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LARDA SIDIK KESESI KANSERININ MEYDANA GETIRIL-

MESI VE ONKOJENIK MEKANIZMASI KONUSUNDA ARAS-

TIRMALAR II. FANFT-C* ILE BIYOKIMYASAL CALISMA-
LAR VE ONKOJENIK MEKANIZMA

Erdogan ERTURK*

The induction and the oncogenic mechanism of urinary
bladder cancer in rats with N-[4-(5-nitro-2-furyl)-2-thiazolyl]
formamide (FANFT) and its isotop labelled form (FANFT-C").
Part. 2: Studies including the biochemical work, isotopic
distribution and the probable mechanism of tumor induction.

Summary: In this paper, the induction of urinary bladder cancer and its cellular
or subcellular mechanism was the main subject of study. The chemical propertics and the
importance of the different parts of the carcinogenic compound was explained in  the
previous part. With the results of both parts that were suggesting the N-Hydroxylation as a
common pathway, this carcinogenic compound appeared as another model of nitro-amino

aromatic chemical carcinogen liaving selective activity on urinary bladder epithelium.

Ozet: Bu ¢aliymada ana gaye, sidik kesesi kanser meydana getirilmesinde gizli,
hiicresel veya hiicre organellerinde meydana getirilen, 6z¢l mekanizmanin aydinlatilmasi-
na ¢aligmak olmustur. Birinci kisim yazida, karsinojenik madde molckiiliiniin kimyasal ozel-
likleri ile tizerindeki degisik gruplarin biyolojik 8nemleri Gzerinde durulmustu. Bu aragtirma
ve birinci galigma sonuglan beraber elc ahindikta, gerek kimyasal gerekse biyokimyasal olan
ortak mekanizmanin Nitro grubunun indirgenmesi ve hidroksillendirilmesi sonu, buraya
konjugasyon olmast ve daha sonra bu konjuge yapinin hiicre komponentlerinden DNA,
RNA ve Protein gibi makromolekiillerle iliskiler kurmasi seklinde oldugudur. N-Hidroksilas-
yon mckanizmasina sahip olan bu karsinojen de boylece diger aromatik nitro-amino grubu
kanserojen ajanlar arasinda, fakat, sidik kesesi epiteline 6zel etkiye sahip bagka bir model

olarak ortaya ¢ikmaktadir.
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Girig

Bu kissmda kanserojen ozelligini giiphesiz bir sckilde 6nceden orta-
ya koymus ve sidik kesesinde meydana getirdigi tiimorleri ctraflica in-
celeyerck; patolojik, onkolojik ve biyokimyasal ¢aligmalar igin bir mo-
del olabilecegini one siirdiigiimiiz FANFT’1n siganda sidik kesesi epi-
tel hiicrelerine ve diger ilgili olabilecek biitiin doku ve organlardaki
degisik hiicrelere etki mekanizmas: iizerine eginileccktir. Bu amaglara
ulagmak icin FANFT molckiliniin C* ile etikctlenmig olan izotoplu
FANFT-C" scntezlenmis ve onceki iki kisstmda agiklanan besi dene-
melerinde oldugu gibi, aynirktan siganlara agizdan mide sondasiyla
verilmistir.

Elde olunan sonuglarnn tartismast yapilmig ve etki mekanizmasinin
onceden genel bir yol olarak onerilen N-hidroksilasyon ka-
nalindan gegen ve hiicrenin 6nemli komponentlerinden DNA, RNA
veya proteinleriyle iligkiler kurabilen tehlikeli ara trinleri meydana
getirebilecegi seklinde hipotezlenmesine ¢alisilmgtir.

Hemen bilinen biitiin aromatik amino ve nitro bilegimindeki
kanserojenler i¢in ortak etkime yolu olarak onerilmis bulunan N-
hidroksilasyonun FANFT molekilinde, furana bagh nitro grubu kadar
diger tiyazole bagll bulunan ve formik asitle 6rtiilii fakat hidrolizle
kolayca serbest hale gelebilecck olan amin grubunda da meydana gele-
bilecegi diisiiniiliirse, bu molekiiliin neden ¢ok kuvvetli bir kimyasal
kanserojen oldugu daha kolay anlasilacaktir kanisindayiz.

