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OZET

Calismamizda 6n tedavide sitotoksik ilaglara karsi hiicre direncini arttirmak
icin iyi bir aday oldugu 6ne siiriilen ¢inkonun 3000 pg/kg ve 6000 pg/kg
dozlarimi kullanarak cyclophosphamide ‘in (CY) antineoplastik etkinligini
diisiirmeden toksisitesini azaltmay1 ve daha yiiksek dozlarda kullanilarak
daha giiglii bir terapotik etkinligin saglanmasi amag edinildi

Bu deneysel ¢aligmada in vitro olarak ZnCl,’iin 3000 ve 6000 pg/kg dozlar
ile CY’in 2500, 5000, 10000, 20000, 150000 pg/kg dozlar1 ve bu dozlar
dahilindeki kombinasyonlar1 Umu-test sistemi kullanilarak genotoksik ve
mutajenik degerlendirmeleri yapildi.

Calismamizin ikinci asamasinda ise in vivo olarak 150000 ug/kg CY,
150000 pg’kg CY + 3000 pg/kg ZnCly, 150000 pg/kg CY + 6000 pg/kg
ZnCl, enjekte edilen sicanlardan alinan idrar 6rnekleri yine umu test sistemi
ile degerlendirildi.

Umu test sistemi ile CY ve CY + ZnCl, kombinasyonlarinin ve yine idrar
orneklerinin bakteri test sistemleri ile verdikleri  sonuglar
genotoksik/mutajenik etki yaratmadigi gozlendi. Elde edilen deneysel
degerler kontrol olarak kullamlan 4NQO pozitif mutajen maddesinin
sonuclarina yakin veya iki kati sonuglar vermemistir.

Sonug¢ olarak deneyde kullandigimiz maddelerin genotoksik/mutajenik
etkileri bu uygulanan yonlendirilmis mutasyon deneyleri ile cevap
vermemigtir.Ancak diger kisa zamanli ve uzun zamanli testler ile
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degerlendirilmesi gerekmektedir. Calismalarimiz bu dogrultuda devam
etmektedir.

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

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

SUMMARY

In this experimental study first 3000 pug and 6000 ug Zinc chloride and
2500, 5000, 10000,20000 and 150000 ug/kg CY dosage rates test were
administered singly and thencombination and hance tested by Umu
mutagenicity test system in vitro conditions. At the second stage of our
experimental study urine samples taken from rats having received 150000
ug’kg CY, 150000 pg/kg CY+3000 pg/kg ZnCl, and 150000 pg/kg CY +
6000 ug/kg ZnCl, tested by Umu test system.

Literature knowledge which is reported Zinc chloride has protective effect
aganist CY couldn’t have supported because there was no decrasing between
CY+ZnCl, 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 metabolites in urine. Therefore our results did
not support the literature studies.

Key Words: Genotoxic activity, Cyclophosphamide, Zinc, Umu-test
1. GIRIS

Kanser tedavisinde en fazla kullanilan ilaglardan birisi CY’dir.
Antineoplastik ilaglarin alkilleyici grubuna giren bir oksazofosforin’dir [2];
[19]. Bagisiklik baskilayici ve bir antitimor ajan olan CY’nin farmakolojik
etkileri metabolik aktivasyonuna baghdir [10]; [19]. Ciinkii inaktif formdadir
ve onkosidal etki gosterebilmesi i¢cin metabolik olarak aktive edilmesi
gerekir. Asagida agik kimyasal yapisi verilen ilag 2 tane etil grubu tasir ve
bunlar1 da metabolik aktivasyon sonucu almis oldugu aktif form ile etil veren
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donorlere doniigiir. DNA heliksine katilir ve ¢apraz baglanmalara neden
olarak DNA zincirinin bozulmasini saglar. Ozellikle hizl1 béliinen hiicrelere
etkilidir ve bu nedenle T lenfosit proliferasyonunu bloke eder. O halde CY
hem humoral hem de hiicresel bagisiklig1 baskilar [2];[9]). Bu durum ana
ilagtan ¢ok metabolitleri tarafindan kaynaklanmaktadir.

