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Bu çalışmada, ilaç öncül maddesi olarak hazırlanan 2-Sübstitüe IH-Fenantro 

[9,10-d] imidazol' ün 5 ayrı türevinin mutaj,enik etkileri, Salmonella typhimurium' un 

çerçeve kayması mutasyonuna sahip iki suşu olan TA 97 ve TA 98' de, Ames 1 

Salmonella 1 Mikrozom test yöntemiyle araştırılmıştır. Bunun için her iki suş 

mikrozornal enzimler içeren metabolik aktİvasyon (S9) varlığında ve yokluğunda, her 

bir test maddesinin 5 ayrı dozu ile iki bağımsız paralel deneyde test edilmiştir. S9 

yokluğunda pozitif kontrol olarak TA 97 için Sodyum azid, TA 98 için 4-nitro-o-

fenilendiamin, S9 varlığında ise her iki suş için 2-Aminofluorene kullanılmıştır. Negatif 

kontrol olarak ise çözücü DMSO ve spontan kontrol grupları kullanılmıştır. Test 

sonuçları iki deneyin ortalaması alınarak değerlendirilmiş ve pozitif ve negatif kontrol 

grupları ile karşılaştırılmıştır. Buna göre test maddelerinden 2-metil-fenantroimidazol 

ve fenantroimidazol' ünyanlızca S9 varlığında mutajenik aktiviteye sahip olduğu, diğer 

3 türevin ise mutajenik aktivite göstermediği bulunmuştur.Gözlenen mutajenik etkinin 

metabolik aktivasyona bağlı olarak ortaya çıktığı düşünülmektedir. 

Anahtar kelimeler: Ames Test, Mutajenite Testleri, Fenantroimidazo!, 
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In this study, mutagenic effects of fıve different derivates of 2-Sübstitüe IH-

fenantro [9, 1 O-d] imidazoles prepared premise of drug were investigated using 

Salmonella typhimurium TA 97 and TA 98 containing frameshift mutation with Ames 

assay. Therefore, both test strains were tested in the absence or presence of S9 

metabolic activation, for fıve different doses of each test substances in two paraUel 

independent experiments. Results were evaluated by calculating avarage of two 

experiments. At the absence of S9, Sodyum Azid was usedas a positive control for TA 

97, 4-Nitro-o-Fenilendiamin was used for TA 98. At the presence of S9, 2-

Aminofluorene was used as a positive control for both test strains. Solvent Dimetyl 

sulphoxyd (DMSO) and. spontan control groups were usedas a negative control. Results 

of experiments were compared with positive and negative control groups data. So that 

2-Metil-Fenantroimidazole and Fenantroimidazole were found to have mutagenic 

activation only in the presence of S9 but other three derivatives show mutagenic effects. 

This mutagenic effect observed may be depend on the metabolic activation. 

Keywords: Ames Assays, Mutagenity Tests, Fenantroimidazole 
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ı. GİRİŞ 

Günümüzde yaşadığımız çevre, insanoğlunun bir takım olumsuz etkileri sonucu 

giderek bozulmaktadıL Son yıllarda hızlı nüfus artışı ve aşın kentleşme ile teknolojik 

gelişmeler ve bunlara ~ağlı olarak yaşam düzeyinin yükselişi doğal kaynakları olumsuz 

yönlerde etkiler olmuşive canlıların yaşam ortamlarında bozulmalara ve dengesizliklere 

sebep olmuştuL SonuÇta bu bozulma ve kirlenmeler canlıların sağlığını tehdit edici 

boyutlara ulaşmıştır. Bu sebeple çevre sorunlan günlük yaşamın en önemli sorunu 

haline gelmiştiL Ciddi sorunlar oluşturabilen birçok hastalığın ortaya çıkmasına yol 

açan etmenlerin başında günlük yaşamda sık sık kullanılan sentetik yada doğal kimyasal 

bileşikler gelmektediL 

Bu bileşiklerin bir çoğu canlıların DNA' sında değişikliklere yol açarak 

genotoksik ve kansero]enik etkilere sahip olmaktadır. Kimyasalların oldukça büyük bir 

kısmına, özellikle laqoratuvar koşullarında yüksek dozda maruz kalınması sonucu 

mutajenik veya teratojenik olduğu bilinmektedir (1-5). İnsan populasyonunun çevredeki 

kanserojen ve mutaje:q. maddelerin etkisinden korunması için çevremizdeki bu özelliğe 

sahip bileşiklerin tespit edilmesi ve etkilerinin değerlendirilmesi öncelikle gerekli ve 

önemlidir (I ,4,6, 7). 

Kanserojen ve mutajen maddelerin araştırılması çeşitli testlerle tespit edilebilir 

(4,5,8-18). Bunlardan bazıları DNA hasarianna sebep olan kimyasal mutajen ve 

kanserojenlerin test edildiği sitogenetik metodlardır. Bu testler; kardeş kromatid 

değişimi (SCE = Sister chromatid exchange) (8-11, 19-26), mikronükleus testi (MN) 

(4,8-13), kromozom bozulma testi (CA= chromosome aberration) (15), comet testi (gen 

konversiyonları ve DNA kırılmaları) (20,27), programlanmamış DNA sentezi 

, \i t. D n! H O l·l'.· \,. ,. :: '~ IJ"'"' i 
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(UDS=Uncheduled DNA synthesis) (14,16,17), SOS kromotest (18,19), transformasyon 

yöntemi (4), umu test (18), ye Ames/Salmonella/Mikrosom yöntemi (4,5,8-20) şeklinde 

sıralanabilir. Tüm bu mutajenite test yöntemleri Salmonella test suşları, çeşitli E.coli 

suşları, rat, primat ve tavşan türleri kullanılarak hazırlanmış memeli hücre kültürleri ve 

memeiiierin kan ve kemik iliği hücreleri, Saccharomyces cerevisia suşları vb. farklı 

organizmalar kullanılarak aygulanmaktadır (2-9,12-20,25). Bu testlere kısa zamanlı 

