Afyon Kocatepe Universitesi 8(1) Afyon Kocatepe University
FEN BILIMLERI DERGISI JOURNAL OF SCIENCE

IN VivVO VE IN VITRO SARTLARDA CYCLOPHOSPHAMIDE
MUTAJENITESI ILE VERAPAMIL ETKILESIMININ UMU TEST
SISTEMI iLE RATLARIN iDRARLARINDA iNCELENMESI

Adnan AYHANCI*, Giilfer GULTEKIN**

* Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Eskisehir.
** Bskisehir Osmangazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Eskisehir.

OZET

Cyclophosphamide’in (CY) normal hiicrelere olan toksisitesini 6nlemek
amaciyla ¢esitli yontemler gelistirilmektedir. Son zamanlarda Verapamil’in
(Ver) bazi antineoplastik ilaglarm toksik etkilerini azaltarak onlarin daha
etkin olan yiiksek dozlarda kullanilmalarma olanak sagladigi bildirilmistir.
Biz de bu literatiir bilgilerinden yola ¢ikarak ¢alismamizda; kullandigimiz
kimyasallarin (CY ve Ver) olasi mutajenik aktivitelerini ve bu aktiviteler
dahilinde doza bagli olan ya da olmayan etkilesimlerini Umu test yontemine
gore ortaya koymay1 amagladik.

CY ve CY+Ver kombinasyonlarmin direkt olarak bakteriye uygulanmalar
ve bu maddelerin siganlara enjeksiyonlar1 sonrasinda alman idrar
orneklerindeki metabolitlerinin bakteriye uygulanmalari sonucunda Umu test
sistemi ile almis oldugumuz degerler bu doz ve kombinasyonlarmin
hi¢birinin herhangi bir mutajenik aktivite gostermediklerini yani; bu
maddelerin  bakterinin DNA’s1 ile reaksiyona girecek bir aktivite
kazanmadiklarin1 gostermistir.

Bu sonuglara bagh olarak; CY ve CY+Ver kombinasyonlarinin direkt olarak
bakteriye uygulanmalar1 sonucu elde edilen degerler, sadece CY ile denenen
sonuglara gore bir azalma gostermediginden Umu test sistemi dahilinde
Ver'in CY’e karst koruyucu oldugu konusundaki literatiir bilgileri
desteklenememistir.

Yine CY ve CY+Ver kombinasyonlarinin siganlara enjeksiyonlar1 sonrasinda
alman idrar Orneklerindeki metabolitlerinin bakteriye uygulanmalari
sonucunda elde edilen sonuclar; literatirde CY ve CY’in idrardaki
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metabolitlerinin mutajen olduklarima dair olan ¢alismalar ile farklilik
gostermektedir.  Sonuglarimiz bu  agidan  literatiir  ¢alismalarini
desteklememistir.

Anahtar Kelimeler: Genotoksik Aktivite, Cyclophosphamide, Verapamil,
Umu-test

IN VITRO AND IN VIVO CONDITIONS RESEARCH OF
CYCLOPHOSPHAMIDE MUTAGENICITY AND VERAPAMIL
INTERACTION BY UMU TEST SYSTEM USING RAT URINE

SAMPLES

ABSTRACT

Various methods have been developed to prevent toxicity of CY in normal
cells. Recently calcium channel blockers like Verapamil (Ver) have been as
reported decreasing the toxicity of antineoplastic drugs and are reported to
be used in high dosage rates.

By using literature knowledge in our in vitro and in vivo Umu test study, we
aimed to determine whether or not probable mutagenic activity and
interaction of our chemicals (CY and Ver) was their dosage rates.

Both of CY, CY+Ver combinations and metabolites in the urine taken from
rats which were injected with our chemicals treated on bacteria and none of
these dosage rates and their combinations showed no mutagenicity and these
results showed that our chemicals weren’t activated to react with bacterial
DNA.

Literature knowledge which is reported Verapamil has protective effect
against CY couldn’t have supported because there was no decreasing
between CY+Ver combination groups and only CY treated groups.

In addition, there are differences between our study results of urine taken
from rats treated on bacteria and literature knowledge that reported
mutagenicity of CY alone and its metabolites in urine. Therefore our results
didn’t support the literature studies.
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1. GIRIS

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ilaglari; kana karigtiktan sonra
hizla ¢ogalan kanser hiicrelerinin igine girerler. Kanser hiicresinin biiylime
ve cogalmasini engeller ve sonunda yok olmasini saglarlar [22].