CY’nin Kemik iligi mutajenitesi konusunda yapilan ¢aligmalar, bu maddenin
insanlarda ve siganlarda hematopoietik sistemde kanserojen oldugunu
gostermistir [12];[3].Buna ek olarak pek ¢ok ¢alismada CY ve diger bir ¢ok
kemoterapik ajanin gen mutasyonlari kromozomal kirikliklar yeniden
diizenlemeler ve somatik hiicrelerde anoploidi gibi etkilere neden oldugu éne
stiriilmektedir [20];[1].

Biyolojik eser elementler iginde olaganiistii 6zelliklere sahip olan ¢inko tiim
hiicrelerin biiyiime ve replikasyonu igin gerekli esansiyel bir elementtir.
Dogal olarak ¢ok onemli proteinlerin yapisina girer ve enzimlerin aktif
bolgelerinde gorev alir veya molekiiler etkilesimlerde hiicre i¢i proteinler
icin yapisal bir destek gorevi goriir. Biyolojik zarlarin ve iyon kanallarinin
stabiletisini ve integritesini saglar [7]

Cinko niikleik asit metabolizmasina da girer. Bu nedenle yasamsal 6nemi
vardir. DNA ve RNA polimeraz enzimlerinin yapisina girdigi icin DNA ve
RNA sentezi ile hiicre boliinmesinde 6nemli gorevi vardir [6];[11];[25]

Cinko bagisiklik sistemi i¢in temel iz elementtir. Bagisiklik yanitindaki
bozukluk diisiik ¢inko diizeyi ile baglantilidir [24]. Bunun yani sira 6n
tedavide sitotoksik ilaglara karsi hiicre direncini artirmak i¢in iyi bir aday
oldugu bildirilmigtir [21] Cinkonun CY mutajenitesi ile ilgili etkilesme
gosterebilecegi  diisliniilmiistiir. Maddelerin  genotoksik potansiyelleri
saghigimiz i¢in biiyiik 6nem tasir.Umu test yontemi son yillarda genotoksik
potansiyel aragtirmalarinda oldukca fazla kullanilan kisa zamanli testlerden
birisidir [18]; [23]; [14]. Biz de bu amagla CY mutajenitesi ile ¢inkonun
etkilesmesini ve sican idrarinda almis oldugu metabolik formu Umu test
sisteminde Salmonella typhimurium NM2009 ve NM3009 suslariyla
denedik.
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2. MATERYAL-METOD

Materyal
Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullanilan CY eczaneden ilag formlar1 olarak, Cinko ve diger
kimyasal maddeler Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen Bilimleri
Aragtirma Destek Merkezinin yardimlari ile Merck ve Sigma firmalarindan
almmustir.

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
Bakanlig1 Hifz1 Siha Serum Ciftligi’nden sagland.

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

Deneyde Kullanilan Bakteri Suslari

Kimyasallarin mutajenik aktivitelerinin belirlenmesinde; bir genotoksisite
Olgitli olarak Salmonella typhimurium adi verilen indikatdr organizmalar
kullanildi [17]. 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 suslar; 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 i¢in; 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 igine yerlestirilmistir. Bu oOzellikler sayesinde testin hassasiyeti
arttirilmis ve Umu testi igin atasal sus olan Salmonella typhimurium TA
1535 / Psk 1002 susu olusturulmustur [17].
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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 olusturulmustur [17].

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 duyarhlik gosterir [17].

CY ve Cinko Uygulamasi 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 [12] wve diger gruplara verilen ilaclar
intraperitonal (i.p.) olarak uygulandi.

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 pg/kg olarak belirlendi ve tablo 1°de gosterildi[13];[26];
[27];[28]. Umu test ile genotoksik parametre belirlenmesi i¢in; hazirlanan
150.000 ug’lik ¢ozeltiden yaklasik 1/10’luk seri sulandirma ile toplam 5
farkli doz ¢ozeltisi elde edildi.
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Tablo.1. Enjeksiyonlarin gruplara gore dagilim.

