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OZET

Amag: Bu calismada deneysel kolon karsinogenezi tzerine disulfiramin (DSF) kemoprevantif etkisinin
arastinimas amaclanmigtir,

Durum Degderlendirmesi: Kolon kanserinde kemoprevansivon, giderek énemili bir tedavi alternatifi
olmaktadir. Deneysel alanda bir cok ajan kemoprevantif dzelligi nedeniyle arastinimaktadir.
Ydéntem: 30-35 gr adiri@ginda 65 adet erkek CD-1 faresi U¢ gruba ayriarak calsilmigtir. Kolon kanseri
indUksivonu dimetilhidrazin (DMH) ile 13. haffaya kadar stren gunlik stbkUtan enjeksiyonlarla
yapimigtir. DSF 25 mg/Kg/gun dozunda igcme suyu ile ve DMH enjeksiyonlanndan bes gun evvel
veriimeye baslamis ve buna 31 hafta boyunca devam edilmistir. 31. dldurllen farelerde, kolon ve
diger batin ici organlarda histopatolojik tetkik ile tumaér varidr aragtinimigtir.”

Cikanmlar: DSF verilen grupta, kolonda gelisen timérlerin insidansi, mulfiplisitesi ve c¢aplannin,
kemoprevansiyon yapllimayan gruba gére, anlami derecede daha dustk oldugu tesbit edilmistir.
Sonuglar: Oral verilen DSF'in deneysel kolon kanserinde, komplet karsinogenez Uzerine inhibitér etki
gbsterdidi anlagiinmstir.

Ananhtar Kelimeler: Kolon karsinogenezi, fare, disulfiram
SUMMARY

The chemopreventive effect of disulfiram (DSF) on experimental colon carcinogenesis has been
investigated in this study.

65 male CD-1 mice weighing 30-35 gr were separated into three groups. Colon carcinogenesis was
induced by daily subcutaneous dimethylhydrazin (DMH) injections. DSF was given daily 25 mg/Kg
doses in drinking water. DSF started five days before DMH injections and confinued during the
experiment, Mice were sacrificed at 31st week of the experiment ond histopathologic analysis were
made in colon and other intraabdominal organs.

There were significant differencesin incidence, multiplicity and size of tumours between the groups.
It has been understood that, DSFin drinking water, has aninhibitory effect on experimental complete
colon carcinogenesis.
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Kolon kanseri tedavisinde son yirmi yilda natif olan kemoprevansiyon, kanser olusumunu
bircok yeniliklerve gelismelerolmasina ragmen, kimyasal bir ajan ile inhibe eden veya geri cevi-
tedavi basarisi biiyiik oranda degismeden kal- ren yaklagimdir (1,2). Son yillarda bilim diinya-
mustir. Tedaviye giderek daha dnemli bir alter- sinda sentetik maddelerin karsinogeneziste
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kemoprevantif ajan olarak degerlendirilmesi
ve gelistiriimesine buyik ilgi duyulmaktadir.
kolon kanserinde de, laboratuar hayvanlari
tizerinde birgok ajan kemoprevantif ozellikleri
icin denenmektedir (1,3). Bu ajanlar, fenolik
antioksidanlar, selenyum tuzlari, oltipraz, vita-
min D, piroksikam, D,L-a difluoro-methyl-
ornitine, kalsiyum inositol hexophosphate,
retinoidler,safla§t|r||mu§vitaminler, besin katki
maddeleri, metabolik uriinler ve protez
inhibitorlerini icermektedir {4,5,6,7,8,9).

DMH veya metabolitleri {(azoksimetan,

metilazoksimetan) laboratuar hayvanlarina
tekrarlayan sekilde verildiginde tumorlere,
szellikle de kolon tumorlerine yol acarlar.
DMH ile indiiklenen intestinal karsinogenezis
insan modeli icin benzer bir model olarak
kabul edilmistir (10). Deneysel kolon kanseri
kolon karsinogenezisini etkileyen faktorleri
incelemede cok kullanilan deneysel sistem
haline gelmistir {11).
Deneyfareierindediyetle verilen DSFvebunun
bilegiklerinin, DMH ile indiiklenen kolon
karsinogenezini inhibe edilebilecegini gosteren
onemli  galismalar bildirilmektedir (12,13).
DSF'in, DMH'nin metabolik aktivasyonunu
birkag basamakta inhibe ettigi soylenmekte
ancak bunun mekanizmasi tam olarak bilin-
memektedir. inhibitoretkinin karsinogenezisin
baslangic safhasinda olustugu kabul edil-
mektedir {14).