Hiicre boliinmesini engelleyen ve hiicre 6liimiine yol agarak immiin sistemi
baskilayan Cyclophosphamide (CY) bir Oksazofosforin tiirevidir. 1958
yilinda Alman bilim adamlar tarafindan tip diinyasina kazandirilmistir ve
ilerlemis yetiskin tlimorlerinin  tedavisi i¢in uygulanan kemoterapi
regetelerinde siklikla kullanmilan bir antineoplastiktir. Anormal immiinite
sonucu ortaya ¢ikan malignitelerde baslica tercih edilen ucuz bir ajandir ve
yilda yaklasik 500 bin vakada kullanilmaktadir [6]; [5] ;[17]. CY; azotlu
hardalin (nitrogen mustard) dongiisel bir fosfamid esteridir. CY nin kimyasal
yapist Sekil 1°deki gibidir [7].

Bir CY metaboliti olan akroleinin 3-10 mg/lt arasindaki
konsantrasyonlarinin; 12 giinliilk fare embriyosunda anormal gelismelere
neden oldugu goézlenmistir [21] CY; ovaryum folikiillerinde epitel doku i¢in
toksiktir. Zira disi sicanlara 40 mg/100 gr CY verildiginde ovaryum
folikiillerinin normal gelisiminin inhibe oldugu gézlenmistir (Burkl, 1978).
Deneysel bir ¢alismada; sadece CY verilen losemili farelerde, kilo kaybi
oldugu bildirilmistir [6]. CY’nin 6zellikle daha 6nce kemoterapi gdrmiis
hastalarda 16kopeni yaptig1 bildirilmistir [6]

Verapamil (Ver); kalsiyum kanal blokeri (kalsiyum antagonisti) olan bir
ilactir [8]Hiicresel etkinliklerin gergeklesebilmesinde, hiicre iginde bulunan
serbest Ca™ derisimi yattig1 bilindiginden; hiicrelerdeki kalsiyum iyonu
miktar1 cok onemlidir. Ca™; endoplazmik retikulum, sarkoplazmik retikulum
ve mitokondri gibi g¢esitli organellerde proteine bagli durumdadir.
Sitoplazmada yer alan serbest Ca™ konsantrasyonu ise biiyilk énem tasir.
Ciinkii elektriksel uyarilarin, transmitterlerin, ¢esitli hormonlarin ve doku
faktorlerinin - gerceklesen son  etkileri; hiicre igi serbest Ca™
konsantrasyonunu arttirmaktir. Giiniimiizde kalsiyum iyonlarina, hiicresel
faaliyetlerdeki Onemli rollerinden dolay1; ikinci haberci gozil ile
bakilmaktadir [27] Kalsiyum Kanal Blokerleri (KKB), benzer etkilerine
ragmen birbirinden ¢ok farkli molekiil yapilarma sahiptirler

Ver gibi KKB’ler genellikle; voltaj bagimli kalsiyum kanallarini bloke
ederek, hiicre digindan hiicre i¢ine kalsiyum girigini engellerler. Ver’in de
icinde bulundugu fenilalkilamin tiirevi kalsiyum antagonistleri sitoplazma
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membraninda yer alan yavas kanallardaki kalsiyum kanal proteinine veya
oligomerik kompleksi iizerindeki 6zel baglanma yerlerine yiiksek afiniteli
sekilde baglanarak Ca™ girisini azaltirlar. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda,
alfa adrenerjik reseptdrler iizerine noradrenalin ile rekabete girerek reseptor
bagimli kalsiyum kanallarini da bloke ederler [29].

Ver’in tedavide sitotoksik ilaglara karsi hiicre direncini arttirmak igin iyi bir
aday oldugu bildirilmistir ([4]; [1]; [25];[2];[23];[18]).

Ver’in sitoprotektif etkilerinin oldugu ve yan etkileri bakimindan da oldukga
giivenli bir ila¢ oldugu 6ne siiriilmiistiir [3].

CY ve Ver uygulanmasi lizerine gerceklestirilen bir ¢alismada; Ver’in CY
toksisitesini kanda ve kemik iliginde belirgin bir bigimde azalttig
belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada; Ver’in sitoprotektif etkileri oldugu ve bu
etkinin Ver dozununun arttirilmasi ile daha da arttign gosterilmistir [1]. 50,
100 ve 150 mg/kg CY’in neden oldugu iirotoksisite {izerine Ver’in
mesanedeki muhtemel koruyucu etkisi normal siganlarda arastirilmig ve 2
mg/kg Ver’in, bu dozlardaki CY toksisitesini Onemli oOlgiide azalttig1
bildirilmistir [25].

