
Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Patolojik Anatomi Kürsüsü Başkanı

Prof Dr. Mahir PAMUKÇU

N- [4- (S-NİTRO-2-FÜRİL ) -2-TİYAZOLİL ] FORMAMİD (FA-
NFT) VE BUNUN İZ OT OPLU ŞEKLİ (FANFT_C14

) İLE sıÇAN-
LARDA SİDİK KESESİ KANSERİNİN MEYDANA GETİRİL-
MESİ VE ONKOJENİK MEKANİzMASI KONUSUNDA ARAŞ-
TIRMALAR II. FANFT-C14 İLE BİYOKİMYASAL ÇALIŞMA-

LAR VE ONKOJENİK MEKANİZMA
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The induction and the oncogenic ınechanisın of urinary
bladder cancer in rats with N-[4-(s-nitro-2-furyl)-2-thiazoly1ı
forınaınide (FANFT) and its isotop labelled forın (FANFT_C14

) •

Part. 2: Studies including the biocheınicaI work, isotopic
distribution and the probable ınechanism of tuınor induction.

Summary: In this paper, the induetion of urinary blaclder eanecr and its eellular

or subcellular mechani~m was the main subject of study. The ehemica\ properties and the
importance of the dilTcrent parts of the carcinogenic compound was cxplained in the

previous part. With the results of both parts that were suggesting the N-Hydroxylaıion as a
eommon pathway, this earcinogenic compound appeared as another model of nitro-amino

aromatic chemical careinogen having selective activity on urinary bladder epithelium.

Özet: Bu çalışmada ana gaye, sidik kesesi kanser meydana getirilmesinde gizli,

hücresel veya hücre organellerinde meydana getiril{'n, özel mekanizmanın aydınlatılması-

na çalışmak olmuştur. Birinci kısım yazıda, karsinojenik madde molekülünün kimyasal özel-

likleri ile üzerindeki değişik grupların biyolojik önemleri üzerinde durulmuştu. Bu araştırma
ve birinci çalışma sonuçları beraber ele alındıkta, gerek kimyasal gerekse biyokimyasalolan
ortak mekanizmanın l\itro grubunun indirgenmesi ve hidroksillendirilmesi sonu, buraya
konjugasyoıı olması ve daha sonra bu konjuge yapının hücre komponentlerinden D~A,
RNA ve Protein gibi makromoleküllerle ilişkiler kurması şeklinde olduğudur. i'i-Hidrok$ilas-
yon mekanizmasına sahip olan bu karsinojen de böylece diğer aromatik nitro-amino grubu
kanserojen ajanlar arasında, fakat, sidik kesesi epiteline özel etkiye sahip başka bir model

olarak ortaya çıkmaktadır .
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Giriş

Bu kısımda kanserojen özelliğini şüphesiz bir şekilde önceden orta-
ya koymuş ve sidik kesesinde meydana getirdiği tümörleri etraflıca in-
celeyerek; patolojik, onkolojik ve biyokimyasal çalışmalar için bir mo-
dcl olabileceğini öne sürdüğümüz FA~FT'ın sıçanda sidik kesesi epi-
tel hücrelerine ve diğer ilgili olabilecek bütün doku ve organlardaki
değişik hücrelere etki mekanizması üzerine eğinilecektir. Bu amaçlara
ulaşmak için FAN"FT molekülünün eı4 ile etiketlenmiş olan izotoplu
FANFT _eı4 sentezlenmiş ve önceki iki kısımda açıklanan besi dene-
melerinde olduğu gibi, ayni ırktan sıçanlara ağızdan mide sondasıyla
verilmiştir.

Elde olunan sonuçların tartışması yapılmış ve etki mekanizmasının
önceden genel bir yololarak önerilen N-h i d r o k s i i a s yon ka-
nalından geçen ve hücrenin önemli komponentlerinden DNA, RNA
veya proteinleriyle ilişkiler kurabilen tehlikeli ara ürünleri meydana
getirebileceği şeklinde hipotezlenmcsine çalışılmıştır.

Hemen bilinen bütün aromatik amino ve nitra bilqimindeki
kanserojenler için ortak etkime yolu olarak önerilmiş bulunan N-
hidroksilasyonun FANFT molekülünde, fürana bağlı nitro grubu kadar
diğer tiyazole bağlı bulunan ve formik asitle örtülü fakat hidrolizle
kolayca serbest haıc gelebilecek olan amin grubunda da meydana gele-
bileceği düşünülürse, bu molekülün neden çok kuvvetli bir kimyasal
kanserojen olduğu daha kolay anlaşılacaktır kanısındayız.

Materyal ve Metod

Gerek FANFT gerekse izotoplu şekli FANFT _C14 önceden Sh-
erman ve Dickson (73) tarafından bildirilmiş bulunan metoda göre
sentezlenmişlerdir. eı4 ile etiketli bulunan tiyoüre ve 2- Bromoasetil
-5- nitro-füran'dan elde edilen (Cetvel. ı)FANFT _eı4 ile analoğu
olan asetiIlenmiş NFT A-eı4 ayni reaksiyonlar zincirinin iki benzer
ürünü olarak elde edilebilmiştir. Bunun için ımMol veya 234.1 mg
2-Bramoasetil-5-nitro-füran (I) ile i mMol 76.12 mg izotoplu tiyoüre
(II) 2 cm3 % 95 lik etil alkolde, mağnetik bir karıştırıcıyla karış-
tırıian ve buharlaşan criticinin tekrar soğutulup ortama döndüğü
akarsu ceketiyle sarılı, silikon yağ banyosunda oturtulmuş, 250 cm3

