu bilesiklerin, fiiran
heterosikliginde yer alan Nitro grubunun, enzimler aracihifiyla, ilkin
hidroksilaminofiiran’a ve daha sonra da aminofiiran sekline indir-
genip e’ 73224347 glijkuronat, siilfat, fosfat ya da basgka asitlerlc
esterlegtirilerck digariya atildiklan anlagilmigtir. 43’447, Nitrofiiran
sinifindan bazi karsinojen bilesikler, diger bir¢ok aromatik nitro ve
amino sinifina giren kanserojenlerde oldugu gibi, metabolizmadan
sonra kanser yapma o6zelli§i kazanirlars. Bu giine kadar nitrofiiran
tirevleri arasinda birgok maddenin kanser yapti§l ortaya cikmig
bulunmaktadir s~ 1197304048’ s6. Bunlar arasinda Formik asit 2—
[4-(5-nitro-2-fiiril)—2—tiyazolil Jhidrazit ~ (FNT) énemli bir yer
tutar. Bu bilesikteki yapisal degisikliklerle karsinojen etkinin de
onemli degisiklige ugradigi ve yeni maddenin bagka organlarda kan-
serojen oldugu goérilmistiir 7 11, N-[4—(--Nitro—2—fiiril)-2--tiyazolil ]
formamid (FANFT) ve 5-Asctamido-3-(5-nitro—2-fiinl)-6H,1,
2,4-oksadiazin (ANFO) gibi ayn yapida olan nitrofiiran térevleri
belirli organlan scgerler. FANFT, ézellikle sidik kesesinden 20724
2630600, ANFO ise damar cndotellerinden kok alan, kotii huylu tii-
timérler meydana getirirler27. Kanserojen maddclerde goriilen
organotropizm, genellikle bilesigin kimyasal yapisina ve dency hay-
vaninin metabolizmasina bagh bulunur?1s’21°22729°3s. Nitrofiiran

tiirevi kanserojenler sicanda memede, tikirik bezinde, bobrekte

ve sidik kesesindes 7711°22°23°25-3 40 farede 6nmidede, timus be-
zinde, sidik kesesindc ve retikiiloendoteliyal sistemdc+’s’24; kopekte
isc sidik kesesi, bohrek, safra kescsi ve memede tiimérlere sebep olur-
larz1,
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Siganlarda sindirim kanalinda tiimorlerc gencllikle az rastlanire+
ve timoér insidanst da barsaklara dogru ¢ok azahrt’ 12713422 s0°s1
s#>s8, Sindirim kanalinda cksperimentel olarak tiimér meydana
getirmek de olduk¢a giictiir. Simdiyc kaadar yalmz 2-Asectilamino-
fluoren (2-AAF) ve 2-Nitrofluorenilbisasetamid (2-NFB) ile sican-
larda glandiiler midedc3#’ 39’59 ve 3,4-Benz(o)piren  (BP) ile9 10
Dimetilbenz(o)antrasen (DMBA) gibi bazi aromatik hidrokar-
bonlarla da farede énmidec de karsinom mcydana getirilebilmigtirs7.
Aym giicliik nitrofuran tipi karsinojenlerle yapllan caligmalarda
da gorilmigtiir22’ <,

Siganlarda spontan meme timérlerine, diger neoplazmalarin
aksine olarak daha ¢ok rastlanmigtiri’1221340 0’50548 Meme
tiimorleri deneyscl olarak da kolay meydana getirilebilmigtir22’ 23’ 2s,
Fakat, meme karsinojenlerinin aym anda sindirim kanalina da ctki
yaptiklan pek gorilmis degildir.

Bu caligmada 4,6-dimetil -2—(5-nitro—2-fiiril) pirimidin (DNFP)
ile siganlarda sindirim kanalinda tiimér meydana getirilebilecegi
ortaya konmug ve bu tiimorlerin makroskopik ve mikroskopik karak-
terleri incelenmistir.

