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AZET

Amag: Bu calsma, metilazoksimetanol (MAM) verilerek rat kolonlarnda olusturulan nikleotoksik
degisikliklerin, tek doz ve intraperitoneal (IP) olarak verilen selenyum ve C vitamini ile ne dlgude
etkilendigini arastirmak amaciyla planiandi.

Durum Degerlendirmesi: MAM, dimetilhidrazinin aktif bir metaboliti olup, ikisi de deneysel kanser
calismalannda sikiikla kullanimaktadirve 24 saaticinde kolon mukozasindahistopatolojik degisikliklere
neden olur. Selenyurn, peroksit metabolizmasinda rol alan temel elementlerden biridir ve deneysel
karsinogenezis Uzerine inhibitér bir etki gosterdigi bildirilmistir. C vitamini de antioksidan bir ajandir.
Yapilan deneysel ¢calismalarda, selenyum ve C vitamininin etkisi, daha ¢cok hayvan ylyecek ve
iceceklerine katilarak arastinimig, tek doz ve IP etkileri Uzerinde pek duruimamigtr,

Yéntem: 200 gr. agiriginda 32 adet erkek Wistar Albino raf, 8'erli 4 gruba aynidi. Birinci gruptaki her
ratalP olarak sadece 1cc, serum fizyolojik verildi, 2. gruptakiratiarasadece IPMAM asetaf, 3. gruptaki
ratlara énce IP sodyum selenit sollsyonu, 1 saat sonraise MAM asetat verildi. 4. gruptaki ratlara da
Snee IP C vitamini ve 1 saat sonra MAM soltsyonu verildi. 24 saat sonra batin ratlar eter inhalasyonu
ile sakrifiye edildi. Ratlann kolonlan ¢ikarldi ve proksimal ve distal kismlanndan kesitler alinarak 400
biyutme altinda incelendi. Histopatolojik ve nikleotoksik degisiklikler karyorektik indeks (KD ile
degerlendirildi. KI, hiperkromatik veya pargalanmig cekirdeklere sahip anormal hiicre sayllannin ayni
alanlardaki normal hiicre sayilanna bolimianden elde edilen sayinin 100ile carpimasiyla elde edildi.
Cikanmiar: 3. gruptaki bir raf 24 saat dolmadan oldi. Kl degerleri sirasiyla 2.89, 31.07, 10.04 ve 13.16
idi. Uctincti ve 4. gruptaki KI degerleri, hem kontrol grubuna hem de MAM grubuna goére anlamili
derecede farklyd (p<0.01). Yani selenyum ve C vitamini verilmesi, olusan histopatoleojik degisiklikleri
anlamll derecede azaltmig ancak tamamen Gnleyememisti.

Sonuc: MAM asetat, rat kolonlarinda gok belirgin bir ntkleotoksik etki olusturmakta ve olusan bu etki,
tek doz ve intraperitoneal olarak verilen selenyum ve C vitaminiyle, anlamli derecede
czalhlabilmektedir.

Anahtar kelimeler: Metilazoksimetanol, karyorektik indeks, kolorektal kanser
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SUMMARY
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Methylazoxymethanol (MAM) is the genotoxic and carcinogenic aglicane of cycacin, a natural
component of cycad plant. The acute effect of MAM has been extensively studied in regards fo

cytotoxicity and early hisfopa

thologic changes inducedin the rodent colonic mucoza. Most animal

experiments and epidemiclogical studies have showed a relationship between colon cancer,
selenium and Vitamin C. In most of experimental studies selenium and vitamin C had been used as
additional factors to diet. In this study we used single dose selenium and vitamin C intraperitoneally
for evaluation of their preventive effect against colonic cytofoxicity. Thirty-two Wistar-Albino rats
were used. Rats were divided info four groups. Only saline was given to first eight rats (1.group) and
only MAM acetafe was given to second eight rats (2.group). MAM acetate was given fo third group
rafs one hour after selenium injection and in fourth group after vitamin C injection. All animails were
kiled 24 hours following injection. The acute hystopathologic changes in the colonic mucosa
measured by the karyorrhectic indexKD. The Kl values in the groups were 2.89,31.07,13.16,10.04. A
significant difference was observed among groups. In conclusion single dose intraperitoneal
selenium and vifamin C decreased the nucleotoxic changes but did not prevent it completely.

Keywords: Methylazoxymethanol, karyorrhectic index. colorectal cancer

‘Metylazoxymetanol(MAM), bazi besinlerin
saklanmasinda yaygin olarak kullanilan dimetil-
hidrazinin aktif bir metaboliti olup, ikisi de de-
neysel amagli kanser calismalarindasikliklakulla-
nilmaktadirve 24 saatigindekolon mukozasinda
histopatolojik degisikliklere yol agmaktadir(1).