Bazen kanser hiicreleri ayni anda birden fazla kemoterapotik ilaca karsi
direng gelistirebilirler. Bu direnci; ilaglar1 membranda bulunan pompalar
araciligi ile hiicre disina atmak seklinde gosterirler. Bunu 6nlemek ve kanser
tedavisinin olumlu sonuglar vermesini saglamak i¢in; bu pompalarda yer
alan ve antineoplastik ilaclar1 hiicre digina atan proteini kodlayan geni
inhibe ettigi ileri siiriilen Ver gibi KKB’ler denenmektedir [16].

Calismamizda; Ver’in olas1 bir CY mutajenitesi ile etkilesme gosterebilecegi
denenmistir. Bu diislinceden yola ¢ikarak; Ver’in ve CY’nin mutajenitesini
hangi yonde etkileyebilecegini Umu test sisteminden yararlanarak arastirdik.
Umu test yontemi genis bir kullanim alanina sahip bir ydntemdir
[26];[19];[12]. Bizde bu yontemle maddelerin genotoksik potansiyellerini
belirledik.
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2. MATERYAL-METOD

Materyal
Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullanilan CY ve Ver eczaneden ilag¢ formlari olarak, digerleri
Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen Bilimleri Arastirmalart Destek
Merkezinin yardimlari ile Merck ve Sigma firmalarindan alinmastir.

Deney Hayvanlari

Deneylerimizde kullandigimiz siganlar; yaklasik 2,5-3 aylik ve 150-250 gr.
agirhigindaki 16 adet yetiskin disi ve erkek Wistar cinsidir. Siganlar; Saglik
Bakanligi Hifz1 Siha Serum Ciftligi’nden saglanmistir.

Her grupta en az 3, en fazla 5 hayvan olacak sekilde 4 ayr1 gruba ayrilan
hayvanlar; her kafeste 4 hayvan olacak sekilde yerlestirilmistir.

Deneyde Kullanilan Bakteri Suslari

Kimyasallarin mutajenik aktivitelerinin belirlenmesinde; bir genotoksisite
Olgitli olarak Salmonella typhimurium adi verilen indikatdr organizmalar
kullanildi [15]. Umu test sisteminde kullanilan mutant bakteri suslari
Salmonella thyphimurium NM 2009 ve Salmonella thyphimurium NM
3009°u atasal tipten ayiran 6zellikler; makromolekiil 6zellikteki kimyasallara
maruz kaldiklarinda atasal tipe gore daha hassas olmalar1 ve tamir
mekanizmalarinin  daha hassas olup ozellikle SOS tamir yolunu
baslatmalaridir. Bu suglar; B-galaktosidaz aktivitesi i¢in hibrit bir protein
olusturan UmuC-LacZ fiizyonuna sahip pSK 1002 plazmidini tagirlar. Bu
plazmid Umu test sisteminde kullanilan atasal susu olusturmak icin; kesip
cikarma onarim mekanizmasi hatali (uvrB mutasyonu), birgok kimyasal i¢in
daha kolay gegirgenlige sahip (rfa mutasyonu) ve laktoz operonunda dogal
bir delesyon gibi iistiin dzelliklere sahip olan Salmonella typhimurium TA
1535’in i¢ine yerlestirilmistir. Bu ozellikler sayesinde testin hassasiyeti
arttirilmis ve Umu testi igin atasal sus olan Salmonella typhimurium TA
1535 / Psk 1002 susu olusturulmustur [15]
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Salmonella thyphimurium NM 2009

Normalin iistiinde O-Asetiltransferaz (O-AT) etkisine sahip olan bir sustur.
Bu sus; O-AT geninin vektér bir plazmid olan pACYC 184 igine
subklonlanmasiyla olusturulmus pMN12 plazmidinin, TA 1535/pSK 1002
icine yerlestirilmesiyle olusturulmustu.[15]

Salmonella thyphimurium NM 3009

Normalin iizerinde O-AT ve Nitrorediiktaz (NR) etkisine sahip olan bir
sustur. Bu sug; hem O-AT hem de NR genlerinin vektor bir plazmid olan
pACYC icine subklonlanmasiyla olusturulmus pNM13 plazmidinin, TA
1535/pSK 1002 igine yerlestirilmesiyle olusturulmustur. NM 3009 susu
atasal susa gore; O-asetiltransferaz etkisi agisindan 13 misli, nitrorediiktaz
etkisi agisindan ise 3 misli yiiksek etkiye sahip oldugu i¢in; nitroarenlerin
genotoksik etkisini saptamada ¢ok biiyiik bir duyarlilik gostermektedir [15].