150mg/kgCY 150mg/kg CY
Dozlar 150mg/kg CY + +

3 mg/kg ZnCl, 6 mg/kg ZnCl,
1. Grup +
2. Grup +
Grup +

In vitro sartlarda CY ile ZnCly’iin etkilesiminin belirlenmesi amaciyla
150.000 pg dozundaki CY’den yaklasik 1/10 luk serilerde sulandirma
yapilarak sirasiyla 150.000 pg CY, 20.000 pg CY, 10.000 pug CY, 5.000 pg
CY ve 2.500 ug CY seklindeki 5 farkli doz genotoksik parametre saptanmasi
amaciyla hazirlandi. Dozlarm hazirlanmasinda kullanilan CY ve serum
fizyolojik miktarlar1 Tablo.2.’de gdsterilmektedir.

Tablo.2. Doz hazirlanmasinda kullanilan CY ve serum fizyolojik
miktarlarimin dozlara gore miktarlari.

Doz Uygulanan Karisimlar

150.000 ug CY  {900.000 pg CY + 24 ml Serum Fizyolojik

20.000 pug CY |500.000 ug CY + 25 ml Serum Fizyolojik
10.000 pug CY |3 ml20.000 ug CY + 3 ml Serum Fizyolojik
5.000 pgCY |2,5ml10.000 pg CY + 2,5 ml Serum Fizyolojik

2.500 pgCY |[2ml5.000 pg CY + 2 ml Serum Fizyolojik

Bu dozlarin in vitro kosullarda Salmonella thyphimurium NM 2009 ve
Salmonella thyphimurium NM 3009 bakteri suslar1 tizerindeki genotoksik
etkisi oncelikle 150.000 pg, 20.000 ug,10.000 pg,5.000 ug ve2.500 ug CY
tek basina, daha sonra 3.000 pg /kg ZnCl, ve 6.000 pg /kg ZnCl, ile birlikte
uygulanarak belirlendi.

Hayvan deneylerinde birinci gruba 150.000 ug/kg CY, ikinci gruba 150.000
ug’kg CY + 3.000 pg /kg ZnCl, , tglincii gruba ise 150.000 pg/kg CY +
6.000 pg /kg ZnCl, seklinde enjekte edilecek olan kimyasal maddeler oda
sicakliginda uygulamaya dek bekletilmis, kimyasal maddeler ve kontrol
gruplarma uygulanan gerekli dozlardaki serum fizyolojik intraperitonal
olarak verilmistir.

Biitlin hayvanlar ilk enjeksiyondan Once tartilmis ve agirliklarr saptanmustir.
Literatiirde yaklasik; 70.000, 120.000 ve 200.000 pg /kg CY uygulandigi
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goriildiigiinden [13] ¢alismamizda etkin doz oldugu diisiiniilerek 150.000 ug
/kg CY uygulanmistir.

Her iki kimyasal ile muamele edilen siganlara agirliklarina gére hesaplanan
dozda t=0’da 3.000 ug /kg ZnCl, veya 6.000 pug /kg ZnCl, ve 5 dakika
sonrada 150.000 pg/kg CY enjekte edildi . Ayrica t=4 ve t=8 saatlerinde de
ayn1 dozda ZnCl, enjeksiyonu tekrarlandi.

Idrar toplanmasi

Enjeksiyon islemine tabi tutulan ratlar metabolik kafeslere konuldu (Kafes
basma 1 rat) ve deney boyunca kafes bagina 50 ml olmak {izere sadece
%2’lik sakkarozlu su verildi. Metabolik kafeslerdeki ratlarm idrari,
hayvanlarin dldiiriilmelerine dek gecen siire boyunca biriktirildi. Idrar
ornekleri 24 saatlik idrar olarak toplandi ve mutajenite belirlenmesinden
once her bir 6rnek su ile 15 ml’ye seyreltildi ve 0,2 pm’lik membran
filtreleri ile sterilizasyonlar1 saglandi [19]. Metabolitlerin  mutajenik
aktivitelerinin belirlenmesinde; bir genotoksisite Ol¢iitii olarak Salmonella
typhimurium MN 2009ve NM3009 suslar1 kullanild.