Selenyum, peroksit metabolizmasinda rol

alan glutatyon peroksidaz enzim sistemindeki
temel elementlerden biridir. Deneysel olarak
miyokardiyopati ve pankreatik dejenerasyon
olusmas! gibi birgok patolojik durumlan engel-
ledigi gosterilmistir (1). Daha da énemlisi, selen-
yumun, hayvan deneylerinde, viriisler, kimyasal
karsinojenler, radyasyon, diyet veya taginabilir
timor hiicreleriyle olusturulan karsinogenezis
iizerine inhibitor bir etki gosterdiginin bildirilmis
olmasidir (2,3). Yapilan epidemiyolojik calisma-
larda da selenyumdan zengin yiyeceklerle bes-
lenmeilekanserinsidanSI,bzeHikIeko]on kanseri
insidansi arasinda ters bir iliski dikkati cek-
mistir(2).

C vitamini de antioksidan bir ajandir ve anti-
karsinojenik aktivitesini bu yolla gosterir. Anti-
oksidan etkisinin sonucu olarak, hiicre mem-
brani, DNA ve diger hiicre komponentlerini ok-
sidatif hasardan korudugu bilinmektedir (4). Kune
ve arkadaslan duzenli A ve C vitaminlerinin
aliminin kolorektal kansere karst koruyucu etkisi
oldugunu bildirmislerdir (5). C vitamini ayrca
bazi sebzelerde ve depolanmig yiyeceklerde bu-
lunan nitritve nitratlann, karsinojenik aktiviteleri
yiiksek olan nitrosaminlere dénisimini de
inhibeeder(4).Birgokgal|§mada,Cvitamininden
zengin sebze ve meyve tiketiminin kolorektal
kanser goriilme insidansiyla giiclti bir iligkisi ol-
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dugu bildirilmistir (6,7).

Yapilan deneysel caligmalarda, selenyum ve
C vitamininin etkisi, daha cok hayvan yiyecek
ve iceceklerine katilarak arastinlmig, tek doz ve
intraperitoneal etkileri tizerinde pek durulma-
mistir. Bizbu calismayi, bu ki antioksidan ajanin
kisa siireli tek doz uygulanmasinin, karsinojenik
etkiyi ne olgiide engelleyebildigini " test etmek
amaciyla planladik.

GEREC ve YONTEM

Bu deneysel calismaicin, 200 gr. agirhginda
372 adet Wistar Albino rat 8’erli 4 gruba aynldr.
1. grup: Kontrol grubu. Bu gruptaki her rata
intraperitoneal(IP) olarak 1cc. serum fizyolojik
verildi. 2.grup: Mam grubu. 0.25cc MAM ase-
tat(1.17gr/cc Sigma Chemical co.) 8cc. serum
fizyolojik(SF) ile sulandirlarak 36.5 mg/cc kon-
santrasyonda soltisyon hazirlanmis oldu. Her
rata karsinojenik doz olan 45mg/kg olacak
sekilde, hazirlanan MAM asetat soliisyonundan
0.25 cc IP tek doz enjeksiyon yapildi. 3. grup:
Mam + Segrubu. Bugruptaki ratlaradnce sodyum
selenit solisyonundan 0.5c¢c(500 mikrogram)
IP, 1 saatsonraise MAM soliisyonundan0.25 cc
IP olarak verildi. 4.grup: Mam + Cvitgrubu. Bu
gruptaki ratlara da 6nce 2cc(200 mg) C
vitamini(Redoxon amp) tek doz IP, 1 saat sonra
MAM soliisyonundan 0.25cc IP olarak verildi.
Ratlar %24 protein igeren rat yemi ile beslendi.
3.gruptaki ratlardan biri 6ldu. 24 saat sonra
biitiin ratlar eter inhalasyonu ile sakrifiye edildi.
Laparotomi yapilarak biitun ratlarin kolonlari ¢i-
karilip, patolojik inceleme icin formaldehitsolis-
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yonlarina kondu. Her rat kolonunun proksimal
ve distal kisimlarindan kesitler alinarak, her nu-
muneye 1-31 arasinda birnumaraverildi. Ornek-
ler, gruplan ve sayilart bilmeyen 2 patolog tara-
findan, 15tk mikroskobunda ve 400 buytitme al-
tinda incelendi. Preparatlardaki histopatolojik
ve niikleotoksik degisiklikler karyorektik indeks
(K1) ile degerlendirildi. Her preparaticin, taranan
alanlardaki hiperkromatik niikleuslu veya parca-
lanmis cekirdeklere sahip anormal hiicreler ve
ayni alanlardaki toplam normal hiicre sayilari
hesaplanarak kaydedildi. Karyorektik indeks, sa-
yilan anormal hiicre sayilarinin, normal hiicre
sayilarina bolimiinden elde edilen sayinin 100
ile carpiimasiylahesaplandi. KI = (Hiperkromatik
veya pargalanmis nitkleuslu hiicre sayisi / Nor-
mal hiicre sayisi) x 100.