CY ve Ver Uygulamas ile idrar Toplanmasi

Deney hayvanlari; Eskisehir Yem Sanayi’nin irettigi yemlerle ve ¢esme
suyu ile beslendiler. Tiim hayvanlar enjeksiyondan oOnce bir hafta
stabilizasyona alindi. Her bir hayvan ilk enjeksiyondan oOnce tartilarak
agirhigr kaydedildi. Verilecek olan dozlar her bir hayvanin agirhigina bagl
olarak ayarlanarak enjeksiyon yapildi. Kontrol grubuna verilen 5ml/kg
hacminde serum fizyolojik [9]ve diger gruplara verilen ilaglar intraperitonal
(i.p.) olarak uygulandu.

Kullanilan ilaglardan Cyclophosphamide’in (Endoxan = Cytoxan) 150.000
png/kg’lik siganlara verilecek olan ¢ozeltisinin hazirlanmasinda 900 mg CY,
24 ml serum fizyolojikte eritildi. Uygulanan bu CY dozu; literatiirlerdeki
onceki ¢alismalar da (50, 70, 100, 120, 150 ve 200 mg/kg) gbz Oniinde
tutularak  150.000 ug/kg olarak  Dbelirlendi ve tablo 1°de
gosterildi.[10];[24][20]. Umu test ile genotoksik parametre belirlenmesi i¢in;
hazirlanan 150.000 pg’lik ¢ozeltiden yaklasik 1/10’luk seri sulandirma ile
toplam 5 farkli doz ¢ozeltisi elde edildi.
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Tablo 1- CY’nin serum fizyolojik i¢inde doz ayarlanmasi

150.000 pg 24 ml SF + 900 mg CY

20.000 pg 25 ml SF + 500 mg CY

10.000 pg 3 ml SF + 3 ml 20.000 pg’lik ¢dzelti
5.000 pg 2,5 ml SF + 2,5 ml 10.000 ug’lik ¢ozelti
2.500 ug 2 ml SF + 2 ml 5.000 ug’lik ¢ozelti

Kullamilan bir diger ila¢ olan Verapamil’in 2.000 pg/kg’lik sigcanlara
verilecek olan ¢oOzeltisinin hazirlanmasinda 40 mg Ver, 20 ml serum
fizyolojik (SF) de eritildi. Verapamil’in 4.000 pg/kg’lik sicanlara verilecek
olan ¢dzeltisinin hazirlanmasinda ise 40 mg Ver, 10 ml SF’de eritildi. Umu
test sisteminde ise hazirlanan ¢ozeltiler aynen kullanildi. Sigana gore (tablo
2) in vitro Umu test CY + Ver uygulamasinda; CY’in ve Ver’in uygulanan
farkli dozlar1 15’er pl’den toplamda 30 pl olarak kullanildi.

Tablo 2- Gruplarin organizasyonu su sekilde gerceklestirildi:

1. grup 150 mg/kg CY
2. grup 150 mg/kg CY ve 2 mg/kg Ver
3. grup 150 mg/kg CY ve 4 mg/kg Ver

1. gruptaki hayvanlar CY enjeksiyonundan hemen sonra 24 saatlik idrar
toplanmas1 amaci ile metabolik kafeslere alindi. Her iki kimyasal ile
muamele edilen 2. ve 3. gruplardaki sicanlara once Ver (t=0), Ver
uygulamasindan 5 dk. sonra CY uygulamasi yapildi, bunun devaminda t=4
ve t=8 siirelerinde yine Ver uygulamalar1 tekrarlandi [17]. Her kafese bir
sican konuldu ve deney boyunca kafes basmma 50 ml %2’lik sakkarozlu su
konularak beklendi. Metabolik kafesler icinde 24 saatlik [17] olarak toplanan
idrarlar 0,2 pm’lik membran filtreleri ile sterilizasyonlar1 saglandi ve Umu
test uygulamasima hazir hale getirildi. Idrar 6rneklerinin mutajenitesi; NM
2009 ve NM3009 adin1 alan S. typhimurium bakteri suslar1 kullanilarak Umu
test sistemi ile uyguland.