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 broth igeren 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 dilue edilerek, 175 rpm’de 37°C de ODggo degeri 0,25 ile
0,3 olana kadar yaklasik 2 saat inkiibe edildi. Daha sonra bu kiiltiirler 0,9
ml’lik kisimlar halinde, farkli konsantrasyonlardaki kimyasalin ve idrarin 30
ul’sini igeren steril tliplere eklendi ve 37°C’de 3,5 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra, farkli konsantrasyonlardaki kimyasalin ve idrarin
sitotoksitesini saptamak amaciyla ODgg de her tiipiin bakteri yogunlugu
spektrofotometrede okundu. p-galaktosidaz aktivitesini Olgmek igin;
hazirlanmis bir seri tiipe, absorbansi okunan kiiltiirlerin 0,2 ml’si alinarak
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
karigtirildi.  Ardindan reaksiyonu baglatmak i¢in ortama 0,2 ml O-
Nitrophenyl-p-D-galactopyranoside (ONPG) ¢o6zeltisi eklendi ve tekrar
karigtirildi. Renk olusumu i¢in 37°C su banyosunda 10-60 dakika
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bekletildikten sonra reaksiyon 1 ml 1 M Na,CO; ¢dzeltisi ile durduruldu
[17].

Test tiipleri 420 ve 550 nanometre dalgaboyunda spektrofotometrede okundu
ve bu degerler iinite hesaplamalarmmda kullanildi.[15] metoduna gore
hesaplanir. Buna gore; linite hesaplamalarinda kullanilan formiil;

. Ag— 1,75 % Assp
Unite = 1000 x seklinde idi.
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
gosterir [25]

3.BULGULAR

CY ve ZnCl, i tek baslarina ve birlikte ¢esitli doz kombinasyonlari
seklinde; direkt bakterilere vermek suretiyle ve sicanlara enjeksiyonlar:
sonrasinda alinan idrar 6rneklerini bakterilere vermek suretiyle Umu-C Test
Sistemi aracilig1 ile mutajenite testine tabi tuttuk. Bu testler sonucunda S.z.
NM 2009 ve S. . NM 3009 suslarindan elde edilen B-galaktosidaz enzim
aktivitesi degerleri tablolarda sunulmustur.

10 7
54

2500 5000 10000 20000 150000

enzim aktivitesi (iinite)

p-galaktosidaz

CY Dozu(ug)

Sekil 1.5.2 NM 2009 susunun 5 ayr1 dozdaki CY ile verdigi B-galaktosidaz
enzim aktivitesi (linite) degerleri .
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Sekil 2 §.z. NM 3009 susunun 5 ayr1 dozdaki CY ile verdigi p-galaktosidaz
enzim aktivitesi degerleri .
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Sekil 3 §.2. NM 2009 susunun 5 ayr1 dozdaki CY ve 3000 pg ZnCl; ile
verdigi B-galaktosidaz enzim aktivitesi degerleri .

T

2500 5000 10000 20000 150000

Bgplaktosicaz erzim aktiviesi (inite)

CY Dazu(ug)

Sekil 4 §.z. NM 3009 susunun 5 ayr1 dozdaki CY ve 3000 pg ZnCl, ile
verdigi B-galaktosidaz enzim aktivitesi degerleri .
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Beplaktosidaz erzim aktiviesi (inite)

niln T—H |

2500 5000 10000 20000 150000

CY Dezu )

Sekil 5. S .2. NM 2009 susunun 5 ayr1 dozdaki CY ve 6000 pg ZnCl, ile verdigi 3-
galaktosidaz enzim aktivitesi degerleri .

Boplaktosicaz erzim aktivitesi (inite)
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2500 5000

10000

20000 150000

CY Dazu(ug)

Sekil 6. S.2. NM 3009 susunun 5 ayr1 dozdaki CY ve 6000 pg ZnCl, ile
verdigi B-galaktosidaz enzim aktivitesi degerleri .

3000

6000

znce D

ozu (ug)

Sekil 7 §.2. NM 2009 susunun 2 farkli dozdaki ZnCl, ile verdigi -
galaktosidaz enzim aktivitesi degerleri .