lük bir cam balonda ve 70-75 Co de 5 saat süreyle kaynatılmıştır
(refluxing). Ürün (III) buz dolabında soğutulup su trompu aracılı-
ğıyla süzüldükte kahve rengi -portakal tonunda kristalIerin süzgeç
kağıdı üstünde toplandığı görüldü. Alçak basınçta ve 55 Co de çalışan
kurutma fırınında bir gece bırakıldıktan sonra tartılan ürünün 245
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mg olduğu anlaşılmıştır. Molekül ağırlığı 292 mg ImMololan bu mad-
denin, reaksiyondan % 84 oranında (245/292) elde edilebildiği hesap-
lanmıştır. Bu ürünün ve izotopsuz analoğunun ince levha kromatoğ-
rafilerinden heriki maddenin ayni madde oldukları ve ikisinin de 226-
227 COde ergidikleri görülmüştür. Bromamid tuzunun (III) 242 mg
lık kısmı alındı ve 2 cm3 piridin bazı içerisinde ve yukarda açıklan-
mış bulunan kaynatma sisteminde 6 saat kaynatıldı. Hidrobromik
asitin Piridin tarafından alınmasıyla serbest hale geçen 2-Amino--4--- (5-
nitro-2-füril) tiyazol (IV) maddesi azar azar eklenen 2 cm3 hacimdeki
metil alkolde eritilerek reaksiyon ortamından iki faz yapılarak ayırd
edildi ve soğutulup süzüldükten sonra kurutularak tartılınca 186 mg
geldiği ve bunun şekillendiği reaksiyonun da % 88 verim ile çalışmış
olduğu anlaşıldı. Bu ürün (IV) hemen 93 er mg lık iki eşit kısma ayrıl-
dı ve yarısı 4 cm3 % 90 lık formik, diğer yarısı da glasiyal asetik asit
ile aynı kaynatma sistemlerinde 6 şar saat kaynatıldıkta sarımsı por-
takal renkte ürün (V) FANFT _C14 veya asetiIli analoğu NFT A_C14
maddeleri elde edilmiş oldu. Tartılan ürün (V) in 80 mg ve bu kim-
yasal reaksiyon veriminin de % 76 oranında olduğu hesaplanmıştır.
Heriki maddenin de izotopsuz analoğlarıyla karşılaştırılmaları sonu
bunlarla idantik oldukları ergi me derecelerinin de ayni olmalarıyla
doğrulanmış oldu (Cetvel. 1). Bu maddelerin ince levha kromatoğra-
filerinde tek nokta görülmesi saf olduklarını göstermiştir.

Burada kullandığımız ince levha kromatoğrafilerinde (TLC,
Thin layer chromatography) sabit sistem düzgün bir cam levha üze-
rine sürülüp kurutulmuş ve sıcakta aktive edilmiş bulunan alümin-
yum hidroksit tozu (alumina), hareket eden faz ise bir çözücüler karışı-
mıdır (10 cm3 piridin, 50 cm3 siklohekzan ve 50 cm3 kloroform).

Bu analizler sonunda elde edilen Rf değerleri (Rf: kimyasal mad-
denin katettiği mesafe i hareket edici sistemin katettiği toplam mesafe)
de izotoplu ve izotopsuz heriki madde için aynı bulunmuştur, (0.315).

Sentezlediğimiz iki ürünün izotop miktarları ilk basamakta yapı
taşı olarak kullandığımız etiketli tiyoürede bulunan (satın alınırken
belirtilir) toplam 3.3 miliküri (mC) veya 3,300 mikroküriden hesap-
lanmıştır. İlk reaksiyondan % 84 oranında elde edilen ürüne (III)
(III) 3,300xO.84 yani 2,770 mikroküri; bundan serbest amin (IV)
maddesine % 88 oranında ulaşmış 2,770xO.88 yani 2,440 mikroküri
taşınmıştır. Bu maddenin yarısı yani 1,220 mikrokürisi FANFT _C14
için kullanıldığından ve bu reaksiyon da % 76 üran verdiğinden
1,220xO.76 yani 927 mikroküri sıcaklıkta ya da miligramında 11.6
mC mikroküri Cl4 ile etiketlenmiş kanserojen elde edilmiştir.
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Böylece sentezlediğimiz FANFT -0\ karsinojenik mekanizmayı
sıçanlarda araştırmak amacıyla kullanıldı. İzotoplu madde, O, 5, 15
ve 25 inci haftalarda ağızdan verildi. Bu zaman periodlarının seçim
nedeni önceki çalışmamızda (42) bu süreler sonunda sidik kesesinde
belirgin değişmelerin tesbit edilmiş bulunmasıdır. Çalışmanın 0-25
haftalara yayılmasının sebebi ise FANFT metabolizmasıyla ilgili en-
zimlerin aktivite. derecelerinde zamanla bir değişme meydana gelip
gelmediğini anlamak ve şekillenen tümörlerin patojenetik gelişmesini
de aynı anda ve paralel bir şekilde etüd ve teyid etmek olmuştur. Her
periodda 4 sıçan kullanılmıştır. Her sıçana ağızdan (Cetvel. 2) 1-4
xl06 DPM (1 mikroküri = 2,22xl06 DPM dir) miktarında izotop
ihtiva eden FANFT _C14 süspansiyonu mide sondasıyla verilmiş-
tir. Kimyasal madde ilkin Agate havanda iyice ezilip toz edilerek
kristalleri kırılmış ve bundan sonra 2,5 cm3 lük, steril polietilcnglikol
içinde süspansiyon haline getirilmiş ve yutulabilecek duruma sokulmuş-
tur. Sıçan başına düşmesi istenen izotop miktarının 5 katı FANFT
_04 süspansiyonu hazırlandı ve bunun 4/5 i 4 sıçana verildikten son-
ra artan kısım (1/5) her sıçana ortalama ne miktar izotop verildiğini
anlamak için sayımlarda kullanıldı. Buna göre verilen toplam DPM
ile izotopun organ ve sistemlere dağılı~ı ile ÇıkıŞoranları elde edildi.