Umu-Test Sistemi Deneyinin Yapihsi

S.thyphimurium NM 2009 ve S.thyphimurium NM 3009 suslarimin donmus
orneklerinden 0,1’er ml alinarak, 200°C’de 20 dk. otoklavlanarak steril hale
getirilmis 20 ml Lutria Berthani (LB) broth iceren 50 ml’lik erlenlere ekim
yapildi ve gece boyu (16 saat) 37°C’deki etiivde inkiibe edildi. Gecelik
kiiltiir; steril hale getirilmis olan, 37°C’deki 50’ser ml Triptofan Glikoz
Ampicillin (TGA) broth ile 1/50 kez seyreltilip, 175 rpm’de 37°C de ODgg
degeri 0,25 ile 0,3 olana kadar yaklasik 2 saat inkiibe edildi. Daha sonra bu
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kiiltirler 0,9 ml’lik kisimlar halinde, farkli konsantrasyonlardaki kimyasalin
ve idrarm 30 ul’sini igeren steril tiiplere eklendi ve 37°C’de 3,5 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra, farkli konsantrasyonlardaki kimyasalin ve
idrarmn sitotoksitesini saptamak amaciyla ODgo de her tiipiin bakteri
yogunlugu spektrofotometrede okundu. B-galaktosidaz aktivitesini 6l¢gmek
icin; hazirlanmis bir seri tiipe, absorbansi okunan kiiltiirlerin 0,2 ml’si
almarak enzim deneyine baslandi. 0,2 ml kiiltiir iceren her tiipe 1,8 ml Z
tamponu, 50 ul %0,1°lik sodium dodecyl sulfate (SDS) ve 10 ul saf
kloroform eklenerek karistirildi. Ardindan reaksiyonu baglatmak i¢in ortama
0,2 ml O-Nitrophenyl-p-D-galactopyranoside (ONPG) ¢ozeltisi eklendi ve
tekrar karigtirildi. Renk olusumu igin 37°C su banyosunda 10-60 dakika
bekletildikten sonra reaksiyon 1 ml 1 M Na,CO; ¢ozeltisi ile durduruldu
[15].

Test tiipleri 420 ve 550 nanometre dalgaboyunda spektrofotometrede okundu
ve bu degerler Miller (1972) metoduna gore 1 iinite enzim asagidaki formiil
kullamlarak hesaplandi;

. Ag0— 1,75 % Asso
Unite = 1000 x

t.v. A600
t = reaksiyon siiresi (dakika)
v = deneyde kullanilan kiiltiiriin miktar1 (mililitre olarak)
Agoo= deneyde kullanilan kiiltiiriin yogunlugu

Umu-test sistemi uygulamasi sonucunda ortaya ¢ikan [(-galaktosidaz
aktivitesinde, kontrole gore en az 2 katlik bir artisin gézlenmesi; test edilen
kimyasalin mutajenite acgisindan pozitif olarak degerlendirilebilecegini
gosterdi [15].

3.BULGULAR

CY ve Ver’i tek baslarina ve birlikte cesitli doz kombinasyonlar1 seklinde;
direkt bakterilere vermek suretiyle ve siganlara enjeksiyonlari sonrasinda
alman idrar orneklerini bakterilere vermek suretiyle Umu-C Test Sistemi
aracihigr ile mutajenite testine tabi tuttuk. Bu testler sonucunda
S.thyphimurium NM 2009 ve S.thyphimurium NM 3009 suslarindan elde
edilen B-galaktosidaz enzim aktivitesi degerleri sekillerde sunulmustur.
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Sekil 2- Salmonella thyphimurium NM 3009 susunun Cyclophosphamide’in
5 farkli dozu ile verdigi B-galaktosidaz enzim aktivitesinin doza bagl grafigi

AKU-Fen Bilimleri Dergisi 8(1) 121 AKU-Journal of Science 8(1)



In Vivo ve In Vitro Sartlarda Cyclophosphamide A. AYHANCI, G. GULTEKIN

120 N.M_S.O.O_Q_NM_S.QQQ_

100 -
80 -
60
40
20
0_

B-Galaktosidaz Aktivitesi
(Unite)