Materyal ve Metod

Gerek FANFT gerekse izotoplu sekli FANFT —C'" 6nceden Sh-
erman ve Dickson (73) tarafindan bildirilmis bulunan metoda gorc
sentezlenmiglerdir. C'" ile etiketli bulunan tiyotire ve 2— Bromoasetil
~5- nitro—firan’dan elde edilen (Cetvel.1) FANFT -C' ile analogu
olan asetillenmiy NFTA-C" ayni reaksiyonlar zincirinin iki benzer
uriinit olarak elde edilebilmistir. Bunun igin 1 mMol veya 234.1 mg
2-Bromoasetil-5-nitro-fiisran (I) ile 1 mMol 76.12 mg izotoplu tiyoiire
(IT) 2 cm® 9%, 95 lik etil alkolde, magnetik bir karigtincaiyla karig-
tirilan ve buharlagan eriticinin tekrar sogutulup ortama doéndugi
akarsu ceketiyle sarily, silikon yag banyosunda oturtulmusg, 250 cm’
lik bir cam balonda ve 70-75 C° de § saat sireyle kaynatilmigtir
(refluxing). Uriin (I1I) buz dolabinda sogutulup su trompu aracili-
giyla siiziildukte kahve rengi —portakal tonunda kristallerin siizgeg
kagidr ustinde toplandig gorildii. Algak basingta ve 55 C° de galisan
kurutma firminda bir gece birakildiktan sonra tartilan driiniin 245
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mg oldugu anlagilmigtir. Molekiil agirhig 292 mg /mMol olan bu mad-
denin, reaksiyondan %, 84 oraninda (245/292) eldc edilebildigi hesap-
lanmigtir. Bu iriiniin ve izotopsuz analogunun ince levha kromatog-
rafilerinden heriki maddenin ayni madde olduklar ve ikisinin de 226—
227 C° de ergidikleri gorilmiistir. Bromamid tuzunun (I1I) 242 mg
Iik kisma alindi ve 2 cm’ piridin bazi igerisinde ve yukarda agiklan-
mis bulunan kaynatma sisteminde 6 saat kaynatildi. Hidrobromik
asitin Piridin tarafindan alinmasiyla scrbest hale gecen 2-Amino—4- (5-
nitro-2-fiiril) tiyazol (IV) maddesi azar azar eklenen 2 cm® hacimdeki
metil alkolde eritilerek reaksiyon ortamindan iki faz yapilarak ayird
edildi ve sogutulup siiziildiikten sonra kurutularak tartilinca 186 mg
geldigi ve bunun sekillendigi reaksiyonun da 9%, 88 verim ile ¢alismig
oldugu anlagildi. Bu iiriin (IV) hemen 93 er mg ik iki esit kisma ayril-
d1 ve yarist 4 cm® 9, 90 Iik formik, diger yans: da glasiyal asetik asit
ile ayn1 kaynatma sistemlerindc 6 sar saat kaynatildikta sarimsi por-
takal renkte iriin (V) FANFT-C! veya asetilli analogu NFTA-C"
maddeleri elde edilmis oldu. Tartilan iiriin (V) in 80 mg ve bu kim-
yasal reaksiyon veriminin de %, 76 oraninda oldugu hesaplanmugtir.
Heriki maddenin de izotopsuz analoglanyla kargilastirilmalar: sonu
bunlarla idantik olduklari ergime derecelerinin de ayni olmalariyla
dogrulanmis oldu (Cetvel. 1). Bu maddelerin ince levha kromatogra-
filerinde tck nokta goriilmesi saf olduklarini géstermistir.

Burada kullandigimiz ince levha kromatografilerinde (TLC,
Thin layer chromatography) sabit sistem diizgiin bir cam levha iize-
rine siiriiliip kurutulmug ve sicakta aktive edilmig bulunan aliimin-
yum hidroksit tozu (alumina), hareket eden faz ise bir ¢oziiciiler karigi-
mudir (10 cm?® piridin, 50 cm® siklohckzan ve 50 cm’ kloroform).

Bu analizler sonunda elde edilen Rf degerleri (Rf: kimyasal mad-
denin katettigi mesafe/ hareket cdici sistemin katettigi toplam mesafe)
de izotoplu ve izotopsuz heriki madde igin ayni bulunmustur, (0.315).

Sentezledigimiz iki iiriiniin izotop miktarlari ilk basamakta yap1
tagt olarak kullandigimiz etiketli tiyoiirede bulunan (satin alinirken
belirtilir) toplam 3.3 milikiiri (mC) veya 3,300 mikrokiiriden hesap-
lanmistir. lik reaksiyondan 9%, 84 oraninda elde cdilen iiriine (IIT)
(ITI) 3,300x0.84 yani 2,770 mikrokiiri; bundan serbest amin (IV)
maddecsine 9, 88 oraninda ulagmig 2,770x0.88 yani 2,440 mikrokiiri
taginmigtir. Bu maddenin yanst yani 1,220 mikrokiirisi FANFT-C!
icin kullanuldigindan ve bu reaksiyon da 9% 76 iiran verdiginden
1,220x0.76 yani 927 mikrokiiri sicaklikta ya da miligraminda 11.6
mGC mikrokiiri C* ile etiketlenmis kanserojen elde edilmistir.
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Boylece sentezledigimiz FANFT-C'", karsinojenik mekanizmay:
sicanlarda aragtirmak amaciyla kullanildi. Izotoplu madde, 0, 5, 15
ve 25 inci haftalarda agizdan verildi. Bu zaman periodlarinin se¢im
nedeni 6nceki ¢aliyjmamizda (42) bu siireler sonunda sidik kesesinde
belirgin degismelerin tesbit edilmis bulunmasidir. Galismanin 0-25
haftalara yayilmasinin sebebi ise FANFT metabolizmasiyla ilgili cn-
zimlerin aktivite derecelcrinde zamanla bir degisme meydana gelip
gelmedigini anlamak ve sekillenen tiimorlerin patojenetik geligmesini
de ayn: anda ve paralel bir gekilde etiid ve teyid ctmek olmustur. Her
periodda 4 sican kullanilmustir. Her sigana agizdan (Cetvel. 2) 1-4
x10® DPM (1 mikrokiiri = 2,22x10° DPM dir) miktarinda izotop
ihtiva eden FANFT -C" siispansiyonu mide sondasiyla verilmis-
tir. Kimyasal madde ilkin Agate havanda iyice czilip toz edilerek
kristalleri kirilmis ve bundan sonra 2,5 cm’ liik, steril polietilenglikol
icinde siispansiyon haline getirilmis ve yutulabilecek duruma sokulmus-
tur. Sican bagina diismesi istcnen izotop miktarinin 5 kati FANFT
-CM siispansiyonu hazirland1 ve bunun 4/5 i 4 sigana verildikten son-
ra artan kisim (1/5) her sigana ortalama ne miktar izotop verildigini
anlamak icin sayimlarda kullamldi. Buna gore verilen toplam DPM
ile izotopun organ ve sistemlere dagilist ile ¢ikis oranlan elde cdildi.