Materyal ve Metod

DNFP maddesi (Cetrel 1) Abbott laboratuvarlarina hazirlatil-
mustir. Bu bilegtk; saflik derecesi, ergime noktasi tayini, infrared ve
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iiltraviyole spektrografileri ve kagit kromatografisi2z”** ile kontrol
edildikten sonra; normal pclet yem igerisine %, o.04 oraminda ka-
nigtirilmigtir, Hazirlanmug olan bu yem, 40-54 g agirliginda (3 hafta-
lik), 32 adet Spraguc-Dawley siganina yedirilmig, 36 kontrol sigani
ise normal yemle beslenmistir.

Hayvanlar, kulaklart 6zel olarak delinip numaralandiktan sonra,
4 erlik gruplar halinde, alt1 telle 6rtiilii kafeslerde ve 1sis1 otomatik
termostatla 22 C° decrccesine ayarlanmig ve gece giindiiz aydinla-
tilmig odalarda barindirlmistir. Deneme siganlari 42 hafta dencme
yemi ve geriye kalan 17 hafta da normal yem ile beslenmistir. Deneme
siiresince siganlar hergiin gézle, haftada bir defa da clle yoklanarak
timor geligimi izlenmis ve sonuglar kaydedilmigtir. Ayrica, her iki
haftada bir, yenen yem ile alinan DNFP miktarlart ve beden agir-
liklar1 saptanmiy, meydana gelen tiimér sayilan ile viicut agirhk-
larinda goériilen degigmeler tesbit edilmigtir.

Onceden 6len, oldiiriilen ve 59. hafta sonunda eutanesia edilen
sicanlarin  otopsilerindc goriilen tiimérlerden, siipheli odaklardan
ve meme, dalak, karaciger, bébrek ve siirrenal bezler, kalp, akciger-
ler, ovarium, uterus, mide ve barsaklardan érnekler alinmig ve WARF
fikzatifinde (2 litre 9 g5 lik etil alkol; 0.6 litre %, 40 hik formol; 0.1
litre glasiyal asetik asit vc 4 litre su) tesbit cdilmigtir. 5-6 mikron ka-
linliktaki kesitler, hematoksilen ve eozin ile boyanmis ve incelenmis-
tir. Gerektiginde Van Gieson boyama metodu da kullanilmigtir.

Onmide tiimérlerinin malignite derecclerinin tayininde, anaplazik
degismelerden bagka Stcwart-Lorenz®  tarafindan 6ncrilmiy  ve
Oecttle+2 ile Snellss tarafindan da kullamlmig kriterler uygulanmugtir.

Sonuglar

DNFP (Cetvel 1) ile beslenen siganlarin hepsinde, bir veya daha
fazla organda tiimér goriilmiigtir (Cetvel 2). 42 hafta zarfinda, her
sican toplam olarak 1.8 g DNFP (haftada 43 mg veya giinde ortalama
6 mg) almigir. DNFP siganlarda viicut agirhginin artigini cngel-
lememis ve toksikoza da sebep olmamigtir. Siganlarin yasama si-
releri, tiimér insidanslar: ve bunlarn istatistik énemlilikleri Cetvel 2
de gosterilmigtir. Mcme tiimérlerine 12 siganda rastlanmustir Getvel 2.
Miiltifokal (Resim : 1) olarak gelisen bu tiimérlerin kesit yiiziinde lobuler
bir goriinim ve etraflarinda fibréz bir kapsiille gevrilmis bulundugu
ortaya ¢ikmigir. DNFP memeden baska (Cetvel 3) onmide (30/30),
incebarsak ve mezenteryum (18/30), karacigerde (6/30) de tiimérlere
sebep olmugtur. Onmidc kutan cpitelinden geligen tiimérlerin mak-
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CETVEL: 2

ve gruplarda genel yasama orani ile saptanan timérlerin sayilarinda gorilen gruplar aras: farkin istatistik 6nemliligi