Ii

3000

2ZnC12 dozu (wg)

6000

Sekil 8 S.2. NM 3009 susunun 2 farkli dozdaki ZnCl, ile verdigi -
galaktosidaz enzim aktivitesi degerleri .
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Mutant Bakteri S usu

Sekil 9 S§.2. NM 2009 ve NM 3009 suslarnin 150000 pg CY verilen
sicanlarmn idrar 6rneklerinde gosterdikleri B-galaktosidaz enzim aktivitesi
degerleri .

35

HH
Hi

Bgalaktosidaz enzim aktivitesi(i

NM2009 NM3009

Mutant Bakteri Susu

Sekil 10 §.2. NM 2009 ve NM 3009 suslarinin 150000 pg CY ve 3000 ug
ZnCl, verilen siganlarin idrar 6rneklerinde gosterdikleri B-galaktosidaz
enzim aktivitesi degerleri.

H
Hi

Sekil 11. .z NM 2009 ve NM 3009 suslarinin 150000 ug CY ve 6000 pg
ZnCl, verilen siganlarin idrar 6rneklerinde gosterdikleri B-galaktosidaz
enzim aktivitesi degerleri.

uuuuuuuuuuuuuu

Sekil 12 S.7z. NM 2009 ve NM 3009 suslarinin serum fizyolojik verilen
sicanlarimn idrar 6rneklerinde gosterdikleri B-galaktosidaz enzim aktivitesi
degerleri .
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4. TARTISMA ve SONUC

Umu-C test sisteminde CY’nin ve CY + ZnCl, ile ilgili yaptigimiz deneyler
iki asamada gergeklestirildi. Birinci asamasinda direkt olarak bakteriye
uygulanmasi ile yaptigimiz ¢alismada CY’nin hazirlanan 5 dozuna karsilik
cinko kloriir’iin iki ayr1 dozu denenmistir. Ikinci asamasinda kullanilan
maddelerin farelere verilmesi ve daha sonra almis oldugumuz idrar
orneklerinde maddelerin metabolize formlar1 umu test sisteminde bakteriler
iizerinde kullanilmustir.

Calismalarimizin her iki asamasi sonucunda elde ettigimiz [-galaktosidaz
aktivitesi degerlerindeki degisimler ile mutajenite arasinda baglant1 kurarak
vardigimiz sonuglar1 6zetlemek gerekirse:

Sadece CY’i Umu test sistemi ile direkt olarak bakterilere uyguladigimizda
elde ettigimiz B-galaktosidaz aktivitesi degerleri; hem pozitif kontroldeki 3-
galaktosidaz aktivitesi degerleri ile hem de serum fizyolojik alan hayvanlarin
idrarlarinda  ortaya ¢ikan [-galaktosidaz aktivitesi degerleri ile
kargilastirildiginda enzim aktivitesinde artisga rastlanilmamustir. Bu
dogrultuda calismamizin sonuglari 1s1gmda CY’in metabolize olmamig
formunun mutajen olmadigi sonucuna varmis bulunmaktayiz.

CY ile birlikte 3.000 pg ve 6.000 pug miktarindaki 2 farkli dozda ZnCl,’{in
Umu test sistemi ile bakterilere direkt olarak uygulanmasi ile yaptigimiz kisa
zamanli mutajenite deneylerinde elde ettigimiz [-galaktosidaz enzim
aktivitesi degerleri; sadece ZnCl,’lin vermis oldugu degerleri asamamustir.
Sadece ZnCly’lin kullanildigi bu uygulamalarda p-galaktosidaz enzim
aktivitesi daha da diistik degerler gostermistir.