Deney sıçanlarının bakım ve beslenmesi kısım 1 de belirtildiği
gibidir. Sıçanlardan 4 er adedi daha FANFT karışmış yemlc beslen-
rneğe başlamadan önce (O.hafta) izotoplu FANFT ile izotop dağılım
denemelerine alınmıştır. Bunun nedeni kontrol değerlerini saptamak-
tır. tlk 5. haftanın tamamlanması sonunda gene 4 er sıçana daha FA-
NFT-CI4 verilerek çalışmalar yapılmış ve bu metod 15. ve 25. hafta-
ların tamamlanmasında da tekrar edilmiştir.

İzotop distribüsyonu araştırmalarında izotoplu karsinojen alan
her sıçan derhal ayrı bir cam hücreye kondu. Bu hücreler öneeden
numaralandı. Hücrelerin içerisinde hava sirkülasyonu devamlı çalışan
bir motopomp ile sağlandı. Alt kısımlarına idrar ve pisliğin ayrı kap-
larda toplanmasını sağlıyacak şekilde ayırıcı eklemeler bağlanmıştır.
Ayrıca sıçanın solunumla çıkardığı karbondioksidi yakalayacak 200
cm3 etanalamin-metanol (I /5) karışımı bulunan cam kulelerle
donatılmıştır. Bu kuleler i, 4, 8, 12, ve 24. saatlerde değiştirilmiş ve
içlerindeki sıvıda tutulan izotop miktarları sayılmıştır. Deneme ilkin
72 saatlik uzunca bir süre için plfınlanmışsa da teneffüsIc çıkan gazlar-
da izotop bulunmaması ve verilen miktarın büyük kısmının çabucak
emilmi~ olması ve 2. saatten başlayarak atılmasının anlaşılması izo-
topun büyük kısmının ilk 24 saat içerisinde çıkarılması denemenin
süresini düşürmüştür. Toplanan s'idik ve gaitalar da aynızaman
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periodlarında elde edilmiş ve sayıma tabi tutulmuştur. Ancak idrarlar
hacmen çok az olduğundan ve çok da fazla izotop ihtiva ettiklerinden
yapılabilecek küçük hacim ölçme hatalarının büyük yanlışlıklara yol
açabilme olanağından hepsi 25 er cm3 lük hacmen çıkarılmıştır. Bu-
nun için eldeki miktarlara yeter cm3 damıtık su eklenmiştir. Gaitalar
önce damıtık suda parçalanıp homojenize edilmiş, bundan sonra da
2 N. KOH (2 N.KOH çözeltisi 112 gram KOH ın bir litre damıtık
suda tamamen eritilmesiyle clde edilir), çözeltisiyle mümkün mertebe
25 cm3 lük bir eriyik şekline getirildiler. Burada da hacimler 25 er
cm3 olarak standardize edilmiştir.

Yirmidördüncü saatin tamamlanmasında sıçanlar hücrelerinden
alınıp, buraya konarken yapıldığı gibi tartıldı ve iki tartı arasındaki
farklar tesbit edildi. (deneme süresinde yem ve su verilmediğinden
daima azalma olmuştur). Dencme sonunda ağırlığı tesbit edilen sıçan-
lar, kan kaybetmemck için başına vurularak öldürüldü. Ölen hayvan-
lardan ayrı ayrı ve her biri tartılıp kaydedilerek karaciğer, mide ve
içeriği, ince barsak ve içeriği ile mezenteryum ve lenf düğümleri, ka-
lın barsak ve içeriği, körbarsak ve içeriği, dalak, böbrekler (yıkanmış),
adrenal bezler, meme dokusu, yumurtalık dahil genital organlar,
sidik kesesi (yıkanmış ve boş), akciğerler ve timus bezi, kalp (yıkandı
ve kandan arıtıldı) ayrı kaplara alındı, geriye kalan karkas ve yıkama
sıvıları bir balonda ve hep birlikte 2000 cm3 e tamamlandı. Organlar-
dan, küçük olanları 25, daha iricclere 50, en büyükleri de 100 cm3