|  Meme Tumoérlerinin ilk Palpasyon Sireleri

89

janug uefopay

| Yasayan Sigan Sayilarimin
Gruplar Haftalara Goére Dagihm* | Haftalar ve Saptanan Tiimor olay Sayilar1 ** TOPLAM
ve e SN —
P-DEGERI 0 42 59 (Son) 28 46 48 50 52 | 57 59
KONTROL 36 35 28%** 1 1 2
l
DNFP } | v
ALANLAR 32 29%** Vadibds | 3 | 2 2 2 2 1 12
P-DEGERI#*#*+#*#| P < 0.01 P < 0.05 P <0.01 P 0.01 P < 0.0l
* : Rakamlar belirtilen " hafta sonunda yasamakta bulunan sigan sayilarim gosterir.
bt : Canh sigamn clle yoklanmas: sonu tiimér tesbit edilen zaman ve timérli adedi gosterilmistir,
A : Kanibalize edilenler toplamdan diisiilmiis ve hafta sonunda yasayan siganlarin toplami verilmistir.
: Ayni siganda birden fazla organda tiimér vardir. Bu siganlar deneme sonunda yasamakta olan olaylar olup tiimér sonu
olenler giktiktan sonra eterle oSldiriiimuslerdir.
: Ihtimal hesabt ancak meme tiimori ve tiimérlia hayvan sayillarina dayamilarak yapilmstir,
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roskopik gorugleri ve infiltrasyon dercceleri arasinda farklar tesbit
edilmistir (Resim 2). Onmide karsinomlan papillar veya sessile ya da
aym1 olayda her iki tipin birlikte goruldigi kangik formlarda ortaya
akmistir (Resim 2 de 4,B,C sahalart). Yasst epitel hiicresinden yapilmig
olan bu neoplazmalarda siddetli keratinizasyon gozlenmistir (Resim
2 de lumen). Miiltifokal olarak kutan mukozadan geligmis ilk karsinom
olayma 42. haftada rastlanmgtir. Onmide karsinomlarimin biiyiik-
ligii, deneme sonuna dogru artmis ve ¢apt § cm olan timoér kiitle-
lerine rastlanabilmistir. Ayrica, incebarsagin dig yizii ve mezenter-
yumda, karaciger ve pankreas bezi stromasindaki damarlarda, sik sik
ic kanamalara ve 6liime scbep, olan kavernoz goriiniislii, koyu kir-
mizi renkli tiimérler hulunmus ve bunlarin damarlar boyunca mezcn-
teryuma dogru siralandiklar dikkati ¢ckmigtir. Bu kan damar tiimoér-
leri yanisira, duodenumda ve 6zellikle jejinumun baglangig kisminda,
boz-san renkli, sertge ve yuvarlak sekilde, 2-9 mm ¢apinda, barsak
duvan diiz kas tabakasiyla siki sikiya iliskin durumda neoplazmalar
bulunmusg ve bunlarin kas dokusundan geligtikleri anlagilmugtic (Cet-
vel 3).

CETVEL: 3.
Dencme ve kontrol Sicaniarinda Meydana gelen timorlerin histopatolojik Klasifikas-
yonu ve Gruplar arasindaki Iarklarin istatistik onemliligi

Timérin lLokalizasyonu ve . Olay Sawilar:

Histopatolojik Tanimu: DNFP-Alanlarda Kontrollarda | P- Degeri
Degerlendirilen Sican Sayilan 30 35
Onmide Karsinomlu Siagan 30 P<0.01
(Birinci Devre Karsinom) 3
(lkinci ” » ) 21
(Ugtincit  ” " ) 4
(Dérdinci” v’ ) 2
Hemangioendoteliosarkomlu Sican 18 — P < 0.0l
(Inccbarsak-Mezenteriyum’da 18
ve (Pankreas bezinde)de bulunan 3
ve (Karaciger'de) de bulunan 6
LeiomyosarkomluSigan(I ncebarsakta) 3 P < 0:05
Adenom (Mcme) -— 1 Onemsiz
Fibroadenokarsinom (Meme) | 12 1 P < 0.01

Histopatolojik bulgular : Onmideyi orten ¢ok katlr yassi epitclde
hiperplazi, hiper- ve parakeratoz ile akantoz tesbit edilmistir. Pa-
pillar yassi hiicreli karsinomlarin bazal membranm gegerek propria
ve submukoza ile daha derin kisimlardaki kas tabakalarina infiltre