Bu calismada; farelerde; DMH ile induk-
lenen kolon kanserinde, igme suyu ile verilen
DSF/in, komplet karsinogenezdeki koruyucu
etkisi arastirilmistir,

GEREC ve YONTEM

Calismada Charles Rivers (Almanya)
Laboratuvari’ndan getirilerek Taksim Hastanesi
Deneysel Tipve Araghirma Merkezi'nde iiretilen
CD-1 tipi fareler kullamlmugtir. Deney baglan-
gicinda 45 giinlik, saglhkli ve 30-35 gragir-
hginda olan 65 adet erkek fare, calisma
kapsamina alinmigtir. Fareler deney boyunca
standart fare yemi ve cesme suyuile beslenerek
her kafese bes fare gelecek sekilde gruplan-
dirtlmistir (igme suyu ile DSF verilen farelerin
her biri ayn bir kafeste barindirilmigtir). Tum
fareler 22-24 °C derece 151, iyi ventilasyon ve
12 saatisik, 12 saatkaranhk ortamin saglandig
oda sartlarinda bulundurulmustur.
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65 adet fare tg gruba aynlmustir. Birinci
gruba DMH (25 fare), ikinci gruba (25 fare) DMH
ile birlikte DSF uygulanirken kontrol grubuna
(15 fare) hic bir ajan verilmeden deney boyunca
izlenmiglerdir.

DMH: (Sigma, Almanya). 20 mg /Kg/ hafta
dozunda (250u1 hacminde) uygulanmugtir. Birinci
ve 2. gruba 13 hafta boyunca haftada tek doz
enjeksiyon seklinde verilmistir. Enjeksiyonlar
sirt derisinden subkitaneoz olarak vapilmustir.
DMH stok solusyonlari istanbul Universitesi On-
koloji Enstitiisi'nde hazirlanarak -20 °C sart-
larinda saklanmistir. Haftalik olarak enjeksiyon
giinlerinde yeterli miktar solusyon deney labo-
ratuvarina getirilerek uygulanmistir.

DSE: (Nobel ilagistanbul). DMH+DSF
grubundaki her bir fare ayri ayr kafeslerde
barindirilarak ginlik aldiklar igme suyu
hesaplanmistir. DSF maddesini farelerin i¢me
suyuilealabildikleri,ga||§maevve1inde, calisma
harici farelerde denenerek gozlenmistir. 25 mg/
kg /gtin dozunda DSF farelere icme suyuna
kanistirilarak verilmigtir. DSFliigme sularifarelere
ilk DMH enjeksiyonundan beg giin evvel
baslanmig ve deney boyunca verilmistir.

Tum fareler deney boyunca haftada bir kez
tartilarak veriler kaydedilmistir. ilk DMH
enjeksiyonundan sonra 31. haftada (son DMH
enjeksiyonundan 18 hafta sonra) tim hayvanlar
servikal dislokasyonla sakrifiye edildi. Farelerin
kolon, ileum ve jejunum, karaciger, akciger,
dalak, kalp, bobrek ve kulak kanallan cikarildi.
Tum kolon, aniisten ileo-gekal valve kadar,
antimezenterik kenar boyunca longitiidinal
olarak agildi. Tim kolon mukozasi buzluserum
fizyolojik ile yikandi ve gruplardan haberi
olmayan patoloji uzmani tarafindan tumaor
olusumu igin tetkik edildi. Tesbit edilebilen
tumorlerin boyutlar kompas ile dlculdi. En
biyiik ve'en kiigtik tumar ¢aplarinin ortalamasi
alinarak ortalama median caplar hesaplandi ve
kaydedildi. Farelerden cikarilan tum dokular
9,10’luk tamponlanmig formalin solusyonuna
konularak patoloji laboratuvarina gotaraldi.
Parafin bloklari yapilan dokulardan multip!
kesitler hazirland). Kesitler Hematoksilen-eozin
ile boyanarak, gruplardan haberi olmayan uzman
tarafindan mikroskopik degerlendirmeye alindi.
Deney sonunda elde edilen sonuclar bilgisayar =
SPSS 6.1 Istatistik Programina kaydedilerek
gruplar arasi farkhhklar Student’s t, Mann ‘
Whitney U ve symbol 99 \f “Symbol” \s 10 2
testleri ile degerlendirildi. ‘
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BULGULAR

Deneyin Uciincli haftasinda sirt derisinde
ileri derecede kalinlasma ve enfeksiyon belir-
tileri gorilen DMH grubundan tic, DMH + DSF
grubundan iki fare, ayrica, deneyin altinc.
haftasinda DMH grubundan gériilen ileri
derecede testis demi ve enfeksiyon belirtileri
nedeniyle 2 fare calisma disi birakilmigtir.
Bunlarinsonucunda, DMH grubunda 20, DMH
+ DSF grubundan 23 fare degerlendirmeye
alinmustir.