(short term) testler de denir (8,9,15,21). Bu kısa zamanlı testlerle, kimyasal maddelerin 

belirli genetik sistemlerde belirli sonuçlar verip vermedikleri ölçülmekte ve elde edilen 

sonuçlarla maddelerin kans~rojenik potansiyelleri arasında ilişki kurulmaktadır. Kısa 

zamanlı in vitro çalışmalar, kimyasal maddenin bakterilerde mutajenik etkilerini, 

hücrelerde değişmeye sebdp olup olmadığını, DNA değişim ve tamiri üzerindeki 

etkisini ve memelilerdeki 'mutajenik etkisinin araştırılınasını kapsar. Uzun süreli 

çalışmalar, uygun hayvan türleri seçilerek kimyasal maddenin uygulanmasını takiben 

yapılan otopside patolojik ve histolojik çalışmalara dayanır (21). Memelilerde in vivo 

mutajenite testlerinin en önemli zorluğu, memeiiierin mutajen maddelere oldukça az 

duyarlı olmalarıdır. Ayrıca, deney hayvanlarının bakımı ve çoğaltılması oldukça zor, 

zaman alıcı ve pahalıdır. Bunun yanında mikroorganizmalar mutajenlere karşı çok daha 

fazla duyarlıdır. Kısa zamanda çok sayıda jenerasyon geçirdiklerinden dolayı 

çalışılmaları daha kolay ve daha ucuzdur (2 I). 

SCE yöntemi'nin prensibi; kardeş kromatidierin birbirine kontrast sağlayacak 

şekilde boyanmasına dayaqır. Kardeş kromatidierde meydana gelen parça değişimi, 

boyanma farklılığından hemen anlaşılır. Bu yöntemle sadece kromozomlarda oluşan 
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yapısal değişimler gözlendiğinden dolayı SCE yöntemi sınırlı amaçlar için kullanılabilir 

(4,5,8-11,15,16,22-26). 

Mikronükleus testi bölünme yeteneğine sahip tüm hücrelerde yapılabilen bir 

testdir ve temel prensibi, bazı mitoz anomalileri ve kromozom kaybı gibi durumların 

ortaya çıkarılmasına yöneliktir. Çekirdek boyanınası ile incelenir. Bu amaçla en çok 

memeiiierin polikromotofıl (PCE) ve normokromotofıl (NCE) eritrositlerinde çalışmalar 

yapılmaktadır ( 4,8-13,20,27 -30). 

CA ve Comet yöntemi' nde ise hücreler metafaz safhasında incelenerek 

kromozom hatalarının ortaya çıkarıldığı sitogenetik bir yöntemdir (8, 12,15,22,31 ,32). 

UDS yöntemi, ''programlanmamış DNA sentezi' testi olarak adlandırılır. Bu 

yönternin prensibi, primer rat hepatositlerinde DNA tamirinin uyarılmasına 

dayanmaktadır. UV ile pozitif kontrol deneyleri yapılıp otoradyografik olarak 

değerlendirilmektedir (8, 14, 16, 17). 

S.O.S. kromotest' in temeli, E.coli' de hasarlı DNA da S.O.S. cevabının 

uyarılmasına yöneliktir. E.coli' de SOS sisteminin genel reseptörleri ile gen kontrol 

edildiğinden dolayı S.O.S. kromotest, DNA hasarlarını tespit etme olanağı sağlar 

(18,19). 

TransformasyQn yöntemi' nde, M2-C3H fare fıbroblast hücrelerinde malignant 

transformasyonun uya9lmasıyla kimyasal maddelerin mutajenik ve tümorojenik etkileri 

ölçülür. Kanserojenik :q:ıaddelerin tespiti için daha uygun bir testtir ( 4). 

U mu test yönt~mi, DNA hasarlan için bir kromojenik testtir. Bu test için sadece 

tek bir bakteri suşu ge~eklidir. Yüksek bakteriyotoksik etkilere sahip olan kimyasalların 

teşhisinde kullanılabillr. U mu test suşu olan TA 153 5 1 pSK 1 002' ye eklenen çok 
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kopyalı plazmidler, NR (nitroaren) geni, NAT (N-asetil transferaz) geni yada her ikisini 
' 

bakteriye aktarmaktadır. Sonuç olarak bu bakteri suşu DNA hasarına sebep olan 

'nitroantren' ve 'aromatik aminler' e karşı hassasiyet kazanır (18). 

Ames 1 Salmonella 1 Mikrosom test yöntemi 1975 yılında Prf Dr. Ames ve 

Dr. Maron tarafından geliştirilen ve daha sonra yaygın olarak uygulanmaya başlanan bir 

mutajenite testidir (6,10,11,16,33-43). Bu test, gerek çevre kirlenmesine neden olan 

kim yasal maddelerin (2, 12, 16, 17,22,3 5,3 6, 40-4 2, 44-5 5 ), gerekse diğer fiziksel, 

kimyasal (2-7,9-11,14,15,18~19,55-73) ve biyolojik maddelerin (52,64,68) mutajenik 

etkilerinin araştırılmasında kullanılabilir. Bu testin temeli, yapay mutasyon 

oluşturulmuş olan Salmondia typhymurium' un histidin sentezierne yeteneklerini 

kaybetmiş (His· = oksotrof) . olan suşlarının test bileşeni ile muamele edildikten sonra 

ikinci bir mutasyon geçirip his+ hale geri dönüşmesi temeline dayanır. Geri dönüşen 

(revertant) bakteri kolonileri sayılarak değerlendirilir. Fakat normalde de mutajenlere 

maruz kalmadan spontan olarak geri dönüşebilen bakteriler olmaktadır. Mutajenik 

etkiden bahsetmek için spontan revertant sayısından daha fazla sayıda revertant koloni 

sayılması gerekir (6,38,39). Bu test ile birçok mutajenik madde teşhis edilmiştir (6). Bu 

test Salmonella typhymuriurrz' un TA ve YG suşları ile uygulanmaktadır. En çok 

kullanılan bakteri suşları, TA 97, TA 98, TA 100, TA 102, TA 1535, TA 1538 
' 

suşlandır. (51,52,60,68,70). · 

Son yıllarda, tıp ve farmakoloji alanlarında yeni ilaçların gelişiminde üretilen 

ilaç hammaddelerinin bi~olojik sistemlerdeki toksik ve mutajenik etkilerinin 

araştırılmasında kısa zamanh testler kullanılmaktadır. Yukanda sayılan test yöntemleri 

kullanılarak ilaç hammaddeisi olması düşünülen test maddelerinin toksik, rnutajenik-



