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OZET

Nitrojen mustardin LDso ve LDioo seviyelerinde
nonmalignant dokulara olan etkilerini incelemek
amaciyla yapilan ¢calismada 30 sigcan kullanildi. I.P.
olarak gebe sicanlara verilen etkenin etkileri 1§5ik
mikroskobik seviyede degerlendirildi.

Karacigerde doz-cevap iliskisiyle dogru orantili
olarak geligen dejeneratif bozukiuklar, dalakia beyaz
pulpa organizasyonunun bozuklugu, bobrekte fokal
kanamalar ve periferik kan yaymasinda Iékopeni tes-
bit edildi. Embriyolarin uygulama sonrasi rezorbe
oldugu preparasyonlarda gozlendi.

Gebelerde nitrojen mustardin uygulama zoruniu-
lugunda toksik etkilerinin gézéniine alinmasi gerek-
1igi vurguland..

Anahtar Kelimeler: Nitrogen mustard, sican, tok-
sisite, fetomaternal doku

SUMMARY

The Fetomaternal Toxicity Evaluation of
Nitrogen Mustard (HN:) at the Level of
Lethal Dose (LDso-LDico) in Rats

In this study whose object was to invest the ef-
fects of nitrogen mustard in the level of LDso and
LD:ow on nonmalignant tissues 30 rats were used.
The effects of nitrogen mustard which was given int-
raperitoneally o pregnant rats were investigated with
light microscope.

In the liver degenerative defects which increased
with increasing dose, in the spleen white pulp orga-
nization defects, in the kidney focal bleedings and in
the peripheric blood smear leucopenie were detected.
After procces it was observed that embrios were re-
sorbed. It was emphasised that in the obligation of
the use of nitrogen mustard in pregnants the toxic ef-
fects should be taken care.

Key Words: Nitrogen mustard, rat, toxicity, fe-
tomaternal tissue

GIRIS

Nitrogen mustard (CsHiiCL2NHCL) (HN2), erime
noktas: yaklagik 108°C olan suda eriyebilen, beyaz
renkli higroskopik vezikant kimyasal bir ajandir.
Hodgkin lenfosarkoma, kronik Iosemi, brong karsi-
nomlan gibi neoplastik hastaliklarin tedavisinde kul-
lamilan alkilleyici ilag grubunda yer alan HN2'nin
immunosupressif, mutajenik, teratojenik ve karsi-
nojenik etkileri de vardir (1-4). Sitotoksik alkilleyici
ajanlarin en onemli biyofarmakolojik aktiviteleri;
mitoz, hiicre diferansiyasyonu, biiyiimesi ve fonk-
siyonlan iizerinde yoZunlagmaktadir. Sitotoksik
ozellik gostererek etki mekanizmasimi olugturan HN:
organizmada pozitif yiiklii bir metabolite doniigerek
DNA'ya olan affinitesini arttirir. Guanin seviyesinde-
ki 7 nolu azot atomuna irreversibl seviyede kovalent
baglarla baglanir ve bu piirin bazinin sitozin yerine
timin ile baz ¢ifti olugturmasina neden olur. Sonugta

genetik kodun yanhs okunmastyla DNA replikasyon
ve transkripsiyon bozuklugu ortaya ¢ikar. mRNA
molekiilleri bu seviyelerde bozulur. Etken ozellikle
mitotik boliinmelerde Gi ve S fazina daha sensitiftir.
Bu duyarhilik invitro kosullarda, fibroblast
kiiltiirlerinde G2 fazi diizeyindedir. Birgok alkilleyici
ila¢ grubunda yer alan antineoplastik ilaglar elektrofi-
liktir ve genomik DNA'ya kovalent ve/veya nonko-
valent olarak baglanabilmektedir (5-9).