2000 4000 2000 4000
Ver Dozlari (ug)

Sekil 3- Salmonella thyphimurium NM 2009 ve NM 3009 suslarinin
Verapamil’in 2 farkli dozu ile verdikleri B-galaktosidaz enzim aktivitesinin
doza bagli grafigi

43,5

41,5 1
39,5
38,5

2500+Ver  5000+Ver  10000+Ver 20000+Ver 150000+Ver
CY Dozlari+Ver (ug)

N
SN
N O w

S
5O N
o o=

w
©

B-Galaktosidaz Aktivitesi (Unite)

w
@

Sekil 4- Salmonella thyphimurium NM 2009 susunun Cyclophosphamide
dozlar1 + 2000 png Verapamil kombinasyonu ile verdigi f-galaktosidaz enzim
aktivitesinin doza bagl grafigi

AKU-Fen Bilimleri Dergisi 8(1) 122 AKU-Journal of Science 8(1)



In Vivo ve In Vitro Sartlarda Cyclophosphamide A. AYHANCI, G. GULTEKIN

60
50

40
30
20
10

0

2500+Ver  5000+Ver  10000+Ver 20000+Ver 150000+Ver
CY Dozlari+Ver (ug)

(Unite)

B-Galaktosidaz Enzim Aktivitesi

Sekil 5- Salmonella thyphimurium NM 3009 susunun Cyclophosphamide
dozlar1 + 2000 pug Verapamil kombinasyonu ile verdigi f-galaktosidaz enzim
aktivitesinin doza bagl grafigi

B-Galaktosidaz Enzim
Aktivitesi (Unite)
= N W b
[oNelNolNolNol

& © & & &
0)( QQ)( QQ)( 00)( QQ)(
S § S S S
v 3 QO N &
CY Dozlari+Ver (ug)

Sekil 6- Salmonella thyphimurium NM 2009 susunun Cyclophosphamide
dozlar1 + 4000 pug Verapamil kombinasyonu ile verdigi f-galaktosidaz enzim
aktivitesinin doza bagl grafigi
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Sekil 8- Salmonella thyphimurium NM 2009 ve NM 3009 suslarinin sadece
serum fizyolojik uygulanan kontrol grubundaki siganlarin idrarlari ile
verdikleri B-galaktosidaz enzim aktivitesi degerleri
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Sekil 9- Salmonella thyphimurium NM 2009 ve NM 3009 suslarmimn 150.000
ug/kg Cyclophosphamide enjekte edilen gruptaki siganlarm idrarlari ile
verdikleri B-galaktosidaz enzim aktivitesi degerleri
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Sekil 10- Salmonella thyphimurium NM 2009 ve NM 3009 suslarinin
150.000 pg/kg Cyclophosphamide + 2.000 pg/kg Verapamil enjekte edilen
gruptaki si¢anlarin idrarlari ile verdikleri B-galaktosidaz enzim aktivitesi
degerleri

AKU-Fen Bilimleri Dergisi 8(1) 125 AKU-Journal of Science 8(1)



In Vivo ve In Vitro Sartlarda Cyclophosphamide A. AYHANCI, G. GULTEKIN

35
30
25
20
15
10

5

0

i

i

Aktivitesi (Unite)

B-Galaktosidaz Enzim

NM 2009 NM 3009
Mutant Bakteri Susu

Sekil 11- Salmonella thyphimurium NM 2009 ve NM 3009 suslarmin
150.000 pg/kg Cyclophosphamide + 4.000 pg/kg Verapamil enjekte edilen
gruptaki sicanlarin idrarlari ile verdikleri B-galaktosidaz enzim aktivitesi
degerleri
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Sekil 12- Salmonella thyphimurium NM 2009 susunun pozitif mutajen
olarak degerlendirilen 4 NQO’nun 3 farkli dozu ile verdigi p-galaktosidaz
enzim aktivitesinin doza baglh grafigi