olduklan gorilmistir. Karsinom hiicrelerinde belirgin ve gok sayi-
da niikleolislere, mitotik figiirlere, sitoplazma ile ¢ekirdek arasindaki
oranin bozulmasi ile hiperkromatizm gibi anaplazik degigmelere gokca
rastlanmigtir. Bazi karsinomlarda da siddetli keratinizasyon goriil-
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.mistlr. Stromal-bag dokunun kan ve lenf damarlarindan zenginligi
goze carpmugtir. Karsinomlarda degigik infiltrasyon derecesi goriil-
migtir. Bu infiltrasyonlarin derinligine gore, karsinomlardan 3 u
birinci; 21 tanesi ikinci (Resim3); 4 U Ugiincii (Resim 4) devre olarak
simflandirlmigtir42’ss’s7. Geriye kalan 2 olayda isc omentumda
(Resim 5), regional lenf digimiinde (Resim 6), pankrcasta, dalakta
(Resim 7) karacigerde, mezenteryumda ve bobrek kapsiili iizerinde
(Resim 8) metastazlara rastlanmig oldugundan; bunlar da dérdinci
devre karsinom olarak tammlanmiglardir, Birka¢ olayda bezsel mide
kisimlarinda da infiltrasyona rastlanmigtir. Bazi karsinomlarda, s§id-
detli bir anaplazi sonu, sinsidyal hicrelerin sekillendigi gérilmigtiir
(Resim g). Ug olayda ve midenin glandiiler kisminda, adenoma ben-
zeyen (Resim 2 — D sahaldry) tumorler gozlenmistir.

Incebarsak, karaciger ve pankreasta damarlaran (Resim 10)
ve barsakta diiz kas dokusundan gelisen haemangiocndotheliosarcom
ve lelomyosarcomlar saptanmigtir. Bu témorlerde de, karsinomlarda
oldugu gibi, siddetli anaplazik degigmeler goriilmiigtir. Tiimorde,
hiicre pleiomorfizmine, dev hiicrelerine (Resim 11) ve ¢ok sayida
mitozlara rastlanmigtir.

Meme timérleri siit bez ve kanallarini déseyen epitellerden kok
almiglardir (Restm 12). Cok sayida mitoz, bazal membranlarda dii-
zensizlik, yirulma (Resim 12) ve stroma kisminda da hiperplazi goz-
lenmigtir. Cogu fibroadenokarsinom olarak teshis edilen (Resim 13)
bu timorlerde, histolojik yap1 bakimindan ¢esitli varyasyonlar sekil-
lenmistir (Resim 14).

35 Kontrol sicamindan ancak ikisinde, memelerde fibroadenom
ve fibroadenokarsinom gibi spontan tiimoére rastlanmigtir. Obiir
organlarda herhangibir timor gérilmimemistir.

Yukarida bildirilen sonuglara gére DNFP’nin 6nmide, meme,
incebarsaklar, karaciger, meczenteryum ve pankreas stromasinda
cpiteliyal ve mezensimal dokulara kanserojen bir ctki yaptif1 ve bu
organlarda karsinomlara, haemangioendotheliosarcom ve leiomyo-
sarcomlara sebep oldugu anlasilmigir. Bu sonug istatistik analiz
sonuglan ile de desteklenmistir (Cetvel 2).

Tartigma

Spontan mide ve barsak miitérleri evcil ve laboratuvar hayvan-
larinda oldukg¢a az gorilir 42’s51°s4’ss°64, Oysa insanlarda bu ti-
morlere, ozellikle mide ve colo-rectal carcinomlara ¢ok¢a rastlanir,
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Bu nedenle sindirim kanali tiimérleri tizerinde durmak ve ctkin bir
karsinojen madde ile denemeler yapmak zorunlugu da kendiliginden
ortaya gikmaktadir. 5-Nitrofiiran tiirevleri arasinda sindirim organ-
larina ctkili kanserojen madde pek azdir22’#, hele siganda énmide
kanseri yapanina hi¢ rastlanmamgtirs’:1’22°23°25° 30’40, Farelerde
isc FNT ve FANFT ¢ ¢2 ile kisa siircde, metastaz yapan ¢nmide kar-
sinomlar1 meydana getirilmistir.

Bu ¢ahymada DNFP ile sicanda énmide, incebarsak, mezenter-
yum, karaciger ve pankreas bezinde epiteliyal ve mezengimal kokenli
timérler meydana getirilebilmig ve sindirim kanal tiimérleri {izerinde
yapilacak aragtirmalar igin yeni bir model sunulmustur.