Deney siganlarinin bakim ve beslenmesi kisim 1 de belirtildigi
gibidir. Sicanlardan 4 er adedi daha FANFT karigmis yemle beslen-
mege baglamadan 6énce (O.hafta) izotoplu FANFT ile izotop dagilim
denemelerine alinmugtir. Bunun nedeni kontrol degerlerini saptamak-
tir. [lk 5. haftanin tamamlanmas: sonunda gene 4 cr sigana daha FA-
NFT-C* verilerck ¢aligmalar yapilmig ve bu metod 15. ve 25. hafta-
larin tamamlanmasinda da tekrar edilmistir.

Izotop distribiisyonu arastirmalarinda izotoplu karsinojen alan
her sigan derhal ayr1 bir cam hiicreye kondu. Bu hiicreler 6nceden
numaralandi. Hiicrelerin icerisinde hava sirkiilasyonu devamli galisan
bir motopomp ile saglandi. Alt kisimlarina idrar ve pisli§in ayr1 kap-
larda toplanmasimi sagliyacak sekilde ayirict eklemeler baglanmigtir.
Ayrica siganin solunumla gikardigi karbondioksidi yakalayacak 200
cm’® ctanalamin-metanol (1/5) karistmi bulunan cam kulelerle
donatilmistir. Bu kuleler 1, 4, 8, 12, ve 24. saatlerde degistirilmis ve
iclerindeki sivida tutulan izotop miktarlar1 sayilmigtir. Deneme itkin
72 saatlik uzunca bir siire i¢in planlanmigsa da teneffiisle ¢ikan gazlar-
da izotop bulunmamas: ve verilen miktarin biiyiik kisminin gabucak
emilmis olmast ve 2. saatten baglayarak atilmasinin anlagilmas: izo-
topun biiyiik kisminin ilk 24 saat igerisinde g¢ikarilmas: denemenin
siiresini diiglirmiigtiir. Toplanan sidik ve gaitalar da ayni zaman
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periodlarinda elde edilmis ve sayima tabi tutulmustur. Ancak idrarlar
hacmen ¢ok az oldugundan ve ¢ok da fazla izotop ihtiva ettiklerinden
yapilabilccek kiigiik hacim 6lgme hatalarimin biiyiik yanlgliklara yol
agabilme olanagindan hepsi 25 er cm® lik hacmen gikarilmistir. Bu-
nun igin eldeki miktarlara yeter cm® damitik su eklenmistir. Gaitalar
once damitik suda pargalanip homojcnize edilmis, bundan sonra da
2 N. KOH (2 N.KOH gozcltisi 112 gram KOH in bir litre damitik
suda tamamen critilmesiyle elde edilir), ¢6zeltisiyle miimkiin mertebe
25 cm® liik bir eriyik sekline getirildiler. Burada da hacimler 25 er
cm’® olarak standardize edilmistir.