4. TARTISMA ve SONUC

Calismamizda CY’nin bes ayri dozunu ve metabolit formlarini yine ayni
sekilde Ver’in 3 ayr1 dozunu ve metabolit formlarinmi ayri ayr1 ve birlikte
deneylerimizde kullandik. Deneylerimizde bu kimyasallar1 genotoksik
potansiyelleri agisindan arastirdik. Elde ettigimiz rakamsal degerleri {inite
hesaplar1 formiiliinde yerine koyarak iinite degerlerini pozitif mutajen 4NQO
ve fizyolojik su ile karsilagtirdik.
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CY ve CY+Ver kombinasyonlarmin direkt olarak bakteriye uygulanmalar
ile alinan degerler ile bu maddelerin siganlara enjeksiyonlar1 sonrasinda
alian idrar 6rneklerindeki metabolitlerinin galisilmasi ile alinan degerler; bu
maddelerin bakterinin DNA’s1 ile reaksiyona girecek bir aktiflik
kazanmadiklarimi1 gostermistir. Rakamlardaki sayisal farkliliklar da bu
maddeler hakkinda direkt mutajendir diyebilecegimiz bir sonu¢ ortaya
koymamustir.

Elde ettigimiz bu sonuglar; literatirde CY ve CY’in idrardaki
metabolitlerinin mutajen olduklarima dair olan ¢alismalar ile farklilik
gostermektedir [17];[9]. Ancak CY’in farmakokinetigi ve memeli
karacigerindeki metabolizmasi sonucu agiga ¢ikan metabolitleri ile Ver gibi
maddelerin etkilesiminin belirlenmesinde; bu ara {iriinlerin yapilarmin ve
sayet bir etkilesim var ise bunun mekanizmasmin agiga konabilmesi i¢in
calisilan diger kisa zamanli testler ile birlikte uzun zamanli testlerin
denenmesi geregini savunmaktayiz. Cilinkii sadece Umu test sistemi ile
yalnizca mutajenite kavrami konusunda yorumlar yapabiliriz. Boyle kisa
zamanli testlere kimyasal maddelerin memeli metabolizmalarinin
gerceklesebilecegi ek ortamlar da ekleyerek (S9 mix gibi); CY ve
koruyuculugu arastirilan Ver gibi maddelerin metabolitleri ile ger¢eklesen
mutajenite yorumlarmi daha kesin bir ifade ile yapabiliriz. Ayrica mutajenite
disinda diger etkilerinin arastirilmasi yine yukarida da degindigimiz gibi kisa
ve uzun zamanli testlerin birlikte ortaya koyacagr sonuglar ile
degerlendirilebilir. Biz de bundan sonraki c¢alismalarimizda denedigimiz
kimyasallarin biyolojik potansiyellerini; ek ortamlarla desteklenebilen kisa
zamanli testler ve diger uzun zamanl testlerle tekrar denemek istiyoruz.

Ayrica in vitro ortamda CY+Ver dozlarindan alinan enzim iinite degerlerinin
sadece CY dozlarindan alinan degerlere gore yiiksek olmasina karsin; in
vivo ortamda CY+Ver enjeksiyonu sonrasinda alman idrar orneklerinin
enzim inite degerlerinin sadece CY enjeksiyonu sonrasinda alinan idrar
degerlerinden diisiik olmasinin nedeni heniiz tam olarak belli degildir.

[9]ve[17]’nin ¢alismalarinda da in vitro sartlarda alman sonuglara gore
mesnanin (mercapto etan sulfonat) CY mutajenitesini diisiirmedigi ortaya
konmustur. CY’in olasi mutajenitesinin Zn ile énlenmesinin amaglandig
Umu test sistemi ile gergeklestirilen bir caligmada; bizim caligmamiza
benzer sekilde CY’in mutajenite gostermedigi ve koruyucu ajan olarak
kullamlan Zn ile mutajenite agisindan bir koruyuculugun goézlenmedigi
ortaya konmustur [28]. Bu agidan ¢alismamizi desteklemektedir.
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CY ve Ver gibi kimyasallarin ikincil yapilari bazen onlarin aktivite
gbstermemelerine yada farkli aktivite gostermelerine sebep olabilirler. Iste
bu gizli kalan potansiyeli aciga ¢ikarmada kisa zamanli testlerin sayisini
cogaltmak ve ek olarak bunlar1 uzun zamanli testlerle desteklemek
gerektigine inanmaktayiz. Bunun yam sira tipta ilag olarak kullanilan CY ve
Ver gibi maddelerin farmakokinetiklerinin farkli ortamlarda ayrintili olarak
incelenmesi; gerek tipta kullamim yararlarini ve risklerini tam olarak ortaya
koyabilme agisindan, gerekse tedavide daha yiliksek verim elde edebilme
acisindan son derece dnemlidir.
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