5 

karsinojenik etkilerini incelemek için daha çok Ames testi kullanılmaktadır. Ames 

testinde, mutajenik etkilerin diğer canlı gruplarına göre daha fazla duyarlı olan 

bakteriler üzerindeki etkilerinin araştırılmasının yanı sıra, bu test ile aynı zamanda 

ortama ilave edilen memeli metabolik aktivasyon enzimleri ile, test bakterilerinin 

memeli metabolizmaHırı sonucunda oluşabilecek metabolitlerinin de mutajenik etkileri 

araştırılınaktadır (3,6,58,61,62,66). 

Hayvansal orgaruzmalarla yapılan uzun zamanlı testlerle kanserojen ve mutajen 

olduğu belirlenmiş 300 kimyasal madde Ames 1 Salmonella 1 mikrozom yöntemiyle 

'Tokyo Merkez Kan~er Enstitüsü', 'lmperial Kimyasal Endüstrileri' ve 'Uluslararası 

Kanser Araştırma Merkezleri' nde test edilmiş ve testin geçerliliği onaylanmıştır. Bu 

mutajen kimyasalların içinde en çok bilinenleri; saç boyası aminleri, dizel eksozunda 

bulunan 1-nitropirenler, alev önleyiciler, tris (2,3-dibromopropil) fosfat ve besinierin 
' 

pişirilmesiyle oluşan prolize ürünler olarak sayılabilir (6,68). 

Kanserojenik . maddelerin %90' nının mutajenik olduğu teşhis edilmiştir 

(6,21,38,69). Ames (1983)' in bildirdiğine göre Rinkus ve Legator (1978-1981) 

çalışmalarında kanserojenite ve mutajenite arasındaki ilişkiyi incelemişler ve bu iki etki 

arasındaki korelasyon! değerini yaklaşık olarak %83 olarak bulmuşlardır (6,21,38,69), 

yine Ames (1983)' de bahsedilen, Mc. Cann ve arkadaşları tarafından 1975' de yapılan 

bir çalışmada, denenen 179 kanserojenik maddenin 156' sının, yani %87' sinin 

mutajenik etki gösterdiği ve kanserojen olmayan 117 çeşit diğer bir grup maddenin 

%66' lık kısmının mu~ajenik etki göstermediği bulunmuştur (6,21). Bu sebeple kimyasal 

maddeleri 'mutajenler' ve kanserojenler' olarak iki grupta incelemek yerine 'mutajen 1 

kanserojen' olarak bir grupta incelemek daha doğru olduğu kabul edilmektedir (22). 
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1.1 Mutasyon 

Bilindiği gibi, DNA kalıtsal bir materyal olduğu için gelecek nesillere değişmez 

bir formda aktarılması gerekir (74). Fakat, zaman zaman doğal ve yapay koşullar altında 

mutasyon denen değişiklikler gözlenebilir. DNA' mn türe özgü kalıtsal kombinasyonu 

' 

değişmeksizin, taşıdığı bilgi içeriğinde meydana gelen değişmeye 'mutasyon' denir 

(75, 76). 

Bir genin baz dizisindeki bir değişim bazen o gen tarafından kodlanmış olan 

üründe de değişime sebep 9labilir. Böyle mutant bir genin mutant enzimi, aminoasit 

dizisinde meydana gelen değişme sebebiyle inaktif yada daha az aktif olabilmektedir. 

Eğer hücre, mutasyon sonucu ihtiyaç duyduğu bir fenotipik özelliği yitirirse genotipteki 

bu değişiklik zararlı yada oldürücü olabilir. Bununla birlikte bir mutasyon faydalı da 

olabilir. Örneğin mutant bir gen tarafından kodlanan enzim, hücreye avantaj sağlayan 

yeni bir aktiviteye sahip ?lursa bu mutasyon çeşidi nadir de olsa canlıya doğal 

seleksiyonda avantaj kazandırır. Mutasyonlar; populasyondaki çeşitliliği sağladığından, 

yeni türlerin oluşumuna katkıda bulunduğundan dolayı evrimsel öneme sahiptir 

(22,38,74-79). 

Basit mutasyonların birçoğu nötraldir. DNA baz dizisindeki değişme, bu gen 

tarafından kodlanan ürünün aktivitesinde herhangi bir değişmeye yol açmaz. Nötral 

mutasyonlar genellikle DNA üzerinde, özellikle de mRNA' nın üçlü bazına karşılık 

gelen bir nükleotid' in yeri~e farklı bir nükleotid geçtiğinde meydana gelir. Genetik 

kodun bozulması sebebiyle sonuçlanan yeni kodonda bir aminoasit için olan kod sessiz 

kalabilir. Bu aminoasit düzenli olarak değişmesine rağmen protein fonksiyonunda bir 

değişme olmuyorsa, bu aminoasit, ya proteinin aktivitesini etkilemeyen kısmındadır 

l'll t" f \\" . 
I!J•.I.; 
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yada değişen kısım oıjinal arninaasite çok yakın (onun fonksiyonu görebil en) bir 

yapıdadır denilebilir (3.8). 

Mutasyonlar doğada kendiliğinden olabildiği gibi 'mutajen' denen fiziksel ve 

kimyasal etkenlerle de. olabilir. DNA' da; bilinen bir mutajenik etki uygulanmaksızın 

oluşan mutasyonlara fkendiliğinden (spontan) mutasyon' denir. Normal koşullarda 

spantan mutasyon frekansı 104 -10-5 gibi düşük bir orandadır.Ayrıca iki ayrı gendeaynı 

anda mutasyon olma frekansı ıo-14 gibi çok daha düşük bir değerdedir (22,38,39,75). 