Cahsmamizin sadece kisa zamanli testler dahilinde mutajenligi
degerlendirmeye olanak saglamasi nedeniyle ZnCl’iin mutajenik aktifligi
konusunda uzun zamanli mutajenite deneylerinin de kullanildigi daha
kapsamli incelemeler yapilmasi gerektigine inanmaktayiz. CY ve ZnCl,’iin
mutasyona ugratma potansiyellerini inceledigimiz uygulamalarimizdan elde
ettigimiz sayisal degerler kapsaminda CY ve ZnCl, kombinasyonunun
verdigi absorbans degerlerinin mutajenik bir degerlendirme i¢in kesin olarak
belirleyici olmadigimi sdyleyebiliriz . Buna ek olarak CY ve ZnCl,
kombinasyonlari ile ¢alismamiz sonucu elde edilen degerler, sadece CY
yaptigimiz ¢alismada elde edilen degerlerle kiyaslandiginda bir azalma
goriilmediginden uygulamalarimizin sonucu Umu test sistemi dahilinde
ZnClyiin  CY’e karsi koruyucu oldugu konusundaki literatiir bilgileri ile
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ortismemektedir. Bu iki madde kombinasyonu ile elde edilen B-galaktosidaz
enzim aktivitesi degeri pozitif mutajen ile karsilastirildiginda her iki doz
kombinasyonunun mutajen olmadigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. CY ve
ZnCl, kombinasyonlarmin direkt olarak Umu test sisteminde sisteminde
calisilmasi ile elde edilen B-galaktosidaz enzim aktivitesi degerleri, her ne
kadar serum fizyolojik verilen si¢anlarin idrarlarmmin Umu test sistemi ile
vermis oldugu B-galaktosidaz enzim aktivitesi degerlerinin iistiinde de olsa
mutajenite degerlendirmesi agisindan kayda deger bir dnem tagimamaktadir.
CY’in siganlara enjeksiyonu sonrasinda si¢anlardan alinan idrar drnekleri ile
yaptigimiz Umu test sistemi uygulamasindan elde ettigimiz B-galaktosidaz
enzim aktivitesi degerleri; serum fizyolojik verilen hayvanlarin idrarlarinda
elde edilen degerlerle karsilastirildiginda enzim aktivitesinde bir artig oldugu
gozlenmistir. Ancak pozitif mutajen baz alinarak yapilan degerlendirmede
bu artis kayda deger degildir ve mutajeniteyi belirleyici yonde ozellik
tagimamaktadir. Bu degerlendirmenin 1s1ginda idrar igerisindeki CY
metabolitlerinin bakterilerde mutajen olmadiklar1 sonucuna varilmustir.

CY ile 3.000 pg ve 6.000 pg dozlarinda ZnCl, enjeksiyonu yapilan
siganlarin  idrarlarindan almman &rneklerin  direkt olarak bakteriye
uygulanmasi ile yaptigimiz Umu test sistemi ¢aligmalarimizda elde edilen f3-
galaktosidaz enzim aktivitesi degerleri, sadece CY enjeksiyonu yapilmig
olan sicanlarin idrar Orneklerinin ortaya c¢ikardigi B-galaktosidaz enzim
aktivitesi degerlerine oranla daha diisiiktiir. Ancak [B-galaktosidaz enzim
aktivitesi degerindeki bu faklilik pozitif mutajen baz alinarak yapilan
degerlendirmede mutajeniteden séz edilmesine imkan verecek boyutlarda
degildir. CY ve ZnCl, kombinasyonlarinin verdigi p-galaktosidaz enzim
aktivitesi degerleri yalnizca serum fizyolojik alan siganlarin idrarlarmin ve
pozitif kontrol olan 4NQO’nun verdigi degerler ile kiyaslandiginda enzim
aktivitesi a¢isindan anlamli bir artistan bahsetmek miimkiin degildir. Bu
dogrultuda kimyasal maddelerimizin uygulanan kombinasyonlarinin
mutajenik karakter tasimadiklar1 da ortaya konmustur.