Yirmidordiinci saatin tamamlanmasinda siganlar hiicrelerinden
alinip, buraya konarken yapildig: gibi taruld: ve iki tarti arasindaki
farklar tesbit edildi. (deneme siiresinde yem ve su verilmediginden
daima azalma olmugtur). Dencme sonunda agirhigh tesbit edilen sigan-
lar, kan kaybetmemck igin bagina vurularak sldiiriildii. Olen hayvan-
lardan ayr1 ayn ve her biri tartihp kaydedilerek karaciger, mide ve
icerigi, ince barsak ve icerigi ile mezenteryum ve lenf diigiimleri, ka-
lin barsak ve igerigi, kérbarsak ve igerigi, dalak, bobrekler (yikanmus),
adrenal bezler, meme dokusu, yumurtahk dahil genital organlar,
sidik kesesi (yikanmig ve bos), akcigerler ve timus bezi, kalp (yikand:
ve kandan antildi) ayri kaplara alindi, geriye kalan karkas ve yikama
stvilart bir balonda ve hep birlikte 2000 cm® e tamamlandi. Organlar-
dan, kiigiik olanlar1 25, daha iricelere 50, en biiyiikleri de 100 cm?®
hacme ulasacak sckilde; ilkin bu hacimlerin 1/5 1 kadar 2 N.KOH
ta eritilip siispansiyon sekline getirildikten sonra, buna yeteri kadar
% 95 lik alkol katilarak standart hacimlerdeki eriyikleri yapildi. Bun-
larin her birisinden yine standart olarak 0.5 cm?® litk 6rnekler alindi ve
her organ igin ikiser defa olmak ve ¢ift sayim yapilmak suretiyle siv1
foton sayicilarinda (Liquidscintilation Counter) izotop miktarlarn
tesbit edildi. Sayimlar icin alinan 0.5 cm’® liikk ornekler iglerinde 20
cm® ANPO sayim eriyigi (Naftalin 259 .2 gm-PPD 18.4 gm-NPO
0.1839 gm-ksilol 1400 cm’-dioksan 1400 cm® —absoli etil alkol
840 cm®) bulunan polietilen sayim siselerine konmus, iyice karisip
agizlari vidalanmigtir. Dogru sayim sonucu clde etmek igin sigeler dig-
tan iyice silinip temizlendikten sonra Mark-1 Scintilation Counter(Nuc-
lear Chicago Corp. Illinois USA) tarafindan 10 ar dakikahk sireler
icin otomatik olarak sayildilar. 1lkin, denememizden elde edecegi-
miz degerlerin inamlir olmasint saglamak igin kozmik etkiler, sivi ve
renk etkilemeleri sonunda ortaya gikacak olan katki DPM leri meydana
¢ikarmak amaciyla énciil bir ¢aliyma yapilmig ve bu esik sayilar (Back
ground counts, BGC) tesbit edilmis ve asil deney sayilarindan daima
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cikarilmigtir. Boylece elde edilen CPM isc kullanilan sayicinin efi-
siyensisiyle (o giinkii galiyma yeterliligi) (ortalama %, 70 civarindadur)
carpilarak elde edilen rakam (yada clektronik beyin tarafindan ha-
zirlanan rakamlarin  uygulandifi bir cgri kullamularak clde edilen
rakamlar ) 0.5 cm® lik sayimda kullanilan 6rnek igerisinde bulunan
DPM miktarint verir. Bu sayilar da érnegin toplam hacmiyle ¢arpi-
linca o organda bulunan toplam izotop miktarin ortaya kor (DPM
Jorgan). Bu sayilar ise organin agirhgmna bolinmekle 6zel aktiflik
derecesi (DPM/mg doku) elde edilir ki bu sayilar FANFT karsinoje-
nin belli dokulara yoénelme derecesini belirler. Boylece elde edilen
organlara ait toplam izotop sayilar1 toplanir ve buna ayrica idrar, kan,
gaita ve karkas ile yikama suyunda kalan toplam izotop sayilari da ayni
yoldan elde edilip cklenince bir siganin viicudundan tckrar elde edile-
bilen tiim izotop miktar hesaplanir. Bu rakam ise en bagta o sigana
verilen izotop sayisina oran cdilirse izotopun geri alinma orani (%
recovery) saptanmis ve deneyin sagh@ anlagilmig olur. Her hayvan
icin ayr ayri tekrarlanan bu hesaplamalardan, her zaman diliminde-
ki dort sicanin degerler ortalamasi bulunmus ve kargilagtirmalarda csas
olacak istatistik kiymetler olarak degerlendirilmislerdir.

Idrar iizerinde daha derine inerck muhteva analizleri yapilmis-
tir. Bunlar kagit kromatografisi ve izotop muhtevalarinin sayilmalar
halinde ve paralel bir sekilde yiiriitiilmistir. Verilen FANFT1n bityiik
bir kisminin idrar igerisinde digariya atilmakta oldugunun anlagiimast
idrar icerisinde izotop ihtiva eden ve normal sigan idrarindan yapilan
kromatogramlarda gériilemeyen sahalarin incelenmesine girisildi. Her
hayvanin denemec siiresinde verdigi bir giinliik idrar (ki sayim igin 25
cm3 liikk 6rnek haline konulmustu) bilindigi sekilde ve belli saatlerde
toplanmigti. Bu idrar kisimlan etiketlenip o zaman dilimlerinin 6zellik-
lerini anlamak amaciyla ilkin ayr1 ayri sayim ve kromatografiislemleine
tabi tutuldular. Ancak, idrar kromatogramlarinin ayni haftalar so-
nunda veya besinci ile 25. haftalar sonunda dahi analiz sonu bir fark
gostermemesi, konuyu ¢ok daha sadelestirmistir. Idrar 6érnckleri hacmi
6nce 2 cm?®’c indirilmig ve bunun tamam: 6nce Whatman No. 3
kromatografi kagidina, daha sonra ariilmak amaciyla da Whatman
No. 1 kagidina yiiklenmigtir. Bu kromatogramlar amonyakli Berg
(5) cikict sistemi (200 cm® metanol, 100 cm® n-biitanol, 100 cm’
benzen, 100 c¢m® damitik su ve 5 cm® yogun amonyak karigimi) ile
develope edilmistir. Kromatogramlarin biiyiikligiine gore énce cam
kavanozun dip kismindaki tabak igerisine ilkin 250-500 cm® gikici
cozeltiler sistemi konmus ve kromatogramin doyup denge meydana
gelmesini saglamak i¢in cam gubuklar iizerine oturmasi ve 30 dakika
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beklemesi gerekmis ondan sonra 12 saat te developman i¢in beklenmis-
tir. Buhar basinglar1 arasinda bu dengelenme yapilmadikta, idrarda
bulunan madde sahalarinin gayrimuntazam ve uzun gizgiler halinde
ortaya ¢iktigl goriilmiistiir. Bu kromatogramlar iiltraviyole lambasi
alinda incelenmis ve goriilen fluoressan sahalarin sinirlari kursun
kalemle ¢izilmigstir. Renk tonlart ve siddetleri de kaydedilen bu spot-
lar kagittan kesilerck gikarilmig ve kiigiik (0.5 cm?®) pargaciklar hali-
ne getirilmiglerdir. Bu parcaciklar amonyakli su igerisine (250 cm?
suya birka¢ damla yogun NH,OH kaulir) konup kanstirilinca, burada
etirildiginden ¢6zeltiye alinmiglardir. Bu ¢ézeltilerin hacmi buharlag-
tirma ile 25 er cm’® ¢ indirilmis ve teker teker her sahanin izotop mik-
tarlar1 6nceki gibi sayilip meydana ¢ikarilmig ve hangi maddenin en
fazla izotoplu FANFT ihtiva ettigi anlasgilmigtir. Bu kromatografiler-
de Whatman No. 1 kagid: kullamlmis ve elde edilen fluoresans bolgele-
rin Rf degerleri hesaplanmistir (Rf: maddenin yiikselme miktar1/
¢ozeltinin ¢ikig yiiksekligi). Bu sahalardan ¢ozeltmekle clde edilen saf
kristaller ise daha sonra kimyasal striiktiir analizleri i¢in kullanila-
caktir.