Fiziksel yada kimyasal maddelerle meydana gelen mutasyonlara ise 'uyarılmış (inducer) 

mutasyon' denir. Bu mutajenlerin bir kısmı; örneğin nitröz asidi (HN02), bir bazın diğer 

bir baza dönüşmesini sağlar (C,U). Yapı benzerleri denen kimyasal mutajenler (baz 

analogları) ise DNA y~pısına katılarak genetik kodun değişmesine sebep olur. U. V ışığı 

tirnin bazları arasında: anormal eşleşmeye ( dimerizasyon) sebep olduğundan dolayı 

DNA' da lokal bükülmeye sebep olurken (Xeroderma hastalığı), X ışınları da DNA da 

kınimalara sebep olur (38,39,74,77-79). 

Mutasyon vücut hücrelerinde yada üreme hücrelerinde olabilir. Vücut 

hücrelerinde olan mutasyonlara 'somatik mutasyonlar' denir ve bu mutasyonlar 

hastalıklara ve dejenerasyonlara yol açarak gelişmeyi ve metabolizmayı olumsuz 

etkileyebilirler. Birçok kanser türünün somatik hücrelerde genellikle bir mutasyon 

nedeni ile ortaya çıktığı bilinmektedir. Üreme hücrelerinde görülen mutasyonlara ise ' 

gerınİnal mutasyonlar' denir. Üreme hücrelerin DNA' sında görülen değişmeler genetik 

içeriğin farklılığına yol açar ve bu mutasyon kalıtsal olarak yeni nesillere aktarılır 

(74,78,79). 
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Mutasyonlar 2 temel grupta incelenebilir. Bunları 'kromozom mutasyonları' ve 

'gen mutasyonları' olarak sıralayabiliriz. Kromozom mutasyonları da 'kromozom sayı 

değişimleri' ve 'kromozom y~pı değişimleri' şeklinde iki gruba ayrılabilir (74-79). 

1.1.1. Kromozom sayı değişimleri (genom mutasyonlan) 
i 

Organizmaların hem' doğal hem de laboratuvar populasyonlarında kendiliğinden 

meydana gelen kromozom sayısındaki değişimlerdir. Alternatif olarak, izole edilmiş 
ı 

hücre yada dokulara belirli ~tandart mutajenik ajanların uygulanmasıyla deneysel olarak 

da bu mutasyonlar uyarılabilir (76-79). Kromozomlar bazen mitoz ve mayoz sırasında 

düzenli olarak ayrılmayabilir ve farklı kromozom sayısına sahip hücreler oluşabilir. Bu 

şekilde birçok genin oranı değişeceğinden dolayı kalıtsal açıdan birçok sorun 

(Mongolizm, Tumer Sendromu, Klİnefelter Sendromu vb.) oluşur (76,79,80). Bu olayda 

kromozomun bir parçası değil tümü yok olur yada sayıca artar. Öploidi ve anöploidi 

olarak iki şekli vardır (8 ı ).Eğer tüm kromozom takımının sayısında bir değişme 

oluyorsa, bu 'öploidi' adını alır. Kromozom takımının yarısı kadar (haploid) kromozom 

içeren bireyler 'monoploid', 2' den fazla katlarını içerenler ise 'poliploid' bireyler olarak 

isimlendirilirler. Poliploidi ~aha çok bitkilerde bulunur. Birçok bitki doğadaki diploid 

kökenli diğer bitkilerden türemiştir. Aynı gen lokusunda meydana gelecek öldürücü bir 

mutasyon bu şekilde diğer normal genleri taşıyan poliploid kromozomlar tarafından 

korunabilir (7 6, 79-8 ı). 

Kromozomlardan birinin veya birkaçının sayıca değişmesine ise 'anöploidi' 

denir. Kromozom sayılarının farklı şekilde kalıtımı fenotipte birçok değişikliğe sebep 

olur. Bir hücredeki kromozom sayısı fenotipte büyük bir değişiklik meydana getirmeden 
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iki kromozomun sent~omerlerde birleşmesiyle tek bir kromozoma çevrilmesi şeklinde 

meydana gelebilir. Anöploidinin değişik şekilleri vardır, bunlar monosomi, nullusomi 

ve polisomidir. Poliso~i' nin ayrıca trisomi (insanda 2n+ 1 kromozomda mongolizm) ve 

tetrasomi (insanda 2n-t:2kromozom) olarak iki şekli vardır (76,79-81). 

Somatik anöp~oidi, somatik doku yada doku kültürlerinde kendiliğinden 

meydana gelebilir (?9). Somatik hücrelerin mitozu sırasında bazı kromozomlar 

birbirinden ayrılmayabilir. Yavru hücrelerin birisi monosomik diğeri de trisomik oluşur. 

Eğer bu bozukluk erken embriyo döneminde oluşursa, ergin bireyde büyük bir bölgeyi 

kapsayacak şekilde anormal kromozom sayısı görülür. Embriyonun geç dönemlerine 

rastlarsa, etkilediği vücut bölgesi çok küçük olacağından dolayı ya hiç görülmez yada 

önemsiz bir şekilde kendini gösterebilir (76, 79-81 ). 

1.1.2. Kromozom Yapı Değişimleri 

Bazen kromattdler, krossing over olmadan da parça değişimine (kazanılması 

yada kaybedilmesi) uğrarlar (76, 79). Kromozom kırılmaları ve tekrar eşleşmeleri 

sonucu kromozomlar , yapısal olarak tekrar organize olurlar. Bunun gibi değişimler 

kromozomların düzen.inin değişmesine sebep olur. Bu değişirnde kromozomların 

yapılarında farklılığa yol açar. Kromozomlardaki bu deşiklikler çeşitli şekillerde 

meydana gelebilir (80). Bunlar, delesyon (kromozomlarda uçtan yada aradan parça 

yitirilmesi), duplikasyon (kromozomun belirli bir bölgesinin çift olması), inversiyon 

(Kromozomun bir parçasının kopması ve 180° dönerek aynı yere eklenmesi), 

transtokasyon (bir kromozom parçasının koparak homolog olmayan başka bir 

kromozoma eklenmesi) dir. Diğer bir durumda izokromozomlardır. İzokromozomlar, 
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mitoz sırasında bazen sentromerler enine bölündükleri için her yavru sentromer 

homolog kromozomların aynı taraftaki parçalarını alıp kutuplara çekilirler. Dolayısıyla 

kutupların bir tarafındaki :genler diğer taraftakilerden farklı olmaktadır. Bunlara 

izokromozomlar denir (76-8-f). 