DNFP nin de, kendisinin metabolik bir aragtirmaya tabi tutul-
mamug olsa bile, benzeri nitrofiiran 3’18 veya diger aromatik nitro veya
aromatik amino bilegikleri gibi, metabolizma sonu ¢ 1417734737
59,62 ortak yol olan N-Hidroksilasyona 221516°31733%35%36° 3573924952759
ugratilarak aktif kanserojen sekline sokuldugu cn biiyiik bir ihtimal
olarak kabul edilebilir.
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Resim. 1 DNFP ile sekillenen meme tiimérlerinin miltiple odaklardan gelismesi (Multiple
devclopment of mammary neoplasms induced by DNFP in rats),

Resim. 2 DNFP ile sicanda meydana getirilen mide tiimérlerinin genel goriiniisi. Sagda
énmidede A) Yassilasmus, B) Saph papillomlar, C) kas tabakalarim kai etmis yassi
hiicreli karsinam. D) Glandiler epitel katinda
hiperplazi. (General view of stomach neoplasms: On the ragiht
A) Squamous sessile, B) Papillary tumors, C) Invasive carcinoma
of forestomach. On the left: Adenom-like hyperplasia
of glandular mucosa.), Hematoxylin and Eosin, X 12.
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Resim. 3 On mide ikinci devre yass: epitel hiicre karisinomu. Neoplastik hiicreler birinci
kas tabakastn1 asip, iki kas tabakasi arasina yayilip iiremekte. (A Stage 2. epidermoid
carcinoma of rat forestomach. The neoplastic cells reached the second

muscular layer). Hem. and eosin, X 100.

Resim. 4 iigiincii devrede énmide karsinomu. Yayilan tiimér hicreleri kas duvarmm kat

etmis ve seroza altina ulasmstir. (A Stage 3 Forestomach carcinoma that shows the
neoplastic cells infiltrated into the outermost serosal tissues.) Hem and ecosin, X 100.
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Resim. 5 Dordiincii devre énmide karsinomu. Timér mide duvanni ve serozay1 asip
omentuma implante olmustur. (A Stage 4 carcinoma that crossed all the layers
and implanted into omental tisscuc), Hem. Eosin, X 90.

Resim. 6 Onmide yass: epitel karsinomunun regional lenf diigiimiine metastazi. (Lymp-
hoid metastasis of forcstomach carcinoma into the regional lymp nodc of stomach).
Hem. and Eosin, X 350
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esim. 7 Onmide karsinomunun dalaga metastazi. (Another metastatic forestomach

Resim. 8 Onmide karsinomunun bobrek kapsiline sigramast ve devamh iremesi. (A
distant metastasis of carcinoma to renal capsule), Hem. and Eosin, X 200
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Resim. 9 Onmide anaplastik karsinom sahasinda sinsidyal ve individiial hiicreler, mitozlar
ve pleiomorfizm. (The absence of keratinisation, cincidial cells, pleiomorphism.
and mitoses in a forestomac carcinoma) Hem. Eosin, X 400.

Resim. 10 Pankreas stromal damarindan gelisen hemangioendothcliosarcoma’nin genel
goriintgii. (General view of hemangioendothelial sarcoma induced by feeding
DNFP in rat pancreas stroma). Hem. and Eosin, X 175
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Resim. 11 Incebarsak duvarindan gelisen leiomyosarkom sahasinda anaplazi ornekleri
olan tiimér dev hiicreleri, pleiomorfizm ve mitozlar. (Lciomyosarcoma with
marked anaplasia) Hem. and Eosin, X 200.

Resim. 12 DNFP nin meydana getirdigi meme timérimiin en erken devresinde mitotik
figiirlerin goklugu. (The earlicst stage of a mammary adenocarcinoma induced
by DNFP in rat that showed a high mitotic activity), Hem. and
Eosin, X 250.
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Resim. 13 Skirrotik meme adenokarsinomu. (A general view fo a breast cancer) Hem
and Eosin. X 150.
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Resim. 14 Mediiller meme adenokarsinomunda bol miktardaki mitozlar. (Medullary

mammary adenocarcinoma with marked mitotic activity), Hem-Eosin, X 350
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