Bu ¢aliymadan alinan sonug¢ ve rakamlarin mimkin oldugu
oranda basitlestirilmesine ¢ahgilmig ve deney siganlariyla kontrollar
ve O. hafta siganlarindan- elde olunanlarin birbirleriyle istatistik ve
kromatografik kargilastirilmalari yapilmig ve aralarindaki yakinhk
ve aykinliklar saptanmugtir. Bu aykiriik ve bulgular da literatiirler
kiyaslanarak FANFT maddesinin etkime yolu yani kanscri meydana
getirme mekanizmasi iizerinde diigtiniiliip en muhtemel yolun hipo-
tezlenmesine ¢alisiimigtir.

Sonuglar

Gerek FANFT gerckse FANFT -C!* molekiillerinin biyokimya-
sal etkisinin ayni olacagim 6nceden kabul etmek gerektir, zira farki
teskil eden C ve C'* atomlan arasinda kimyasal ctki bakimindan bir
fark olmadigi kimyaca etkilerinin radyasyon diginda ayni oldugu bi-
linmektedir. Bu nedenle dencyde kullarulan FANFT-C" ile elde
ettigimiz sonuglarin aynen FANFT yedirme denemeclerinde cereyan
eden olaylart (Kisim: 1) meydana getirdikleri anlagilmalidir. Ay-
rica sentcz yollarinin da tipatip ayni olmas: (Cetvel. 1) bunu varsay-
dirmaktadir. Izotoplu maddenin sagladigi olanak ancak sayimin
miimkiin olmasi sonu bu maddcnin nerelere gittigi ve ne miktarlarda
dagildigin saptayabilmektir.

Cetvel 2 ve 3 in incelenmesinden dec kolayca anlagilacagi gibi,
FANFT agizdan verildikten kisa siire sonra midcyi terk edip ince
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barsaga oradan da emilerek vena porta yolundan karacigere ulagmak-
tadir. Bu sonu¢ midede ¢ok az izotop kalmasi, barsakta ve karacigerde
bolca izotop bulunmasindan anlagilmaktadir. Birinci saatten sonra
idrarda izotop goriilmesi ve derhal artmaga basglamasi emilme ve me-
tebolizmanin ne kadar hizli cereyan etmekte oldugunu gésterir. Verilen
biiyiik dozlara ragmen, solunumla g¢karlan karbondioksitte C'
bulunmamasi, FANFT 1n biiyiik bir par¢alanmaya ugramadigini or-
taya koymaktadir. CO, i¢indeizotop bulunmayisi ve bu durumun ¢a-
lisma siiresince, 25 haftada degismemesi, belirli ve sabit bir metabolizma
ve mekanizmanin mevcudiyetini isaret etmektedir. Tiyazol halkasimn
pargalanmadan; FANFT molckiliiniin detoksifikasyonu iki yoldan
miimkiin olabilir. Bunlarin ilki nitro kisminin enzimatik indirgenmesi
ve N-hidroksilasyonunu izleyen csterlestirilmesi digeri isc bu esterlesme
nin tiyazole yiikli formamid kisminda meydana gelebilmesidir. Amid
bagimin kuvvetli olusu ikinci ihtimali zayiflatirsa da, ortadan kal-
diracak yeterlilikte degildir. N- hidroksilasyon meydana gelmekte
ve ¢esitli anyonlarla birleserek eriyebilme yetenegi artmakta ise bu mad
delerin neticede safra ve kan yoluna alinarak karacigerden uzaklas-
malar1 saglanabilecektir.

Verilen toplam izotopun 1/3 kadarinin, daima barsak kanalin-
da bulunmasi, FANFT moleckiiliiniin iyi emilememesinden ¢ok, muhte-
mel bir safra sirkiilasyonu digindiirmcktedir. Ancak bunun mevcu-
diyetinin kati olarak 1spati ve 6neminin ortaya konmasi i¢in daha &zel
galismalara ihtiya¢ vardir.