1.1.3. Gen mutasyonları 

Gen mutasyonları veya diğer bir değişle 'Nokta Mutasyonları' kromozomların 

yapısında herhangi bir değişikliğe sebep olmaz ve mikroskopla da görülmezler. DNA da 

bulunan nükleotit dizisinin yada bazlarının değişmesinden ileri gelir. Baz sırasının veya 

AT 1 GC oranının değişmesi, o gene özgü enzimin tamamen kaybolmasına ya da 

etkisinin azalmasına neden olur. Bir gen, binlerce baz çiftinden meydana gelmiş bir 

birim olduğundan ve kuraın:sal olarak her bazda mutasyon olabileceğinden dolayı, bir 

genin en azından baz çifti ~adar mutasyon çeşiti olabilir (76). Çok değişik biçimlerde 

meydana gelebilen DNA 'baz sıralanmasında oluşan bozukluklar birkaç grupta 

incelenebilir. 

1) Bir gen üzerinde tek bir baz çiftini etkileyen değişiklikler: Bu tip 

mutasyonlara 'nokta mutasyonları' (point mutation) denir. Tek bir baz çiftini etkileyen 

bu mutasyonlar da farklı sını,flara ayrılabilir (38,39,75-79,81): 

a) Bir baz çiftinin yerine başka bir baz çiftinin girmesi (base substitution): 

Bu tip değişiklikte, gen yapısındaki bir pürin yerine diğer bir pürinin (A yerine G yada 

G yerine A) veya bir pirimid:in yerine diğer bir pirimidinin (T yerine C veya C yerine T) 

girmesi söz konusu olabilir. • Nokta mutasyonlarının bu tipine 'geçiş' (transisyon) denir. 

DNA yapısında bir pürin yerine bir pirimidin (A veya G yerineT veya C' nin geçmesi 
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yada bunun tersi) geçmesi de mümkündür. Bu tip mutasyonlara da 'çapraz geçiş' 

(transversiyon) denir (38,39,75-81). 

Nokta mutasyonu oluşturan bromüraçil, nitrikasit, formalin, hardal gazı gibi 

kimyasal maddeler, :PNA' daki özel baztarla tepkimeye girer ve onların yapısını 

değiştirir. Bromüraçil i(BU), DNA' da tirnin yerine geçer; fakat adeninden çok guaninle 

bağ yapma eğilimindedir. Daha sonraki DNA replikasyonlarında normal timinin 

bulunması gereken yerin karşısında adenin yerine guanin bulunduğundan dolayı G-C 

ikizi meydana gelir ve A-T yerine G-C geçer ve bir mutasyon meydana gelmiş olur. 

DNA' da bazların yerine geçen bu kimyasaliara (BU gibi) 'baz anologları' denir. Ayrıca 

nadir de olsa iki pirirnidinin ve pürinin birleşerek A-G ve C-T baz çiftlerini meydana 

getirmesi; daha sonraki DNA replikasyonlarında A-T ve G-C ye dönüşmesine neden 

olur (75, 76). DNA !kalıp olarak görev yaptığı sırada bazların herhangi birinde 

oluşabilecek 'tautomerik' bir değişikliğin, (örneğin, tirnin'nin 'keto' formundan 'enol' 

formuna yada adeninlin 'amino' formundan 'imino' formuna değişmesi) moleküllerin 

hidrojen bağı oluşturma özelliklerini de değiştirmesi nedeniyle, timinin guaninle veya 

adeninin sitozinle çiftl,er oluşturması olanağı daima vardır (75-76). 

DNA molekülÜnün, bir protein için olan kodlarının bir parçasında eğer bir bazın 

yerine bir başka baz :geçerse, bu genin transkripsiyonu sonucu oluşacak mRNA' nın 

yapısına hatalı bir ba'z katılacaktır ve sonuçta DNA' da yer değiştiren bazlar protein 

sentezinde yer değiştiren aminoasitlerle sonlanır. Bu mutasyona 'yanlış anlamlı 

mutasyon' denir. Bazende yer değiştiren bazların etkisi sonucu mRNA molekülünün 

ortasında bir stop (anlamsız) kodonun meydana gelmesiyle fonksiyonel bir proteinin 
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sentezi engellenebilir ve proteinin yanlızca bir fragmenti senteztenmiş olur. böyle 

mutasyonlara 'anlamsız mutasyon' denir (38,39). 

b) Gendeki bir bazın aradan çıkması veya yeni bir baz çiftinin yapıya 
ı 

girmesi: DNA molekülü içj!nde bir nükleotid' in yapıdan ayrılmasına 'delesyon', yapıya 
ı 

katılmasına 'insersiyon' denir. Örneğin; benzopiren, endüstriyal baca kurumları, sigara 

katranı ve aflatoksin, besinlerde ve hayvansal ürünlerde bulunmuştur. Bu maddeler 

DNA' dan baz çıkarır yada. DNA' ya baz ekleyerek nokta mutasyonuna sebep olurlar. 

Nokta mutasyonu geçirmiş bir genin kontrolünde olan bir polipeptit zincirindeki 

aminoasit sıralanması, söz ! konusu bölgeden sonra tamamen değişecektir. Böyle bir 

değişiklik, sentezlenen protein molekülünün yapısının ve bazı fonksiyonlarının tümüyle 

bozulması sonucunu doğurur (75). 

2) Gende birden fazla baz çiftini ilgilendiren değişiklikler: Bir başka baz çifti 

mutasyonları da 'çerçeve kayması mutasyonları' (frameshift mutation) dır. Burada bir 

yada birden çok nükleotit çiftleri DNA' dan kopar (delesyon) yada DNA' ya eklenir. 