hacme ulaşacak şekilde; ilkin bu hacimlerin 1/5 i kadar 2 N.KOH
ta eritilip süspansiyon şekline getirildikten sonra, buna yeteri kadar
% 95 lik alkol katılarak standart hacimlerdeki eriyikleri yapıldı. Bun-
ların her birisinden yine standart olarak 0.5 cm3 lük örnekler alındı ve
her organ için ikişer defa olmak ve çift sayım yapılmak suretiyle sıvı
foton sayıcılarında (Liquidscintilation Counter) izotop miktarları
tesbit edildi. Sayımlar için alınan 0.5 cm3 lük örnekler içlerinde 20
cm3 A~PO sayım eriyiği (Naftalin 259.2 gm-PPD 18.4 gm-NPO
O .1839 gm-ksilol 1400 cm3-dioksan 1400 cm3 -absolü etil alkol
840 cm3) bulunan polietilen sayım şişelerine konmuş, iyice karışıp
ağızları vidalanmıştır. Doğru sayım sonucu elde etmek için şişeler dış-
tan iyice silinip temizlendikten sonra Mark-ı Scintilation Counter(Nuc-
lear Chicago Corp. İllinois USA) tarafından iO ar dakikalık süreler
için otomatik olarak sayıldılar. İlkin, denememizden elde edeceği-
miz değerlerin inanılır olmasını sağlamak için kozmik etkiler, sıvı ve
renk etkilemeleri sonunda ortaya çıkacak olan katkı DPM leri meydana
çıkarmak amacıyla öncü i bir çalışma yapılmış ve bu eşik sayılar (Back
ground counts, BGC) tesbit edilmiş ve asıl deney sayılarından daima
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çıkarılmıştır. Böylece elde edilen CPM ise kullanılan sayıcının efi-
şiyensisiyle (o günkü çalışma yeterliliği) (ortalama % 70 civarındadır)
çarpılarak elde edilen rakam (yada elektronik beyin tarafından ha-
zırlanan rakamların uygulandığı bir eğri kullanılarak elde edilen
rakamlar) 0.5 cm3 lük sayımda kullanılan örnek içerisinde bulunan
DPM miktarını verir. Bu sayılar da örneğin toplam hacmiyle çarpı-
hnca o organda bulunan toplam izotop miktarını ortaya kor (DPM
jorgan). Bu sayılar ise organın ağırlığına bölünmekle özel aktiflik
derecesi (DPMjmg doku) elde edilir ki bu sayılar FA:\FT karsinoje-
nin belli dokulara yönelme derecesini belirler. Böylece elde edilen
organlara ait toplam izotop sayıları toplanır ve buna ayrıca idrar, kan,
gaita ve karkas ile yıkama suyunda kalan. toplam izotop sayıları da ayni
yoldan elde edilip eklenince bir sıçanın vücudundan tckral' elde edile-
bilen tüm izotop miktarı hesaplanır. Bu rakam ise en başta o sıçana
verilen izotop sayısına oran edilirse izotopun geri alınma oranı (%
recovery) saptanmış ve deneyin sağlığı anlaşılmış olur. Her hayvan
için ayrı ayrı tekrarlanan bu hesaplamalardan, her zaman diliminde-
ki dört sıçanın değerler ortalaması bulunmuş ve karşılaştırmalarda esas
olacak istatistik kıymetler olarak değerlendirilmişlerdir.

İdrar üzerinde daha derine inerek muhteva analizleri yapılmış-
tır. Bunlar kağıt kromatoğrafisi ve izotop muhtevalarının sayılmaları
halinde ve paralel bir şekilde yürütülmüştür. Verilen FANFT'ın büyük
bir kısmının idrar içerisinde dışarıya atılmakta olduğunun anlaşılması
idrar içerisinde izotop ihtiva eden ve normal sıçan idrarından yapılan
kromatoğramlarda görülemeyen sahaların incelenmesine girişiIdi. Her
hayvanın deneme süresinde verdiği bir günlük idrar (ki sayım için 25
cm3 lük örnek haline konulmuştu) bilindiği şekilde ve belli saatlerde
toplanmıştı. Bu idrar kısımları etiketlenip o zaman dilimlerinin özellik-
lerini anlamak amacıyla ilkin ayrı ayrı sayım ve kromatoğrafi işlemleine
tabi tutuldular. Ancak, idrar kromatoğramlarının ayni haftalar so-
nunda veya beşinci ile 25. haftalar sonunda dahi analiz sonu bir fark
göstermemesi, konuyu çok daha sadekştirmiştir. İdrar örnekleri hacmi
önce 2 cm3'e indirilmiş ve bunun tamamı önce \Vhatman No. 3
kromatoğrafi kağıdına, daha sonra arıtılmak amacıyla da Whatman
No. 1 kağıdına yüklenmiştir. Bu kromatoğramlar amonyaklı Berg
(5) çıkıcı sistemi (200 cm3 metanol, 100 cm3 n-bütanol, 100 cm>
benzen, 100 cm3 damıtık su ve 5 cm3 yoğun amonyak karışımı) ile
devclope edilmiştir. Kromatoğramların büyüklüğüne göre önce cam
kavanozun dip kısmındaki tabak içerisine ilkin 250-500 cm3 çıkıcı
çözeltiler sistemi konmuş ve kromatoğramın doyup denge meydana
gelmesini sağlamak için cam çu buklar üzerine oturması ve 30 dakika
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beklernesi gerekmiş ondan sonra 12 saat tc developman için beklenmiş-
tir. Buhar basınçları arasında bu dengelenme yapılmadıkta, idrarda
bulunan madde sahalarının gayrimuntazam ve uzun çizgiler halinde
ortaya çıktığı görülmüştür. Bu kromatoğramlar ültraviyole lambası
altında incelenmiş ve görülen fluoressan sahaların sınırları kurşun
kalemle çizilmiştir. Renk tonları ve şiddetleri de kaydedilen bu spot-
lar kağıttan kesilerek çıkarılmış ve küçük (0.5 cm3) parçacıklar hali-
ne getirilmişlerdir. Bu parçacıklar amonyaklı su içerisine (250 cm3