Veriler SPSS programina yiklendi ve grup
ortalamalar arasindaki farkin degerlendirilmesin-
detek yonluvaryans analizi (ANOVA), gruplarin
birbirleriyle ikili olarak karsilagtinimasinda ise
Tukey HSD testi kullanildi. P degerinin 0.01’den
kiiciik olmasi anlamli olarak degerlendirildi.

SONUCLAR

Mam + Se (3.grup) grubundaki bir rat 24 saat
dolmadan 6ldi. Kalan 27 rat kolonlarindan
olusturulan her preparat icin karyorektik indeks
hesaplandi. Kontrol amaciyla intraperitoneal ola-
rak 1ccizotonik verilmis olan grupta (1.grup) or-
talama K| degeri 2.89 idi. Sadece Mam verilen
gruptaise (2.grup) budeger31.07 idi. Buikigrup
arasinda K| degerleri arasindaki fark istatistiksel
alarak anlamliydi. MAM'in nikleotoksik etkileri-
ni 6nlemek amaciyla Se verilen grupta ortalama
Kl degeri 10.04idi. Budeger hemkontrol grubuna
hem de Mam grubuna gore anlamli derecede
farklydi. Yani selenyum verilmesi, olugan histo-
patolojik degisiklikleri anlam|i derecede azaltmis
ancak tamamen 6nleyememisti. C vitamini gru-
bunda da Kl indeks degeri (13.06) hem kontrol
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hem de Mam grubuna kiyasla anlamli derecede
farkhiydi. C vitamini de histopatolojik degisikleri
azaltmisti ancak nikleotoksik etkileri tamamen
onleyememisti (Tablo 1). Ancak selenyum ve C
vitamini gruplan arasinda istatistiksel anlamda
bir fark yoktu.

TARTISMA

Calismamizda, akut histopatolojik degisik-

 liklerkaryorektik indeksle degerlendirildi. Birgok

calismada Kl'in, karsinojene maruz kalmanin
cok giivenilir bir gostergesi oldugu vurgulan-
maktadir. Bu deneysel calismada, hem selenyu-
mun hem de C vitamininin karsinojen oldugu
bilinen ve niikleotoksik etkileri belirlenmis olan
MAM asetat’tan 6nce verilmesinin, bu degisiklik-
leri 5nlemede etkin oldugu gozlendi. Her ne ka-
dar reel olarak C vitamini verilen grupta nik-
leotoksik etki daha disiik diizeyde kaldiysa da,
C vitamini ve selenyumun etkinligi istatistiksel
olarak birbirinden farkl degildi. Literattirde, bu
maddelerin kemopreventif etkilerini birbiriyle
karsilastiran herhangi bir calismayla kargilagma-
dik. Bununla beraber, kontrol grubuna kiyasla
olusan anlamli fark, bu iki antioksidan ajanin da,
olusan niikleotoksik etkileri tamamen ortadan
kaldiramadigini gdstermektedir. Ciink, hiicrele-
rin kanserlesmesi, bircok genetik degisiklikler
icerir ve her bir degisiklik bircok asamadan olu-
sur. Muhtemelen hem karsinojenler, hem de ke-
mopreventif ajanlarbu agamalardan bir veya bir-
kagina etkili olmaktadir. Dolayisiyla kanserin
olusmasi da 6nlenmesi de multifaktoriyeldir ve
bircok faktériin kargilikli etkilegimiile olabilmek-
tedir. Selenyum ve C vitamini de bu faktérlerden
sadece ikisidir.

Yapilan galismalar, diyet faktérlerinden en
cok etkilenen kanserlerin gastrointestinal sistem
kanserleri ve bunlararasindada en gok kolorektal
kanserler oldugunu ortaya koymaktadir. Nitekim
Doll ve Peto yaptiklari cok genis bir epidemi-

TABLO 1: GRUPLARDA OLUSAN ORTALAMA KARYOREKTIK INDEKS (KD) DEGERLERI

Gruplar Ortalama KI degeri Standart Deviasyon Olgu Sayisi
Kontrol grubu 2.89 0.006 8
Mam grubu 31.07 0.075 8
Mam + Se grubu 10.04 0.023 7
Mam + C Vit grubu 13.16 0.019 8

KI = Hiperkromatik veya pargalanmig niikleuslu hiicre sayisi/normal hiicre sayisi x 100
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yolojik ¢alismada biitiin kanserlerin %35 kadari-
nin, kolorektal kanserlerin ise %90"inin diyette
yapilacak degisikliklerle 6nlenebilecegini belirt-
mektedirler (8). Bu, ancak yasam siiresi boyunca
karsinojen oldugu bilinen ajanlardan uzak durul-
mas, selenyum ve C vitamini gibi koruyucu etki-
sioldugubilinen ajanlarin diyetlealiminin ihmal
edilmemesi ile, kisacasi dengenin pozitif yéne
kaydirilmasiyla miimkiin olabilir.