Farelerin 31. hafta agirlik degerlendiril-
mesinde, DMH + DSF ile kontrol grubu
kiyaslandiginda, anlamh bir fark buluna-
manmistir. Ancak prevansiyon uygulanmayan
DMH grubu hem kontrol grubuna (p<0.05
t=2.18), hem de DMH + DSF grubuna (p < 0.01
t=2.8) gore viicut agirhg artiminda geride
kalarak anlamli farklilik gostermistir (Tablo 1).
Kolonlardaki timér olusumu degerlendiril-
diginde; DMH grubunda 17 farede (%85),
DMH + DSF grubunda 11 farede (%47.7) timor
saptanmustir { Resim 1). Tumér insidansi
acisindan iki grup arasindaki fark anlaml
(p<0.02, 2 =6.5) bulunmustur (Tablo1).

Timor multiplisitesi acisindan yapilan
degerlendirmede, DMH grubunda 2 farede
2'ser, 4 farede 3’er, 3 farede 4’er tumor
saptanmistir. DMH + DSF grubundaise 3 farede
2'ser, 1 fare-cle 3 tiimor saptanmistir. Istatistiksel
degerlen-dirmede DMH grubu multiplisite
ortalamasi (2.0+1.5 ), DMH+DSF grubu
ortalamasi ise (0.7+0.8) olarak bulunmusg
gruplarin kiyas-lanmasinda ise fark istatistiksel
acidananlamh (p<0.01 Z=3.03)bulunmustur
(Tablo 1).

Deneysel Kolon Karsinogenezinde

Tamdrlerin ortalama median caplarinin
degerlendirmesinde; DMH (24.5 + 5.0) ile DMH
+DSF ( 18.4+9.9 ) gruplarindan elde edilen
ortalama degerlerin kiyaslanmasinda istatistiksel
olarak farklilik saptanmistir { p<0.05 t=2.42)
(Tablo 1).

Resim 1: DMH grubunda gelisen kolon timérlerinden
birinin makroskopik gorinimi.

Tamérlerin  histopatolojik degerlen-
dirmesinde; kolonda tim gruplarda gériilen
timérler, (DMH grubundan 2 tanesi disinda) iyi
diferansiye tubiler adenokarsinom olarak
belirlenmigtir ( Resim 2}. DMH grubundan 2
timorde ise ileri derecede displazi tesbit
edilmistir. Karacigerde DMH grubunda gériilen
2, DMH + DSF grubunda gorilen1 adet tiimér
metastatik olarak degerlendirilmistir. Kolonda
goriilen timorlerin lokalizasyonlari ise Tablo 2
de gosterilmigtir.

Tablo 1. GRUPLARA GORE FARE VUCUT AGIRLIKLARI (31. HAFTA), TUMOR iNSIDANSI,
MULTIPLISITESI VE CAPLARI GORULMEKTEDIR.

Gruplar Fare Sayist  Viicut Agirhig # Tiimor insidensi(%)+  Tumér Multiplisitesis*  Timor Capi #

Grup1-DMH 20 34.1+2.6 17(85) 2.0+1.5 245450

Grup2-DMH 23 36.2+2.4 11(47.7) 0.7+0.8 18.4+9.9

+ DSF

Grup3-Kontrol 15 35.2+2.0 - -

Anlamlilik (G1-G3):p<0.051:2.18 p2<0.02 p<0.01 p<0.05
(G1-G2):p<0.01 :2.8 6.5 Z:3.03 t:2.42
(G2-G3):p>0.51:0.63

G: Grup #: Student's test  **; Mann Whitney U test *:12 test
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Tablo 2. TUMORLERIN KQLONDAKj
LOKALIZASYONLARI GORULMEKTEDIR.

Grup Tim Kolon  1/3 Orta ve 1/3 Distal
Yaygin Proksimal Kolon
Kolon
DMH 1 3 13
DMH+DSF 1 1 2

TARTISMA

1,2-dimetilhidrazin ve bunun metabolitleri
olanazoksimetan vemetilazoksimetanol, deney
hayvanlarinda kolonotropik karsinojenler
olarak uzun zamandir kullanilmaktadir (11).
Ratlarda 1,2-dimetilhidrazinle indiiklenmis
timorler histopatolojik, histokimyasal, ultra-
strikturel, sitokinetik ve antijenik acidan insan
intestinal timérlerine biyiik benzerlikler
gostermektedirler. Bu sebeple, DMH, azok-
simetan ve metilazoksimetanla indiiklenmis
intestinal karsinogenezis, insan kolorektal
kanser hastaligi agisindan 6rnek olarak kabul
edilmektedir. Ayrica karsinogenezis olayinin
ve modifiye edici faktorlerin mekanizmasini
inceleyen en yaygin deneysel modeli olus-
turmaktadir (11). -