suya birkaç damla yoğun NH40H katılır) konup karıştırılınca, burada
etirildiğinden çözeltiye alınmışlardır. Bu çözeltilerin hacmi buharlaş-
tırma ile 25 er cm3 e indirilmiş ve teker teker her sahanın izotop mik-
tarları önceki gibi sayılıp meydana çıkarılmış ve hangi maddenin en
fazla izotoplu FA:\FT ihtiva ettiği anlaşılmıştır. Bu kromatoğrafiler-
de Whatman No. i kağıdı kullanılmış ve elde edilen fluoresans bölgele-
rin Rf değerleri hesaplanmıştır (Rf: maddenin yükselme miktarı /
çözeltinin çıkış yüksekliği). Bu sahalardan çözeltmekle elde edilen saf
kristaller ise daha sonra kimyasal strüktür analizleri için kullanıla-
caktır.

Bu çalışmadan alınan sonuç ve rakamların mümkün olduğu
oranda basitleştirilmesine çalışılmış ve deney sıçanlarıyla kontrollar
ve O. hafta sıçanlarındaw elde olunanların birbirleriyle istatistik ve
kromatoğrafik karşılaştırılmaları yapılmış ve aralarındaki yakınlık
ve aykırılıklar saptanmıştır. Bu aykırılık ve bulgular da literatürler
kıyaslanarak FANFT maddesinin etkime yolu yani karıseri meydana
getirme mekanizması üzerinde düşünühip en muhtemel yolun hipo-
tezlenmesine çalışılmıştır.

Sonuçlar

Gerek FANFT gerekse FANFT _C14 moleküllerinin biyokimya-
sal etkisinin ayni olacağını önceden kabul etmek gerektir, zira farkı
teşkil eden C ve C14 atomları arasında kimyasal etki bakımından bir
fark olmadığı kimyaca etkilerinin radyasyon dışında ayni olduğu bi-
linmektedir. Bu nedenle deneyde kullanılan FANFT _C14 ile elde
ettiğimiz sonuçların aynen FA~FT yedirme denemelerinde cereyan
eden olayları (Kısım: 1) meydana getirdikleri anlaşılmalıdır. Ay-
rıca sentez yollarının da tıpatıp aynı olması (Cetvel. 1) bunu varsay~
dırmaktadır. İzotoplu maddenin sağladığı olanak ancak sayımın
mümkün olması sonu bu maddenin nerelere gittiği ve ne miktarlarda
dağıldığını saptayabilmektir.

Cetvel 2 ve 3 in incelenmesinden de kolayca anlaşılacağı gibi,
FANFT ağızdan verildikten kısa süre sonra mideyi terk edip ince
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barsağa oradan da emilerek vena porta yolundan karaciğere ulaşmak-
tadır. Bu sonuç midede çok az izotop kalması, barsakta ve karaciğerde
bolca izotop bulunmasından anlaşılmaktadır. Birinci saatten sonra
idrarda izotop görülmesi ve derhal artmağa başlaması emilme ve me-
tebolizmanın ne kadar hızlı cereyan etmekte olduğunu gösterir. Verilen
büyük dozlara rağmen, solunumla çıkarılan karbondioksitte eı4
bulunmaması, FANFT ın büyük bir parçalanmaya uğramadığını or-
taya koymaktadır. COı içinde izotop bulunmayışı ve bu durumun ça-
lışma süresince, 25 haftada değişmemesi, belirli ve sabit bir metabolizma
ve mekanizmanın mevcudiyetini işaret etmektedir. Tiyazol halkasının
parçalanmadan; FA~FT moIckülünün detoksifikasyonu iki yoldan
mümkün olabilir. Bunların ilki nitro kısmının enzimatik indirgenmesi
ve N-hidroksilasyonunu izleyen esterleştirilmesi diğeri ise bu esterleşme
nin tiyazole yüklü formamid kısmında meydana gclebilmesidir. Amid
bağının kuvvetli oluşu ikinci ihtimali zayıflatırsa da, ortadan kal-
dıracak yeterlilikte değildir. N- hidroksilasyon meydana gelmekte
ve çeşitli anyonlarla birleşerek eriyebilme yeteneği artmakta ise bu mad
delerin neticede safra ve kan yoluna alınarak karaciğerden uzaklaş-
maları sağlanabilecektir.

Verilen toplam izotopun i /3 kadarının, daima barsak kanalın-
da bulunması, FANFT molekülünün iyi emilememesinden çok, muhte-
mel bir safra sirkülasyonu düşündürmektedir. Ancak bunun mevcu-
diyetinin kati olarak ıspatl ve öneminin ortaya konması için daha özel
çalışmalara ihtiyaç vardır.