(insersiyon). Bu durum i~e okunan çerçevenin translasyonunu değiştirir. Böylece 

transtasyon sırasında tRNA' ların tanıdığİ üçlü baz dizileri değişir. Örneğin, bir genin 

ortasına bir nükleotit çifti' nin girmesi, bu bölgeden aşağıda ( down stream) birçok 

arninaasitte değişikliğe yol !açar. Çerçeve kayması mutasyonlarında hemen hemen her 

zaman uzun mesafede yanlış anlamlı ve inaktif protein üretilir yada en sonunda bir 

anlamsız kodonun translasyonu soniandırması ile protein sentezi durdurulabilir 

(38,39, 78, 79). 
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1.2. Mutasyonların Genetik Çalışmalarda Kullanımı 
ı 

Mutasyonlar, genetik analizler için çok faydalıdır (79), dolayısıyla biyolojik 

proseslerin oluşum mykanizmalarının açıklanabilmesi için mutasyonlar yoğun biçimde 

kullanılmışlardır. Met~bolizma, çok sayıda enzimin katalize ettiği reaksiyon zincirleri 

aracılığı ile gerçekleşi:f. Söz konusu enzimleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar, DNA 

izole edilerek ve inceleyerek, oluşum yolundaki aşamalar zinciri genellikle 

belirlenebilir. Uygun pir mutasyon, tek bir polipeptidin aktivitesini elemine ettiği için 

mutasyonlar biyoloji~ proseslerin ayrıntılı bir biçimde incelenmesi için son derece 

güçlü bir araçtır (83). 

Mutasyonlarla . ilgili herhangi bir ayırımın ilk evresi mutant izolasyonudur. 

Belirli bir organizmanın bilinen bir karakteri ile ilgili çalışmada, bu karakter 

bakımından seçici ortam oluşturularak mutantların ayrılması sağlanır ve mutant 

karakterlerin fonksiyonu besi ortamına ilave edilerek biyolojik süreçte özgül hücresel 

etkiler gözlenebilir (84). 

Mutajenik ajaD~lar mutasyon ayırımıyla uğraşan genetikçiler için güçlü araçlardır. 

Bu gibi araştırmalarda kullanılan mutajenler ile istenilen tipte mutasyonlar 

yönlendirilebilir. Bu şekilde mutajenlerle muamele edilerek mutant soylar oluşturulan 

türlerden bazıları şurilardır; Neurospora, E.coli, Salmonella, Saccharomysses, çeşitli 

bakteriyofajlar, Drosophila türleri vb. (79), ayrıca yüksek yapılı bitki ve hayvanlar da 

bu amaçla kullanılabilmektedir (79,83,84). Mutasyon çalışmalarında transposıbıl 

elementler de kullanılrıaya başlanmıştır. Bu elementler genom içinde bir pozisyondan 

diğerine hareket ederler ve kromozom kopması gibi genetiksel değişikliklere 

(mutasyonlara) yol a!Çarlar Bir transposıbıl elementİn bir gen içine aktanlmasıyla 
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oluşturulmuş mutasyonlarda, bu elementler lokal işaret olarak iş görürler. Bu işaretler 

yardımı ile mutant genler kolayca tespit edilebilirler (74, 79,83,84). 

1.2.1. Salmonella typhimurium' un genetik özellikleri 

Bakteri mutantları, b(lkteri genetiğinin en önemli ve vazgeçilmez araçlarıdır. 

Mutajenik madde ve etkenleH kullanarak mutant izole etme şansı arttırılabilir. Bazı 

etkenlerle, bakteri genlerinin ·% 1' inde bakterinin canlılığını etkilemeyen mutasyonlar 

oluşturulabilir ve bazı mutajenler kullanılarak 1 o-5-1 o-lO kadar olan spantan mutasyon 

oranı %3' e kadar yükseltilebilir. Bilinen mutajenlerin hiç biri diğer genlerin mutasyon 

oranını arttırmaksızın belirli bir genin mutasyon oranını yükseltmezler. Fakat bazen bazı 

seyrek DNA bölgelerinin mutasyon oranları diğer genlere göre çok yüksek olabilir. Bu 

bölgelere 'hot spots' (sıcak bölgeler) denir. Bazı mutajen maddeler bu bölgeleri spesifik 

biçimde etkilemektedir (38,39,74-81). 

S. typhimurium' un çembersel DNA' sı Şekil 1.1. de görülmektedir. 
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Yapılan bu çalışmada kullanılan bakterilerinin gen o tip özellikleri aşağıdaki tabloda 

gösterilmektedir. 

Tablo 1.1. Mutajenite testinde kullanılan Salmonella typhimuriumım mutanat suşlarının 

taşıdıkları genotip özellikleri . 

Mutant suşlar Histiclin . Lipopolisakka DNAOnanın R-faktör Mutasyon 
Mutasyonu •ritLPS bölgeleri 

TA97 HisD6610 Rfa DuvrB + CCC'nin +4 
yakınında 

TA98 HisD3052 Rfa DuvrB + C' nın -1 
ı yakınında 

His D6610: Histidinol dehidrogenaz enzimini kodlamaktadır, his D6610 tipi 

mutasyon, His D+ genindeQ. kodlanan bu enzimde meydana gelen bir mutasyondur, 

mutasyon bölgesinde 6 sitozinin birikmesine neden olan sitozin fazlalığı vardır. Bu 

sebeple çerçeve kayması tipinde bir mutasyondur ve çerçeve kayması mutajenlerin 

teşhisinde kullanılır. Birikmiş sitezinlerin yakınında birbirini takip eden -G-C- baz 

çiftlerinin oluşturduğu, bir ikinci sorumlu bölge' ye de sahiptir. Bu mutasyon tipine 

sahip olan TA97 suşu, TA1537 ile hemen hemen aynı genetik özelliğe sahiptir ve bu 

suştan geliştirilmiştir. Fakat ilave olarak pKM101 plazmidi içerdiği için, çerçeve 

kayması mutajenlerine karşı daha hassas hale gelmiştir (6,33,37,55,63,65,68,70) . 