Ozetle; CY ve CY+ ZnCly’iin kombinasyonlarinin direkt olarak bakteriye
uygulanmalar1 (in vitro) ile alinan B-galaktosidaz enzim aktivitesi degerleri
ile yine CY ve CY+ ZnCl,’lin kombinasyonlarinin siganlara enjeksiyonlari
sonrasinda alinan idrar Ornekleri ile yapilan Umu test sistemi
caligmalarimizda kimyasallarimizin metabolitlerinin ¢alisilmasi ile (in vivo)
alman B-galaktosidaz enzim aktivitesi degerleri; bu maddelerin bakterinin
DNA’s1 ile reaksiyona girecek bir aktiflik kazanmadiklarimi gdstermektedir.
Bu nedenle uygulamalarimiz sonucu ortaya g¢ikan [-galaktosidaz enzim
aktivitesi degerleri 15181nda bu maddeleri mutajen olarak degerlendiremeyiz.
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Elde ettigimiz bu sonuglar; literatirde CY ve CY’in idrardaki
metabolitlerinin mutajen olduklarini bildiren ¢alismalar ile ortiismemektedir
(Pool, 1988; Lahdetie, 1990). Ancak CY’in farmakokinetigi ve memeli
karacigerindeki metabolizmas1 sonucu agiga ¢ikan metabolitleri ile ZnCl,
gibi maddelerin etkilesiminin belirlenmesinde; bu ara iiriinlerin yapilarinin
ve sayet bir etkilesim var ise bunun mekanizmasinin agiga konabilmesi i¢in,
kisa ve uzun zamanl deneylerin bir arada yiiriitiildiigii daha detayli ve kesin
bilgiler saglayacak caligmalarin yapilmasi gerektigini inanmaktayiz. Zira
calismamizda kullandigimiz Umu-test sistemi yontemi sadece mutajenitenin
belirlenmesine olanak saglamaktadir. Calismanin ¢ok yonlii hale getirilmesi
amaciyla kombinasyonlarm ¢ogaltilmasi ve bu kisa zamanli testlere
kimyasal maddelerin metabolizmalarimin gerceklesebilecegi ek ortamlar da
eklenmesi (S9 fraksiyonu gibi); CY ve koruyuculugu arastirilan ZnCl, gibi
maddelerin metabolitleri ile ger¢eklesen mutajenite yorumlarini daha saglikli
yapmamizi saglayabilir. Ayrica kullandigimiz kimyasal maddelerin
uygulama sirasinda mutajenitenin yani sira dogabilecek zararh etkilerinin de
arastirilmasi ancak kisa ve uzun zamanli testlerin birlikte kullanilmasi ile
mimkiin olabilir. Bizim amacimiz da bundan sonraki caligsmalarimizda
denedigimiz kimyasallarin biyolojik potansiyellerini; ek ortamlarla
desteklenebilen kisa zamanli testler ile uzun zamanlh testlerin ortak bir
disiplinde yiiriitiildiigii uygulamalar ile kapsamli bir sekilde incelemektir.

Yapilan benzer ¢alismalar incelenecek olursa Pool’'un CY genotoksisitesi
lizerine mesnanin in vivo ve in vitro etkileri konulu ¢aligmasinda mutajenite
diisiik miktarda da olsa azalmisti.[19]. Bu ¢alismada kullanilan etken madde
ile CY’nin etkilesimi akla su diisiinceleri getirmektedir. ZnCl,, CY’in
bakterisidal fonksiyonlarimi azaltmis olabilir. ZnCl, in vivo sartlarda olusan
fakat in vitro kosullarda olusmayan yollarla CY’in biyolojik doniistimiinii
etkilemektedir. Bunu 6rnegin; aktive edici enzimleri inhibe ederek ya da
deaktive edici enzimleri indiikleyerek basartyor olabilir.

Pool’un calismasinda CY’in farkli metabolitleri iizerinde sadece akroleinin
toksisitesinin mesna ile yok edilebilmis olmasi ve diger metabolitlerin
higbirine mesnanin etki etmemesi c¢alismamizda ZnCl, ’lin mutajeniteyi
neden diisiirmedigi konusunda bize fikir vermistir.

ZnCl, tek basma mutajenik degildir ve CY ile birlikte uygulandiginda CY
metabolitlerinin mutajenitesini kayda deger bicimde diisiirememektedir. Bu
nedenle in vitro kosullarda ZnCl, ’tin hem CY’i aktive etmekle sorumlu
enzimleri inhibe etmedigi, hem de reaktif mutajenik ara iiriinleri ortamdan
uzaklastirmadigi sonucuna varilabilir. Zira, ZnCl,’lin direkt olarak faaliyet
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gbren genotoksinlerin genotoksik aktivitelerini baskilamadigr da agik bir
bi¢cimde goriilmektedir.