Oranların özel aktiflik derecelerine bakıldıkta, içeriklerinden
dolayı sindirim kanalı başta gelmekteyse de sidik kesesi; yıkanmış
ve böylece idrar içinden gelebilecek bir izotop bulaşması önlenmiş
bulunmasına rağmen, en önde yer almaktadır. Bu sonuç FANFT
ın neden kese kanseri meydana getirmekte olduğunu tamamen açık-
lamasa bile soruya önemli bir cevap vermiştir. Kimyasal maddenin
seçiciliği (karsinojenin organotropisi) bunda en önemli faktör olsa
gerektir. Sırasıyla karaciğer, adrenal bezler, böbrekler, yumurtalık ve
rahim ile dalak, kalp kası ve memeler (Cetvel 3). keseyi izlemiştir.
Bu sıralanış karaciğerin metabolizmada görevli adrenal bezlerin de
:FANFT ın hormonal düzene ilişkisini düşündürmesi bakımından çok
rasyonel bulunmuştur. Memelerde azda olsa adenom yada fibroa-
denomlar meydana getiren FANFT ın(42,47,48)hormonal düzene etkisi
akla çok yakın gelmektedir. Böbreklerde fazlaca izotop bulunması,
pclvis renaliste meydana getirdiği transizyonal hücre hiperplazileri
ile kanserlerin nedenini anlamakta çok yardımcı olmuştur. Yumurtalık
ve uterusun ihtiva ettiği izotoplar hormonal etkilere dalakta bulun-
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ması ıse karsinojenin hematopoetik ve ımmun sistemlere tropizm
gösterdiğine bağlanmıştır. Meme, kaIp ve karkasta kalan çok az
radyoaktivite, buraIara önemli etkileri olmadığını işaret etmekte-
dir. Nlemenin en az izotop ihtiva eden organ olması, çok hacimIi ve
yağlı özel dokusuna ilgilidir. Karkas içerisinde, bildirilen bu organIar
dışında kalanlar ilc otopsi sırasında; döküIüp saçılan organ muhtevi-
lerinin yıkanmasıyIa alınan izotopIar eklenmiş ve rakamı yükseltmiş-
tir.

Organlar üzerindeki öncü i çahşmamızı belli bir noktaya getir-
dikten ve bazı organların hücre kısımları sitopIazma, çekirdek veya
bunların ihtiva ettiği protein, R~;\ ve DNA üzerinde detayIı ayrı
çalışmaIarı ileri bir tarihe bırakıp, araştırmalarımızı idrar üzerinde
derinIeştirdik, FANFT ile hiç temase gelmemiş slçanIarIa; bu karsi~
nojeni almakta olanlardan elde edilen, idrar örnekleri karşılaştırıl-
maIı oIarak incelendi. Bu kısımda izotopsuz karsin~jen ile beslenmenin
0,5, i5 ve 25 inci haftaIarda buIunan deneme hayvanlarından 4 er
tanesinden ayrı ayrı FAl\IFT_C'4 veriIdikten sonra 24 saat süreyle
idradarı toplanıp, kağıt kromatigrafileri yapıldı. Bu çalışmalarda
(Cetvel. 4), deneme hayvanı idrarında, normal sıçan idrarı içinde rast-
lanmayan; iki nokta tesbit edildi (Rf, A-0.076 ve Rf O. 37). Birinci
nokta (A) koyu mavi fluoresans veren, daha küçük bir saha oImasına
karşı Iık, ikinci nokta (B,C) daha büyük ve açık mavinin nüansIarını
gösteren iki ayrı noktadan meydana geImiş hissini vermiştir.

Deneme sıçanı idrarının kromatografik anaIizi sonunda en önde
giden pek küçük bir noktada azda olsa izotop buIunması ve yalnız
FANFT ilc Cetvel 2 de i inci kolon aynı Rf değerini göstermesi FA~FT
ın pek azının hiç bir değişmeye uğramadan atıIabildiğine, yada ester
haldeki metabolitin idrarda hidroIize olup, tekrar FAl\IFT ve asitte
ayrıImış olmasına deliI oIabilir. Bunun dışında izotop muhtevala-
rının karşılaştırılması, yapıIan idrar kromatoğramları, test sıçanında
görülen noktaların izotoplu oIduğunu (Cetvel. 5) en fazla radyoakti-
vitenin de ikinci noktada toplandığını göstermiştir. Bu sonuç muhte-
mel metabolitin, FANFT metabolizmasında meydana geIen ve kro-
matoğramda görülen 2 ci Hoktanın, ürünün büyük kısmını teşkil
ettiğini göstermiştir. Bu nokta eğer iki yakın yapıIı metabolikle iIgili
ise, yine bunlarında daha fazla meydana gelen metabilikler oIaca-
ğını bildirmektedirki bu hal; çeşitIi asit esterIerinin meydana gele-
bilme ihtimaIine daha uygun gelmektedir.
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Tartışma