. His D3052: His D+' geninde meydana gelen (-1) çerçeve kayması şeklinde bir 

mutasyondur ve nükleotid eksikliği His D-geni içinde 8 defa tekrarlanan 

-GCGCGCGCGC-

-CGCGCGCGCG- bölgesindedir. 
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Bu nedenle TA 98 daha çok çerçeve kayması tipi mutasyonlara sebep olan 

mutajenik/kanserojenik kimyasallarla his+ hale dönüştürülür (6,33,37,55,63,65,68,70). 

Rfa: Bu mutasyon bakterilerin yüzey tabakasındaki lipopolisakkarid duvarda 

kısmi hasara sebep olur ve normal hücre duvarından geçemeyen büyük moleküllere 

karşı geçirgenliği arttırır (6,33,37,55,63,65,68,70). 

uvrB: Bu mutasyon, DNA kesme onarma sistemi için kodlanan bir genin 

delesyonuna neden olur, sonuçta bir çok mutajenin teşhisinde duyarlılık son derece 

artmış olur. uvrB+ içinde normalde, chf (nitrat redüktaz enzimini kodlayan gendir) ve 

bio (biyotin sentezinden sorumlu bir enzimi kodlar) genleri de bulunur fakat L1uvrB 

geni' nin delesyonu sırasında istenıneden chf ve bio genleride çıkarılmış olur. Bu 

sebepten dolayı bakteri gelişmesi ıçın biyotine' de ihtiyaç duyar. 

(6,33,37,55,63,65,68, 70). 

R faktor (+) ~ pKMlOl ampisilin dirençlilik geni taşıyan, hücrede çok sayıda 

bulunan bir plazmid' · dir. Bu plazmidin hücrede bulunuşu, bu hücrelerde normalde 

bulunan, hata frekans~ yüksek olan error- prone DNA onarım mekanizmasını aktif hale 

getirir. Bu nedenle de kimyasalların etkisi ile veya spontan olarak mutasyonların 

artmasına neden olur (6,33,37,55,63,65,68,70) 

1.3. Mutasyon Oluşturan Faktörler (Mutajenler) 

Temel olarak nıutasyon oluşturabilen faktörler üç ayrı grupta; fiziksel, kimyasal 

ve biyolojik olmak üzere sınıflandırılabilir. 

Fiziksel etm~nler arasında ultra viyole (UV) ve X ışınları sayılabilir. DNA 

molekülleri 250-260rı.m olan UV ışınlarını spesifik olarak absorbe eder. Bu ışınlara 
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maruz kalan DNA moleküllerinde mutasyonlar oluşur. UV ışınlarından daha çok 

pirimidin (timin ve sitozin) qazları nın etkilendiği görülmüştür. X ışınlarının da UV' nin 

etkisine benzer bir etkiyle m~tasyona sebep olduğu bilinmektedir (74-79). 

Biyolojik mutajenlet olarak virüsler ve transposıbıl elementler bilinmektedir. 

Virüs genomu konak hücreterin DNA' sına girdiğinde kendi DNA' sından da bazı 

genleri konak DNA' ya *tarmakta veya ayrılırken beraberinde bir parçayı da 

götürmektedir. Bu da konak DNA' nın genetik yapısını değiştirdiğinden dolayı bir 

mutasyon olarak kabul edilebilir (39,74-80). Çok çeşitli organizmalarda çeşitli 

mutasyonlardan meydana gelmesinden transposıbıl elementlerin sorumlu oldukları 

hakkındaki şüpheler artmakt~dır. Bu elementler genarn içinde bir pozisyondan diğerine 

hareket ederler ve kromozoqı kopması gibi genetiksel değişikliklere yol açarlar. Bazen 

bu elementler DNA mol~külleri arasında rekombinasyona aracılık ederler. Bir 

transposıbıl element bir kromozoma girerken o kromozoma farklı bir parça 

ekleyebileceği gibi, oradan i bir parçayıda alıp başka kromozomlara ekleyebilir. Bu 

elementlerin önemi; rekombinasyon çalışmalarında özel bazı elementlerin 

transpozisyonunu uyararak . doğal mutasyon oranını arttırılabilir. Bir transposıbıl 

elementİn bir gen içine akt~rılmasıyla oluşturulmuş mutasyonlarda, bu elementler bir 

'landmark' (lokal işaret) olairak iş görürler. Bu genler ise 'etiketlenmiş genler' olarak 

adlandırılırlar. Bu işaretler; yardımı ile mutant genler kolayca tespit edilebilirler 
ı 

(74,79,84). 

Kimyasal mutajenler: Etki biçimlerine göre 5 alt grupta inçelenebilir.. 

1. Baz analoglan: Bu moleküllerin, molekül yapıları nükleik asitlerdeki pürin 

ve pirimidin baziarına çok benzerler. Bu sebeple bu maddelerin mutajenik etkileri DNA 
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replikasyonlarında oh;ışan kimyasal değişim olarak gözlenebilir. DNA replikasyonu 

sırasında, zincire eklenecek normal bazların yerine baz anologlarının eklenmesi, DNA 

yapısında bulunan hidrojen atomlarında pozisyon değişikliği sebebiyle çok sayıda yanlış 

eşleşmiş bazın oluşumu ile sonlanır. En çok bilinen baz anologlarından birisi bir tirnin 

anoloğu olan 5-Bromd-urasil (BU)' dir. DNA molekülünde tirnin gibi davranarak adenin 

bazlarının karşısına ba!ğlanır. Bu mutasyon tipine 'transisyon' denir. 

Bir diğeri ise adenin anoloğu olan 2-aminopurin olup, hemen hemen aynı 

mekanizmayla DNA' da mutasyon oluşturur .. Amino formda iken timinle eşleşir. 

Nadirende imino formda olur ve sitozinle eşleşerek A-T çiftlerinin olacağı yerda AP-C 

çiftleri oluşur. İkinci h ir replikasyonda ise G-C çiftleri, A-T çiftleri ile yer değiştirir. 

Baz anelogları bakteri kültürlerine ilave edildiğinde sentezlenen DNA' nın yapısına 

girerler ve ilk replikasyonda çift yönlü transisyona neden olurlar (38,39, 75, 77,80). 