Oranlarin 6zel aktiflik derecelerine bakildikta, igeriklerinden
dolayr sindirim kanali basta gelmekteyse de sidik kesesi; yikanmig
ve boylece idrar iginden gelebilecek bir izotop bulagmasi 6nlenmis
bulunmasina ragmen, en onde yer almaktadir. Bu sonu¢ FANFT
in neden kese kanseri meydana getirmckte oldugunu tamamen agik-
lamasa bile soruya onemli bir cevap vermistir. Kimyasal maddenin
seciciligi (karsinojenin organotropisi) bunda en onemli faktér olsa
gerektir. Sirasiyla karaciger, adrenal bezler, bobrekler, yumurtalk ve
rahim ile dalak, kalp kasi ve memeler (Cetvel 3). kescyi izlemistir.
Bu siralanig karacigerin metabolizmada gorevli adrenal bezlerin de
FANFT 1n hormonal diizene iliskisini diisiindiirmesi bakimindan gok
rasyonel bulunmustur. Memelerde azda olsa adenom yada fibroa-
denomlar meydana getiren FANFT 1n(42,47,48)hormonal diizene etkisi
akla ¢ok yakin gelmcktedir. Bobreklerde fazlaca izotop bulunmasi,
pelvis renaliste meydana getirdigi transizyonal hiicre hiperplazileri
ile kanserlerin nedenini anlamakta ¢ok yardimc olmustur. Yumurtalik
ve uterusun ihtiva ettigi izotoplar hormonal etkilere dalakta bulun-
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mast isc karsinojenin hematopoetik ve immun sistemlerc tropizm
gosterdiinc baglanmistir. Meme, kalp ve karkasta kalan ¢ok az
radyoaktivite, buralara énemli etkileri olmadigimi isaret etmckte-
dir. Memenin en az izotop ihtiva eden organ olmasi, ¢ok hacimli ve
yagh 6zel dokusuna ilgilidir. Karkas igerisinde, bildirilen bu organlar
disinda kalanlar ile otopsi sirasinda; dékilip sagilan organ muhtevi-
lerinin yikanmasiyla alinan izotoplar eklenmis ve rakam yiikseltmis-
tir.

Organlar izerindcki 6ncil ¢ahsmamizi belli bir noktaya getir-
dikten ve bazi organlarin hiicre kisimlari sitoplazma, ¢ekirdek veya
bunlarin ihtiva ettigi protein, RNA ve DNA izcrinde detayli ayr
cahsmalan ileri bir tarthe birakip, aragtirmalarimizi idrar iizerinde
derinlestirdik, FANFT ile hi¢ temase gelmemis siganlarla; bu karsi-
nojeni almakta olanlardan elde edilen, idrar 6rnekleri kargpilastiril-
mali olarak incelendi. Bu kisimda izotopsuz karsinojen ile beslenmenin
0,5,15 ve 25 inci haftalarda bulunan decneme hayvanlarindan 4 er
tanesinden ayr: ayrt FANFT-C" verildikten sonra 24 saat siireyle
idrarlar: toplanip, kagit kromatigrafileri yapildi. Bu ¢aliymalarda
(Cetvel. 4), deneme hayvani idrarinda, normal si¢an idrari iginde rast-
Janmayan; iki nokta tesbit edildi (Rf, A-0.076 ve Rf 0. 37). Birinci
nokta (A) koyu mavi fluoresans veren, daha kigiik bir saha olmasina
kargilik, ikinci nokta (B,C) daha biiyiik ve agtk mavinin niianslarint
gosteren iki ayr1 noktadan meydana gelmig hissini vermistir.

Deneme sigaru idrarinin kromatografik analizi sonunda en 6nde
giden pek kiigiik bir noktada azda olsa izotop bulunmasi ve yalmz
FANTFT ile Cetvel 2 de 1 inci kolon ayni1 Rf degerini gostermest FANFT
in pek azimin hig bir degismeye ugramadan atilabildigine, vada ester
haldeki metabolitin idrarda hidrolize olup, tekrar FANFT ve asitte
ayrilmis olmasina delil olabilir. Bunun diginda izotop muhtevala-
rmin karsilagtirilmasi, yapilan idrar kromatogramlari, test siganinda
goriilen noktalarin izotoplu oldugunu (Cefvel. 5) en fazla radyoakti-
vitenin de ikinci noktada toplandigini gostermistir. Bu sonu¢ muhte-
mel metabolitin, FANFT metabolizmasinda meydana gelen ve kro-
matogramda gorilen 2 c¢i noktanm, driinin biyik kismint tegkil
cttigini gostermistir. Bu nokta eger iki yakin yapili metabolikle ilgili
ise, yine bunlarinda daha fazla meydana gelen metabilikler olaca-
g bildirmektedirki bu hal; gesitli asit esterlerinin meydana gele-
bilme ihtimaline daha uygun gelmektedir.
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Tartigma