FA~FT'ın sindirim kanalından çabuk emilmesi (Cetvel. 2,3) ve
derhal karaeiğere gidip burada metabolik reaksiyonlara sokulması, ben-
zeri nitrofüran türevIerinin mezenteriyal damarlardan gelişen heman
gioendoteliyosarkomlar meydana getirmesiyle de desteklenmiş bulun-
maktadır (43,65). Körbarsak ve kolonda fazla izotop sayılması ya hiç
emilmemiş FANFT _C14 ün burada birikmesi, ya da karaciğerden
safra yollarına geçip barsak kanalına atılan metabolite ilgili olabilir.
İdrar I. saatten itibaren izotop görülmesi güç emilmeyi ortadan kal-
dırmakta, ayrıca köpeklerde safra kesesinde meydana getirdiği adeno-
karsinornlar (37, 44) yüzünden de safra sirkülasyonu daha da uygun
düşmektedir. Diğer nitrofüran türevIerinin meydana getirdiği damar
tümörleri de keza safradan barsağa çıktıktan sonra tekrar emilen
metabolitlere ilgili olabilir (10,11,13-16,27,28,64) FNT ve bazı
anologların barsak kanalında karsinom, adenokarsinom ve çeşitli
sarkomları (20-28,36,40,41,46) da bu yoldan etkiyerek husule getir-
miş olmaları muhtemel görülmektedir (50,51,59,60,62). Diğer bazı
nitrofüran derivatiflerinin de karaciğerde, seyrek te olsa, tümör mey-
dana getirmesi (28,37,43,70,72) bu organda metabolizma olayları-
nın cereyan ettiğini işaret etmekte, ancak; metabolitlerin çok kısa
ömürlü, yada çok reaktif olmaları sonu, derhal bir iyonla birleşmele-
rini ve hücrenin esas komponentlerine atak yapacak yerlere varama-
malarım düşündürmektedir (31,33,35). Çeşitli aromatik veya nonüro-
matik amino, amido ve nitro bilqikIerinin yapıları ilc nitrofüranlara-
pek benzemeleri, ayrıca karaciğerde oksido-redüksiyon enzim ve koen-
zimleri tarafından katalizlenen metabolik reaksiyonlarda oksit yada
indirgenerek N -H İ D R O K S İ L şeklinde ara maddelerine ve bun-
ların da daha sonra glüküronat, sülfat veya fosfat esterlerine çevrildik-
leri (1,6,7,8,12,34,50,55,59,60,6 I, 62, 63,66,68,69) böylece zehirsiz
hale sokulurken erime yeteneklerinin arttırılıp vücuttan atılmalarının
sağlandığı (1,2,4,8,11,13,14,15,79,80) defalarca ispatlanmıştır.

FANFT'ın da diğer birçok nitrofüran derivatifi gibi (20,23,25-28,
38,41,45,46) dişi sıçanda memede tümör meydana getirmesi, bu konu-
da hormonal düzensizliklerin (1,9,29,52,54,76,78,81) ve özellikle kor-
tikosteroitlerin rol oynadıkları (3,52,78) iddiaları, memeye karsi no-
jen etkili bazı maddelerin adrenal bezde nekrozıara sebep olması (3),
nitrofüranlarında benzeri adrenal yıkıma sebep olması gibi noktalar ek
olarak izotoplu çalışmalarda adrenin yüksek bir özel aktifIiğe sahip bu-
lunması, nitrofüran türevIerinin memeye etkilerini açıklamağa yardım-
cı olmuştur. Buna göre FANFT ve benzeri karsinojenlerin memeye et-
kileri, ilkin bir hormonal dengesizlik yaratmak ve bundan sonra tü-
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mör meydana gelmesi şeklinde cerayan eden bir mekanizmaya bağ-
lanabilir. FA~FT verilen gebe dişi fareICl'in doğurup, emzirdikleri
yavruların midesinde neoplastik üremelerin görülmesi (39) karsino-
jenik metabolitin süt içerisinde de bulunabileceğini ve bunun mideye
dahi etkili olabileceğini düşündürmüştür. Bu soruya verilecek cevabın
daha detaylı çalışmalar sonu ortaya çıkması mümkündür.

Nitrofüran türevierinin sebep olduğu lenforetiküler reaksiyon
(20,28,38) ile dalakta bulunan izotop miktarı arasında, neden bazı
haııerde lösemilerin meydana geldiğini (21,22,24) anlamaya yardım
edecek yakınlıkta bir ilişki bulunmuştur. Ayrıca nitrofüran türevierinin
diğer birtakım karsınojenik maddeler gibi (24,49,72) bağışıklık mey-
dana getiren sistemi zayıflatıcı etkide oldukları (immunosupression) da
ortaya çıkmaktadır.

FNT molekülünün böbreğin kortikomedüııer bölgesindeki kanal
epiteııerinden (tubuli contorti) köken alan kanserler meydana getir-
mesine (28,46) karşılık, FANFT çok ilerde bulunan sidik kesesinde
aktivite göstermiştir (48). Bu maddelerin formüııerine bakacak olur-
sak FNT de aminin hidrazin olarak yer aldığını, yani ikisi arasında bir
N ve H atomundan başka bir fark bulunmadığını görürüz. Halbuki
N un Pi orbitalinde bir serbest elektronun bulunduğu ve bunun FNT
de formilhidrazit kısmında bir fazla negatif değer ile diğer uçtaki
Kitro kısmının pozitifliğini azaltacağını (polarizasyonu azaltacağını)
düşüncbiliriz ki bu anda, Fl'\T'ın daha nötral şartlarda aktivite
göstereceği ve nefronun üst kısımlarına atak yapacağı FANFT için
ise, şiddetli kutuplaşmanın kuvvetli asitlik isteyip kesede etkili olacağı
anlaşılacaktır. Ayrıca, diğer birçok karsinojen (6, 7, 55, 56,59,60,80)
veya nitrofüran türevi gibi (2,10, 19,33,67,79) esterlerin şekille-
nip idrarda atılması sırasında hidrolize olup aktif maddelerin tekrar
meydana gelebilecekleri ve bunların da en yakın kese epiteline atak
yapabilecekleri düşünülebilir (17,18). Böylece karaciğerin detoksi-
fikasyonunun (55) kimyasal karsinojenlerden birçoğunun aktif hale
geçmesini sağladığı düşünülebilir. Hemen bütün amino, amido, ve
nitro bileşikleri (l ,6,7,30,32,34,50,51,53,57,58,62,69,7 1,75,80) ve en
derin detayına kadar incelenmiş olan 2-MF (59,63,71,76) ve şimdide
nitrofüran türevieri, hep karaciğerin mikrozomal fraksiyonu veya
protoplazmasında erimiş bulunan çeşitli enzimlerle (59,61,67,74,79)
oksidoredüksiyona uğratılmaktadır. Bizim çalışmamızda nitrofüran
türevlerindeki nitro kısmının da benzeri enzimlerle hidroksil haline
geldiği anlaşılmaktadır. N-Hidroksilasyona tiyazola yüklenmiş olan
amino kısmında da gidilebilir. Ancak buranın asite bağlı ve kapa-
tılmış oluşu bu ihtimali zayıflatmaktadır (41) mamafih, formil tran-
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sferaz veya karboksilaz enzimlerj aracılığıyla formül kısmının çıkarıl-
ması ve bundan sonra bir N-hidroksilasyon ihtimali mevcut değildir
denemez