Resim 2.: DMH verilen olgularda gelisen
adenokarsinom odagi. (H+E X 40)

Calismamizda hayvanlarin agirhik artislarina
baktigimizda, 31. haftada, DMH verilen grupta,
kontrol grubuna gore anlamh (p<0.05) kilo
kaybt gorulmektedir. Bu sonug, karsinojen
maddenintoksisitesine ve karsinogenezise bagh
olusan beslenme ve gelisim geriligi olarak
yorum-lanabilir. DMH’ya ilaveten DSF verilen
grupta anlamli kilo kaybinin olmayisi, DSFin,
karsinogenezin olusturdugu olumsuz metabolik
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etkiler ile beslenme ve gelisim geriliginin
olusumunu engelledigine isaret edebilir.

Hem DSF, hem de bunun metaboliti karbon-
distilfitin, deney hayvanlarindaki, iyatrojen in-
testinal tumorlerin komplet prevansiyonunu
gerceklestirdigi bildirilmektedir. Buolayin; hem
DSF hem de metaboliti karbondisiilfitte ortak
biokimyasal yapi olan thiono-siilfiir bilesikleri
ile saglandigi dustiniilmektedir. DSF, DMH ile
DNA'nin alkilizasyonunu da énledigi bildiril-
mektedir (11,12,15). DMH verilen farelerde,
kolon kanserinin prekiirsér lezyonu olan aber-
rant kript odaklarinin olusumu da DSF ile
tamamen inhibe edilebilmektedir (14,15,16).
DMH ya da bunun metaboliti olan azoksimetan
verilen hayvanlarda, kolon kanseri olusumu,
diyetle verilen DSF ile inhibe edilmektedir.
Diyetle verilen DSF, azoksimetanla indiklenen
timaorlerde %44 azalma yapmakta ve DMH ile
induklenen kolon kanserinde ise komplet
inhibisyon olusturmaktadir. Baska bir calismada
benzer protokol kullanilarak, besinlerine DSF
eklenen hayvanlarda, azoksimetanlaindiiklenen
tumorlerde %60 azalma bildirilmistir (15).

Bizim¢alismamizda; DMHile % 85 oraninda
gorilen tumér insidensi, DSF ile prevansiyon
yapildiginda %48’e dusmektedir (p<0.02).
insidensin yaninda tiimar multiplisitesi ve timér
caplaninda da gruplar arasinda bulunan anlaml
farklihk (Tablo 1), DSF'in kolon karsinogene-
zisinde inhibitor etkinligini acik sekilde pekis-
tirmektedir.

Tum gruplarda, kolonlarda gelisen tiimérlerin
lokalizasyonlart agirlikh sekilde distal kolonda
bulunmaktadir. Bu sonuglar, DMH’nin, muko-
zayla daha uzun siire temasta bulundugu bol-
gelerde, karsinojenik etkisini dahafazla gosterdigi
seklinde yorumlanabilir.

Calismamizda DMH indiiklenen deneysel
kolon kanserinin DSF ile etkin sekilde kemopre-
vansiyonunun mimkiin oldugu ortaya ¢ikmakta-
dir. Calisma protokolumuz, karsinogenezisin
tiim evrelerini kapsamaktadir. Dolayisiyla elde
edilen inhibitor etkinin karsinogenezin sadece
bir safhasina 6zgin oldugu bu calisma ile
sdylenemez.

Deneyimizde DSF'in etki mekanizmasina
iliskin bir calisma yoktur. Bu ¢alismada DSF'in
sadece etkinligi séylenebilir. Etki mekanizmasi
icin yeni ve detayli gcalismalar gerekmektedir.
Literatlr incelendiginde; DSF’'nin DMH ve
azoksimetanla indiklenmis kolon kanserinde
inhibitor etki mekanizmasinin kesin olarak
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bilinmedigi gorilmektedir. Ancak bunu
sitokrom p450 aktivitesini diisiirmek yoluyla,
DMH ve azoksimetanin oksidasyonunu bloke
ederek etkidigini dustindiirecek calismalar
vardir (13,16,17). Bununla birlikte, bazi
cahsmalar distilfiramin karsinojen detoksifikas-
yonunu, yardimer enzim olarak bilinen glutat-
von-Stransferaz aktivitesini artirarak sagladigini
bildirmektedir (18).

Sonug¢ olarak; Dimetilhidrazin ile indik-
lenen deneysel kolon kanserinde; Disiilfiram,
komplet karsinogenez (izerine kemoprevantif
etki gostermektedir. Prevantif etkinin karsino-
genezin hangi evrelerine ve hangi mekanizma
ile etkidiginin belirlenmesi yeni- calismalar
gerektirmektedir.
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