HN:2'nin antitiimoral etkisi, hiicre membraninda

ATPaz enziminin inhibisyonu, selliler NAD+
tiikketiminin aktive edilmesi sonucu ATP havuzunun
bitmesiyle sekillenen hiicre 6limii, glikolitik enzim-
ler ve cAMP diizeyi ile etkili olabilmektedir (10).
HN2 fetomaternal malignant ve nonmalignant doku-
lar icin potansiyel toksisiteye sahiptir (11). Doz-
cevap etkilesimleriyle yakindan iligkili olan potan-
siyel toksisitede, embriyonun yasi, plasentedan
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se¢gme kapasitesi, embriyonik dokulara penatrasyo-
nu, maternal karaciger tarafindan detoksifikiye edil-
mesi veya teratojenik bir metabolite doniigmesi gibi
kriterler sozkonusudur (12-14). Nonmalignant doku-
larda etkenin sitotoksik etkilerinin goériilebilmesi
icin, kimyasal yarilanma omrii, dokulardaki dagi-
lim1, atllimi ve target bolge affinitesi ile yakindan
iligkilidir (3,15). HN2'ye sensitif hiicrelerde kromatin
kondensasyonunun degigmesi, serbest radikalleri or-
tadan kaldiracak enzimlerin yoklugu veya inhibe edil-
mesi, DNAdaki major harabiyeti Go fazinda tamir
edecek olan 06-alkil guanin DNA alkil transferaz
(06-AGT) enziminin yetersizligi, etkenin sitotoksi-
sitesini arttirmaktadir (16-19). Rezistant hiicrelerde
bu aktivasyonlar saghikli kombinasyonlar halinde
virriitiillmektedir (20). Ancak neoplastik hastaliklarin
tedavisinde ilag uygulamalan siirekli oldu@u i¢in nor-
mal hiicre i¢i rutin mekanizmalarda sapmalar olabil-
mektedir. Bu sapmalan tesbit etmek amaciyla invitro
kosullarda degisik hiicre hatlart kullanilmaktadir.
Bunlar Chinese hamster V7s akciZer fibroblastlari,
ncurospora spheroblastlar, insan akciger adenokarsi-
nom hiicreleri (HTB.54), HeLa Ss hiicre tipleri en
¢ok kullanilanlandir (21-25). Rezistant hiicre tiple-
mesi icin rodent maternal ve fetal dokusu alinan bu
caligmada, insanlarda gebelikteki insidans: %0.07 ile
%0.1 oranlarinda meydana gelen neoplastik
olugumlarin tedavisinde kullanmilabilecek olan
HN2'nin lethal doz toksisitesi aragtirilmigtir.

MATERYAL VE METOD

1. ve 2. deney gruplart ve kontrol grubu igin
|0'ar adet olmak iizere toplam 30 adet Swiss albino
siganlar kullanildi. Kristalize nitrogen mustardin 10
mg'lik injeksiyon preparasyonu 20 ml steril distile
su ile uygulamaya hazir hale getirildikten sonra 1.
deney grubuna LD100 i¢in 1 mg/kg, 2. deney grubu-
na LDs50 i¢in 0.7 mg/kg oraninda hazirlanan dozlar
¢ciftlesmenin ertesi giinii gebeligin 1. giinii kabul edi-
len gebe siganlara 12. giinde 1.P. olarak verildi. Kon-
trol grubuna aym yoldan0.5 ml steril distile su veril-
di.

Gebeligin 21. giiniinde dekapite edilen siganlarin
maternal karaciger, dalak ve bobrekleri ile fetuslan
alindi. Uygulamadan 24 saat sonra kontrol ve deney
gruplanndan periferik kan yaymalan alindi.

Isik mikroskobik inceleme igin parafin blokaj
teknigi kullamlarak HxE ile boyanan preparasyon-
larin Olympus PM 10 AD fotoatasmanli mikroskop
ile mikrofotolar: ¢ekildi.
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BULGULAR

LDso diizeyinde, karaciger hiicrelerinde radier dizi-
lim normaldi. Kuppfer hiicrelerinin aktivasyonu ile
siniizoidlerde kanin sekilli elemanlart bol miktarda
tesbit edildi. LD1oo diizeyinde ise hepatosit radier di-
zayninin ve hiicre bigimlerinin bozulmus, fagositik
aktivitenin artmig oldugu gozlendi. Kanin sekilli ele-
manlan bu seviyede de siniizoidlerde gozlendi ve
primer karaciger dejenerasyonu tesbit edildi (Resim
1-2). LDso ve LDioo diizeyinde dalak striiktiirii aym
idi. Kirmiz1 ve beyaz pulpa organizasyonu tamamen
bozuktu ve parankim igerisinde hemosiderin artisi
gozlendi (Resim 3-4). .

Bobrek preparasyonlarinin 1gik mikroskobik bul-
gularinda her iki seviyede tubul ve nefronlar normal
striiktiirlerini korurlarken intertiibiiler bolgelerde fo-
kal hemoraji gozlendi (Resim 5). Fetuslarin incelen-
mesinde ise her iki LD diizeyinde fetuslarin rezorbe
olduklan tesbit edildi (Resim 6-7). Periferik kan yay-
malannda deney gruplaninda artan doza bagh lenfosi-
topeni agirlikli 16kopeni gozlendi.

Kontrol grubunda maternal yapilar normal histo-
lojik goriiniimlerinde ve do8an yavrular normaldi.

TARTISMA

Sitotoksik antineoplastik ajanlar gebelifin her
trimesterinde farkli yapilanmalara neden olmaktadir.
Organogenesiz doneminde insanlarda siirekli uygula-
nan terapdtik dozlar konjenital malformasyonlara ve
diigiiklere neden olabilmektedir. 1. trimesterden sonra
fetal biiyiime ve fonksiyonel geligim bozukluklar -
ozellikle beyinde- sekillenmektedir (25). Bu yapilan-
malar doz, uygulama siklif1 ve kaginci trimesterde
yapildig: gibi sartlarla yakindan ilgilidir (26). Nitro-
gen mustard neoplastik dokularda hizla ¢ogalan
hiicrelere sitotoksik etki gosterirken karacier, dalak,
bobrek gibi mitotik indeksi simirh dokularda bu etki-
nin zayif olarak gézlendigini Calabresi bildirmigtir
(27). Aym aragtirmaci minimal lethal doz HN: uygu-
lamasindan sonra intestinal mukozada harabiyet-
selliiler hipertrofi, piknoz ve deskuamasyon tesbit
etmistir.