İdrar kromatogramında beliren iki noktanın altta olanı (A), izo-
topu az ihtiva etmesi ve daha polar bir madde olması bakımından sül-
fat yada fosfat esterine, daha yukarılara tırmanan ve geniş bir saha ha-
linde görünen ikinci noktanın ise daha az polarite gösteren, organik glü-
küronat esterine karşı gelmeleri akla uygun düşmekte isede bunun tam
bir açıklığa kavuşması için daha ileri çalışmaların yapılmasına ihtiyaç
vardır. Ancak, bugün için önemli olan nokta, her ne şekil ester olursa
olsun, bunların idrarda belli PH şartları sağlandıkta kendiliğinden,
yada çıkarılmakta olan bazı enzimler tarafından hidrolize edilebile-
ceği ve meydana gelen N-Hidroksilli ara maddeleri veya aktif diğer
kimyasal grupların kese epiteliyle temase gelebilme ihtimali ve bu
izleyen çeşitli biyolojik reaksiyonların meydana gelebilmeleri sonucu
olarak kansere sebep olmalarının anlaşılmış bulunmasıdır. Bu düşü-
nüş yolu muhtemel bir etki mekanizması olarak (Cetvel. 6) da şematize
edilmektedir.
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Cetvellerin açıklanması

315

I. FANFT -C" ün ve buna yakın asetil anoloğunun sentezini özelliyen reakisyno-
lar, bu reaksiyonların gidişi, veriıni ve izotopik miktar ve yüzdeleri.

2. FANFT-C14 ilc sıçanlarda yapılan izotop çalışmalarının özeti. Başlangıçta, karsi-
nojen yedirmesinin 5. 15. "e 25. hartaları sonunda verilen izotoplu karsinojenin dağıldığı
organlar ve vücut sıvılarındaki bulunuş miktarı. ilu sayılar her devrede kullanılan 4 cr sıçan-
dan clde edilen savıların ortalamalarıdır.

3. İzotop denemelerinde organların ağırlıklarına göre ihtiva ettikleri sayıların oranı
(özel aktivite derecesi DPM jmg doku) alındıkta sıralanışları, buna ,ebep gencl raktörler.
Sidik kesesinin organlar içerisindeki yerine dikkat ediniz.

4. İzotop verildikten sonra sıçan idrarının kromatograrisi ve bunun yalnız karsinojen( ı),
normal sıçan idrarı içine katılmış karsinojen (2), normal sıçan idrarı (3) ile karşılaştırılması.
Normal idrarda görülmeyen siyah sahaların test sıçanından elde edilen idrarda görünüşüne
dikkat ediniz

5. Test sıçanı idrarının kromatogramı ve bunun tekrar sayımı ile şüpheli ve test sı-
çanına özel noktaların iznıol' ihtiva ettiklerinin or la ya ç:ıkarılması.

6. Deney sonuçlarımıza göre tekiiI' ettiğimiz onkojenik mekanizma. FA~FT in bu
etki yolu diğer aromaıik amin ve nitro bileşikleriyle 2- AAF'e benzemektedir.

Lcgcl/d jor ıhe F~urrs

ı. FANFT- C" and its analog NFTA-C' synthesis. The direction, yicld and the
products are seen ",ith the isotopic conten!s ealculated.

2. Summary or the isotopie studies earried uut in rats. İsotopic distributions that "'ere
\Yere averaged in 4 rats at eaeh step.

3. Specific activities or organs to show the organoıropisnı of l'ANFT in rat. The ge-
neral raetors influencing this. ]\"ote the isotopic conlenı:of bladder.

4. Urine ehromaıigrams obtained from rats fed l'ANl'T, control animals and from
the urine of control that later added FA!\:FT to compare the SpOLSseen.

5. Urine ehromoıgram of aral fed FAl\FT -C" to demonstrate the isotop content
of spots that are not seen in the control rat urin':.

6. Propable action meehanisın of earcinogenic FANFT similar to the action of 2-AAF
and many aromatic nitro-amino carcinogens.
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Cetvel. 2: İzotop da/ıı!ımı ve özel aktiflik sırası
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Cetvel. 3: Sistemlerde aktiflik

Cetvel. 4. İdrar kromatoğramlarında farklar
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Cetw'!. 5: İdrar kroma (ogramının izotop muhtevası

CelveL G: FANFT'ın kanserojenik etki mekanizmasının muhtemel şeması
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