Serbestradikallerin olusumu, karsinogenezis-
te 6nemli bir basamaktir. Bir cok preparatin sito-
toksik veya kemoterapotik etkileri oksijeni, stiper-
oksitradikallerine, hidrojen peroksite ve hidroksil
radikallerine indirgeme yeteneklerine baghdr.
Radyasyon, fotokimyasal havakirliligi, hiperoksi,
sigaradumani, bazi anestezikler, aromatik hidro-
karbonlarve dahabircok ajan serbest radikallerin
ortaya ¢ikmasina neden olur (9). Muhtemelen,
hem selenyum hem de C vitamini, serbest radikal-
ler Gizerinden etkili olarak hiicreyi oksidatif hasar-
dan korumakta ve daha ¢ok karsinogenezisin
baslangic asamasinda etkili olmaktadir.

Deneysel kolon kanseri daha ok erkek rat-
larda olusmaktadir ve olusan kanserlerin biyiik
bir cogunlugu adenokarsinomdur. Biz de bu ¢a-
lismada erkek ratlarkullandik. DMH ve tiirevleri,
DNA'nin guanin bazlarinin metilasyonuna yol
acar(10). Ayrica bu ajanlar hiicre proliferasyo-
nunu ve bir prokarsinojen oldugu bilinen pros-
taglandin E2 olusumunu arttirir. Bu son etki de-
neyselolarakindometazin veaspirinle 5nlenebil-
mistir(11,12).

Cycad bitkilerinin dogal bir komponenti olan
MAM, kisa siirede toksik ve karsinojenik etki
gostermektedir (13). MAM asetat ise MAM'in
stabil bir asetat esteridir ve giiclu bir antimitotik
ajandir (14). Kisa siireli kullanim niikleotoksik
ve hiperproliferasyonaneden olurken, 5 haftadan
daha uzunsureli kullanimlarda displazi fokuslari
ve tiimorolusmaktadir (15,16,17). MAM 6zellikle
gelismekte olan hiicreler {izerine daha cok et-
kilidir. Bu yiizden, bircok ¢alismada degisik
amacglarla, 6zellikfe gelismekte olan yavru ratlar-
dakullanilmigtir (18). MAM ayrica, néroteratojen
ve norotoksik birmaddedir (19,20,21) veratlarda
mikrosefali de yaptigindan bu amagla da kulla-
nilmistir (22). MAM'in ayrica hamsterlerde ve
baliklarda kolanjiokarsinom olusturdugu da bi-
linmektedir (16,23).

MAM hayvan deneylerinde genellikle intra-
peritoneal (15,17,24,25), bazen de subkutan
olarak (26,27), cogunlukla birden fazla dozda
(15,17,25), bazan da tek doz olarak (1) uygulan-
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migtir. Bircok calismada, MAM'in etkisini inhibe
etmek icin gok farkl ajanlar kullaniimistir.

Selenyum yada C vitamininin kemopreventif
olarak uygulandigi calismalarin biiyiik cogun-
lugunda, bu maddeler hayvanlarin besinlerine
katilarak ve uzun siireli olarak uygulanmis ve de-
neklergtinler hattaaylarsonrakarsinojen madde-
lere maruz birakilmistir (17,25,27,28,29). By
calismanin bir farkhhgi, bu ajanlarin da tek doz-
da kullanilmis olmasidir. Hem C vitamini hem
de selenyum, MAM asetat verilmeden 1 saat
onceverilerek, hiicrelerin niikleotoksik etkilerden
korunmasi amaglandi. 1 saatlik siirenin optimal
birstire olup olmadig: tartigilabilir, ancak optimi-
zasyon igin bagka karsilagtirmali calismalara
ihtiyag vardir. Bir ¢alismada, askorbik asidin
yagda ¢éziinen bir derivesi olan askorbil pal-
mitatin, MAM ile olusturulan hiperplazi ve fokal
displazi olusumunu engellemedigi bildirilmistir
(27). Biz bu calismada, hem selenyum hem de C
vitamininin, tek dozda bile, niikleotoksik etkiyi
onlemede etkili oldugunu gérmiis olduk.

Bu galismada, MAM asetat’in tek doz ve
intraperitoneal olarak verilmesiyle rat kolon-
larinda cok belirgin bir niikleotoksik etki olustugu
ve karyorektik indeksle &lcilen bu hiicresel
degisikliklerin, yine tek doz ve intraperitoneal
olarak verilen selenyum ve Cvitaminiyle, anlamli
derecedeazaltilabildigi, ancak tamamen 6nlene-
medigi gozlendi.
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