Bunun yani sira diisiiniildiigii gibi ZnCl,’lin oksazofosforinlerin aktivitesini
biliyiik oranda engelledigi gosterilememistir. CY ve ZnCl, uygulamasi
lizerine gerceklestirilen bir ¢alismada; ZnCl,’tin kanda ve kemik iligindeki
cekirdekli hiicre sayilarmin korunmasi yoniinde etki gostererek CY
toksisitesini belirgin bir bigimde azalttigi belirlenmistir. Ayni caligmada;
ZnCly’lin sitoprotektif etkileri oldugu ve bu etkinin ZnCl, dozunun
arttirtlmasi ile daha da arttigi gosterilmistir [7]. Doza bagl olarak gelisen bu
etki bizim calismamiz tarafindan da desteklenmektedir.Bir baska calismada
siganlara 30 mg/kg CY verildiginde bu siganlardan alinan idrar érneklerinin
Ames testinde mutajenite gosterdigi bildirilmistir [12]

Benzer bir ¢alismada ise, si¢anlara verilen CY-mesna kombinasyonunun,
CY’in farkli metabolitleri iizerinde sadece akroleinin detoksifikasyonunu
arttirdigi ancak diger metabolitlerin higbirisine mesnanin etki etmedigi
ortaya konmustur. Ayrica CY’in neden oldugu iirotoksisiteyi Onlemede
mesnanin etkili olmadig gosterilmistir [19];[13].[22]. Her iki ¢alismada da
in vitro sartlarda alman sonuglara goére, mesnanin CY mutajenitesini
diisiirmedigi ortaya konmustur.

Sicanlarda yapilan bir deneysel ¢alismada; 20 ve 40 mg/kg intraperitoneal
CY uygulamasmin ardindan intrakardiyak olarak alinan kan orneklerinin,
kan sayim cihazinda Ol¢iimleri sonucu CY uygulanan ve uygulanmayan
sicanlarn  doz-toksisite egrileri ¢izilmis ve bu toksisitenin azalip
azalmadigim gostermek igin yapilan varyans analizleri ile , CY’in dalakta ve
kemik iliginde mutajen oldugu gosterilmistir [16].

CY ve ZnCl, ile yaptigimiz Umu test sonuglari basta Pool "un ¢aligmasi
olmak tizere bir¢ok ¢alisma ile benzer niteliktedir [19]

CY mutajenitesinin Verapamil ile Onlenmesinin amaglandigit Umu test
sistemi ile gergeklestirilen bir ¢alismada; bizim ¢aligmamiza benzer sekilde
CY’in mutajenite gostermedigi ve koruyucu ajan olarak kullanilan
Verapamil ile mutajenite agisindan bir koruyuculugun gézlenmedigi ortaya
konmustur [8]. Bu agidan ¢alismamizi desteklemektedir.

Calismamizda kullandigimiz kimyasallarin yapilar1 da, bazen onlarin aktivite
gbstermemelerine sebep olmalar1 nedeniyle gz ardi edilmemelidir. Iste bu
gizli kalan potansiyeli ac¢iga c¢ikarmada, kisa zamanl testlerin sayisin
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cogaltmak ve uzun zamanl testlerle desteklemek gerekir [5] Umu test
sistemini  kullanarak, sicanlarm idrarinda kimyasal maddelerimizin
etkilesimini inceledigimiz ¢aligmalardan elde ettigimiz bulgular ve literatiir
bilgilerimiz 1s1g¢inda, ¢inko dozunun belirli oranlarda arttirilmas: ile daha
yikksek dozlarda CY kullanilarak daha giicli bir terapdtik etkinligin
saglanabilecegini ve ¢inko ile tedavinin, CY’in terapotik indeksini
yiikseltmek i¢in kullanilabilecek iyi bir model olabilecegini soyleyebiliriz.
Sonuglarimiz ~ literatiir  bildirimleriyle — uygunluk  gdstermemekle
beraber,6zellikle bu tir kimyasallarmm farmakokinetikleri konusunda daha
kapsamli arastirmalar yapilmasi gerektigine inamiyor ve bundan sonraki
caligmalarimizda, kullandigimiz kimyasallarin biyolojik potansiyellerini,
uzun zamanli testlerle tekrar denemek istiyoruz.
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