FANFTin sindirim kanalindan ¢abuk emilmesi (Cetvel. 2,3) ve
derhal karacigerc gidip burada metabolik reaksiyonlara sokulmasi, ben-
zeri nitrofiiran tiirevlerinin mezenteriyal damarlardan gelisen heman
gioendoteliyosarkomlar meydana getirmesiyle de desteklenmig bulun-
maktadir (43,65). Koérbarsak ve kolonda fazla izotop sayilmas: ya hig
emilmemis FANFT-C'" iin burada birikmesi, ya da karacigerden
safra yollarina ge¢ip barsak kanalina aulan mectabolite ilgili olabilir.
Idrar 1. saatten itibaren izotop goriilmesi gii¢ emilmeyi ortadan kal-
dirmakta, ayrica kopeklerde safra kesesinde meydana getirdigi adeno-
karsinomlar (37, 44) yiiziinden de safra sirkiilasyonu daha da uygun
diigmektedir. Diger nitrofiiran tiirevlerinin meydana getirdigi damar
timoérleri de keza safradan barsaga gktuktan sonra tekrar emilen
metabolitlere ilgili olabilir (10,11,13-16,27,28,64) FNT vc baz
anologlarin barsak kanalinda karsinom, adenokarsinom ve gesitli
sarkomlar1 (20-28,36,40,41,46) da bu yoldan etkiyerek husule getir-
mis olmalari muhtemel goriilmektedir (50,51,59,60,62). Diger baz
nitroftiran derivatiflerinin de karacigerde, scyrek te olsa, tiimér mey-
dana getirmesi (28,37,43,70,72) bu organda metabolizma olaylan-
mn cereyan cttigini isaret etmekte, ancak; mectabolitierin gok kisa
omirlii, yada ¢ok reaktif olmalar: sonu, derhal bir iyonla birlesmele-
rini ve hiicrenin esas komponentlerine atak yapacak yerlere varama-
malarim diigiindiirmektedir (31,33,35). Cesitli aromatik veya noniiro-
matik amino, amido ve nitro bilesiklerinin yapilart ile nitrofiiranlara-
pek benzemeleri, ayrica karacigerde oksido-rediiksiyon enzim ve koen-
zimleri tarafindan katalizlenen metabolik reaksiyonlarda oksit yada
indirgenerck N-H I DR O K S I L geklinde ara maddelerine ve bun-
larin da daha sonra gliikiironat, siilfat veya fosfat esterlerine gevrildik-
leri (1,6,7,8,12,34,50,55,59,60,61, 62, 63,66,68,69) boylcce zehirsiz
hale sokulurken erime yetencklerinin arttirihp viicuttan atilmalarinin
saglandigr (1,2,4,8,11,13,14,15,79,80) defalarca ispatlanmugtir.

FANFT’in da diger birgok nitrofiiran derivatifi gibi (20,23,25-28,
138,41, 45,46) disi siganda memecde tiimér meydana getirmesi, bu konu-
da hormonal diizensizliklerin (1,9,29,52,54,76,78,81) ve ozellikle kor-
tikosteroitlerin rol oynadiklart (3,52,78) iddialari, memcye karsino-
jen ctkili bazt maddelerin adrenal bezde nckrozlara scbep olmas: (3),
nitrofiiranlarinda benzeri adrenal yikima scbep olmasi gibi noktalar ek
olarak izotoplu caliymalarda adrenin yiiksck bir 6zel aktiflige sahip bu-
lunmasi, nitrofiiran tiirevlerinin memeye etkilerini agiklamaga yardim-
c1 olmustur. Buna goére FANFT ve benzeri karsinojenlerin memeye et-
kileri, ilkin bir hormonal dengesizlik yaratmak ve bundan sonra ti-
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mor meydana gelmesi seklinde cerayan eden bir mckanizmaya bag-
lanabilir, FANFT verilen gebe disi farelerin dogurup, emzirdikleri
yavrularin midesinde neoplastik iiremelerin gériilmesi (39) karsino-
jenik metabolitin sit icerisinde de bulunabilecegini ve bunun mideye
dahi etkili olabilecegini digindirmugstiir. Bu soruya verilecek cevabin
daha detaylh ¢aligmalar sonu ortaya ¢ikmast miimkiindir.

Nitrofiiran tiirevlerinin scbep oldugu lenforetikiiler reaksiyon
(20,28,38) ile dalakta bulunan izotop miktari arasinda, ncden bazi
hallerde losemilerin meydana geldigini (21,22,24) anlamaya yardim
edecek yakinlikta bir iligki bulunmustur. Ayrica nitrofiiran tiirevlerinin
diger birtakim karsinojenik maddcler gibi (24,49,72) bagisiklik mey-
dana getiren sistemi zayiflatici ctkide olduklar: (immunosupression) da
ortaya ¢ikmaktadir.