LDso diizeyindeki HN2 uygulamasindan 6-8 saat
sonra kemik iligi stem hiicrelerinde inhibisyonun
bagladi1, 24 saat sonra x-iginlarinin kemik iligi
iizerindeki benzer toksik etkilerini gostererek 16ko-
peni, 6-8 giin i¢cinde de graniilositopeni ve lenfoid
dokularda diizensizligin sekillendigi bildirilmistir
(27,28). Fareler iizerinde yapilan bir aragtirmada al-
killeyici ajanlarin doz-cevap iligkisi aragtinnilmig ve
bunun da embriyonik hiicrelerin alkilasyonu ile di-
rekt baglantili oldugu tesbit edilmistir (29-31).
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Resim 1 LDso dozu uygulanan karacigerde aktive Kuppfer hiicreleri ve siniizoidlerde
kanin gekilli elemanlari goriilmekte, HxE; FMB x66

Resim 2. LDioo dozu verilen karacigerde aktive Kuppfer hiicreleri, sitoplazmik
parcalanmalar ve siniizoidlerde kanin sekilli elemanlari gozlenmekte, HxE; FMBx66
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Resim 3. Beyaz pulpa organizasyonunun bozuldugu dalaktan panoramik gériiniim,
HxE; FMBxI3
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Resim 4. Dalak parankimi igerisinde hemosiderin goriilmekte, HXE; FMBx120
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Resim 7. LD1oo dozu verilen deney grubunda rezorbe fetusun hiicresel kitlesi,
HxE; FBMxi2

Antineoplastik alkilleyici ilag grubundan
trimethyl phosphite'nin gebe sicanlara 16,49 ve 164
mg/kg uygulamasinda ilk iki dozun teratolojik, son
dozun agin embriyotoksik etki gostererek fetuslann
rezorbe oldugu tesbit edilmigtir (28). Hipertermi
olusturularak alkilleyici ajanlarin sitotoksik etkileri-
nin arttinnlarak nonmalignant dokulara olan isten-
meyen etkilerinin smirlandirilabilecedi, benzer
sekilde kafein ve teofilinin etken ile kombinasyon-
larinin sinerjik karakterde oldugu. hipoksik ortamlar-
da etkenin biyoaktivasyonunun arttirilabilecegi, biz-
mut tuzlaryla birlikte yapilan uygulamalarda kalp ve
kemik ili3i toksisitesinin azaldigi bildirilmistir (32-
36). Invitro karaciger hiicre kiiltiirlerinde yapilan tok-
sisite deneylerinde hiicre membraninda yirtiklar,
genig intraselliiler bosluk ve hiicre konturunun bo-
zuklugu tesbit edilmigtir (37).

Alkilleyici ajanlarin bobrek tubulleri ve nefron-
larina olan etkilerini incelemek amactyla Lash ve
ark. (38) distal, proksimal tubul ve nefron initelerini
taze olarak izole ederck ajanla inkiibasyona birak-
miglar ve sonugta distal tubiiliin proksimal tubiilden
daha senstif, mitokondrial fonksiyonun inhibe
olduBunu, hiicre i¢ci ATP ve oksijen tiiketiminin

azaldigim bildirmiglerdir. Nitrogen mustardin fareler-
deki tek dozluk LDso injeksiyonu-insan terapotik
dozu- sonucu lokopeni ve dalak hiicre sayisinda azal-
ma ile natural killer (NK) hiicreleri ve makrofajlarin
akitvitelerini normal olarak devam ettirdigi tesbit
edilmisgtir.

Yaptifimiz ¢aligmada, LDso ve LDioo seviyesinde
maternal karaciferde Kuppfer hiicrelerinin hiperakti-
vasyonu ve doza bagimli hepatositlerin radier dizili-
minde bozukluk gozlenirken, LDioo dozunda kara-
ciferde dejencratif bozukluklar tesbit ettik. Dalakta
uygulanan dozlara karsilik verilen cevap ise beyaz ve
kirmiz1 pulpa organizasyon bozuklugu idi. Bobrek
genelinde histolojik striiktiiriin korundugu gozlendi.
Her iki dozda da embriyolann rezorbe oldugu tesbit
edildi. Bu bulgulanimiz konu ile ilgili aragtirmalann
sonuglarina uygunluk gdstermesine ek olarak kara-
cifer siniizoidlerinde kanin gekilli elemanlarini ve
bobrekte kanama odaklarini tesbit ettik.

Bu bilgiler 1g18inda, nitrogen mustardin gebe-
lerde kullanim zorunlulufu durumunda nonmalig-
nant yapilara olan toksik etkileri gbézoniine
alinmalidur.
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