FNT molekiiliiniin bobregin kortikomediiller bolgesindeki kanal
epitellerinden (tubuli contorti) kéken alan kanserler meydana getir-
mesine (28,46) karsihk, FANFT ¢ok ilerde bulunan sidik kesesinde
aktivite gostermistir (48). Bu maddclerin formiillerine bakacak olur-
sak FNT de aminin hidrazin olarak yecr aldigini, yani ikisi arasinda bir
N ve H atomundan bagka bir fark bulunmadigim goririiz. Halbuki
N un Pi orbitalinde bir serbest elektronun bulundugu ve bunun FNT
de formilhidrazit kisminda bir fazla negatif deger ile diger ugtaki
Nitro kisminin pozitifligini azaltacagim (polarizasyonu azaltacagini)
diisiinebiliriz ki bu anda, FNT’in daha nétral sartlarda aktivite
gosterecegi ve nefronun st kisimlanina atak yapacagi FANFT igin
ise, siddetli kutuplasmanin kuvvetli asitlik isteyip kesede etkili olacag
anlagilacaktir. Ayrica, diger birgok karsinojen (6, 7, 55, 56,59,60,80)
veya nitrofiiran tiirevi gibi  (2,10,19,33,67,79) esterlerin sekille-
nip idrarda atilmast sirasinda hidrolize olup aktif maddelerin tekrar
meydana gelebilecekleri ve bunlarin da en yakm kese epiteline atak
yapabilecekleri diisiiniilebilir (17,18). Béylece karacigerin detoksi-
fikasyonunun (55) kimyasal karsinojenlerden birgogunun aktif hale
gegmesini sagladigi disiiniilebilir. Hemen biitiin amino, amido, ve
nitro bilesikleri (1,6,7,30,32,34,50,51,53,57,58,62,69,71,75,80) ve en
derin detayina kadar incelenmis olan 2-AAF (59,63,71,76) ve simdide
nitrofiiran tiirevleri, hecp karacigerin mikrozomal fraksiyonu veya
protoplazmasinda erimis bulunan gesitli enzimlerle (59,61,67,74,79)
oksidorediiksiyona ugratilmaktadir. Bizim c¢aliymamizda nitrofiiran
tirevlerindeki nitro kisminin da benzeri enzimlerle hidroksil haline
geldigi anlagilmaktadir. N-Hidroksilasyona tiyazola yiiklenmis olan
amino kisminda da gidilebilir. Ancak buramn asite bagh ve kapa-
tilmig olusu bu ihtimali zayiflatmaktadir (41) mamafih, formil tran-
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sferaz veya karboksilaz cnzimleri araciligiyla formul kisminin gikaril-
mast ve bundan sonra bir N-hidroksilasyon ihtimali mevcut degildir
denemez

Idrar kromatograminda beliren iki noktamn altta olani (A), izo-
topu az ihtiva etmesi ve daha polar bir madde olmas: bakimindan siil-
fat yada fosfat esterine, daha yukarilara irmanan ve genis bir saha ha-
linde goriinen ikinci noktanin ise daha az polarite gostcren, organik glii-
kiironat esterine karsn gelmeleri akla uygun diigmektc isede bunun tam
bir agiklifa kavugmast i¢in daha ileri ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag
vardir. Ancak, bugiin i¢in énemli olan nokta, her nc sekil ester olursa
olsun, bunlann idrarda belli PH sartlan saglandikta kendiliginden,
yada cikarilmakta olan bazi enzimler tarafindan hidrolize edilebile-
cegi ve meydana gelen N-Hidroksilli ara maddeleri veya aktif diger
kimyasal gruplarin kese cpiteliyle temase gelebilme ihtimali ve bu
izleyen gesitli biyolojik reaksiyonlarin meydana gelebilmeleri sonucu
olarak kanserc sebep olmalarimin anlagiimis bulunmasidir. Bu diisi-
niis yolu muhtemel bir etki mekanizmasi olarak (Cetvel. 6) da sematize
edilmektedir.
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Cetvellerin agiklanmas:

1. FANFT-C" Gn ve buna yakin asctil anologunun sentezini ozclliyen reakisyno-
lar, bu reaksiyonlarin gidigi, verimi ve izotopik miktar ve yuzdcleri.

2. FANFT-C" ilc siganlarda yapilan izotop ¢absmalarnimn ézeti. Baslangigta, karsi-
nojcn yedirmesinin 3. 13. ve 25. haftalari sonunda verilen izotoplu karsinojenin dagildig
organlar ve viicut sivilarindaki bulunug miktari. Busayilar her devrede kullanilan 4 er sigan-
dan clde cdilen savilarin ortalamalaridir.

3. lzotop denemeclerinde organlarin agirhiklarina gére ihtiva cttikleri sayilarin orant
(6zel aktivite derccesi DPM /mg doku) alindikta siralaniglary, buna scbep genel faktorler.
Sidik kesesinin organlar igerisindcki yerine dikkat ediniz.

4. 1zotop verildikten sonra sigan idrarimin kromatografisi ve bunun yalmz karsinojen(1),
normal sigan idrari i¢ine katihmis karsinojen (2), normal sigan idrar1 (3) ile kargilastinnlmasi.
Normal idrarda goriulmeyen siyah sahalann test sigamindan clde edilen idrarda gériinisiine
dikkat cdiniz

5. Test sigant idrarinin kromatogrami ve bunun tekrar sayim ile supheli ve test si-
canina 6zel noktalarin izotop ihtiva ettiklerinin ortaya ¢ikanlmasi.

6. Deney sonuglarimiza gore teklif ctiigimiz onkojenik mckanizma. FANFT in bu
etki yolu diger aromatik amin ve nitro bilesikleriyle 2- AAF’e benzemektedir.

Legend for the figures
}. FANFT-C" and its analog NFTA-C" synthesis. The direction, yicld and the
products are seen with the isotopic contents calculated.

2. Summary of the isotopic studies carried out in rats. Isotopic distributions that were
were averaged in 4 rats at cach step.

3. Spccific activitics of organs to show the organotropism of FANFT in rat. The ge-
neral factors inlluencing this. Note the isotopic content of bladder.

4. Urine chromatigrams obtained from rats fed FANFT, control animals and from
the urine of control that later added FANFT to compare the spots seen.

5. Urine chromotgram of a rat fed FANFT-C" to demonstrate the isotop content
of spots that arc not scen in the control rat urine,

6. Propable action mechanism of carcinogenic FANFT similar to the action of 2-AAF
and many aromatic nitro-amino carcinogens.
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