2. DNA' da baz değiştiren maddeler: Bu moleküller dinlenme halindeki DNA' 

nın yapısına girerek bazlarını değiştirirler. En önemlileri Nitröz asiti (HN02)' dir. 

Doğrudan doğruya DNA bazlarında amino gruplarını çıkarırlar ( deamine eder) ve baz 

sırasını değiştirirler. . Örneğin; böyle bir etki adenini hipoksantine çevirebilir. 

Hipoksantin sitozinle ·özgül olarak bağlanır. İlk replikesyonda sitozin bazları guaninle 

eşleşeceğinden A-T çiftleri yerine G-C çiftleri gelecektir. Nitröz asiti adenin ve sitozin 

üzerine çift yönlü transisyon şeklindedir. Hidroksilamin ise sadece sitozin üzerine 

spesifıktir. Sitozini sadece adenin ile eşieşecek şekilde değiştirerek, A-C çiftlerinin 

oluşumuna neden olur Sonraki replikasyonda adenin, timinle bağ yapacağından G-C 

çiftleri yerine A-T çi~leri gelir (38,39,75,77,80). 
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3. DNA' dan baz ç~karan maddeler: En önemlileri alkilleyici maddelerdir. 

Kükürt, nitrojen mustard, etilenoksit ve daha az toksik olan etil-metan-sülfonat (EMS) 
ı 

bu gruba girer. Alkilleyici IJ:?.addeler spesifik olarak guaninin N7 pozisyonunu etkiler. 
' 

Bu etki sonucu DNA' daki deoksiriboz bağı gevşer ve 7-alkil guanin DNA' dan ayrılır. 

Sonuçta, DNA' da oluşan ~ürin boşluğuna 4 bazdan herhangi birisi gelebilir. Hem 

transisyon hemde transversiyon tipi mutasyon görülür (38,39,75,77,80). 

4. Akridin boyaları: Bu maddeler genellikle C-G ... A-T veya A-T. .. T-A 

şeklinde transversiyonlara ' yol açar. Akridin mutasyonları diğer transversiyon 
' 

mutasyonlarından farklı ola.ıiak daima gen fonksiyonlarının tümüyle kaybolmasına yol 

açar. Birden fazla baz çifti iÇeren DNA segmenti gen yapısından çıkar (delesyon) yada 

uzun DNA segmentleri gen yapısına girer (insersiyon). Akridin boyalarının mutasyona 

yol açtıkları noktalar DNA üzerinde gelişi güzel dağılmıştır ve bu noktalara 'hot spots' 

(sıcak noktalar) denir (38,39~ 75, 77,80). 

5. S.O.S. bağımlı ~utajenler: Bazı mutajen olan kimyasallar etkilerini S.O.S. 

onarım sistemini kullanarak gösterirler. Bu maddelere 'S.O.S. bağımlı mutajenler' 

denir. Bunlara 4-nitro kuinolin, benzo (a) piren, aflotoksin, UV ışığı örnek verilebilir. 

Mutajenler birden fazla bazı etkilediğinde yanlış eşleşen bazların miktarı artacağı için 

replikasyon engellenecektir~ Bunu engellemek için S.O.S yolunun uyarılması gerekir 

(83). Araştırıcılar, bitkileiden izole edilen bitki ekstraktlarının antimutajen olup 

olmadığını S.O.S yöntemi ile araştırmışlar, sonuç olarak S.O.s' i baskıladığı düşünülen 

kimyasal maddelerin, s.q.s aktivitesi sonucu meydana gelebilecek mutasyonları 

engellediği ve ya azaltılttığı, YE' nin (yucca ekstraktı) S.O.S de aktivite gösteren umu 

genini haskıtayarak mutasyonu azalttığı tespit edilmiştir (64). 
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1.4. Metabolik Aktivasyon 

Metabolizma, . yaşam için gerekli olan ve organizmada meydana gelen bütün 

kimyasal reaksiyonlar olarak tanımlanabilir (21). Organizmaya yabancı olan kimyasal 

maddelere 'ksenobiyorik' adı verilir. Bunların organizmadaki kimyasal değişimlerine de 

metabolizma denmektedir fakat 'Biyotransformasyon' bu anlamda daha uygun bir terim 

olarak kullanılmaktadır (21 ). 

Metabolizma' nın amacı, ilaçların daha az toksik hale dönüşmesi 

(detoksifıkasyon = zehirsizleştirme) ve organizmadan kısa sürede atılmasıdır. Bu da 

daha polar bileşiklerin oluşmasıyla yani biyotransformasyon ile mümkündür 

(16,18,40,45,84,85). Biyotransformasyon, ilaç etkisinin ortadan kalkması, toksisitenin 

azalması ve ilacın vücuttan daha kolay atılması olaylarını gerçekleştirir (84,85). Buna 
i 
! 

rağmen ilaç metabolizma reaksiyonları sadece zehirsizlenme değildir, çünkü bazı 

ilaçların biyolojik aktivitesi metabolitinde de görülmektedir ve bunlara 'aktif metabolit' 

denir. Bu bileşikler b~ı durumlarda değişik etkiye sahip bir yapıya çevrilebilmektedir. 

Kendileri inaktif olup biyotransformasyon sonucu etkili metabolite dönüştürülen 

ilaçlara 'Ön ilaç' (prodrug) denir ve prontosil, kloroguanid, klormezanon, kloramfenikol 

palmitat bunlara örnek olarak verilebilir (86,87). 
ı 

Bazı bileşiklerin oluşan metabolitleri toksik etki gösterebilir. Örneğin; 

organizmada dapson, N-hidroksidapson' u oluşturmakta ve bu metabolit 

methemoglobinemi' ye sebep olmaktadır. Çoğu aromatik aminler özellikle azoamino 

boyalar karsinojenik etkiye sahiptir. Bunlar arasında tereyağı sarısı olarak bilinen p-

dimetilaminoazobenzen boya maddesi, fareterin diyetine katıldığında karaciğer 
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tümörlerinin oluştuğu ve onkojenik etkiden N-hidroksi metabolitinin sorumlu olduğu 

bildirilmektedir (86). 

İnsanlar, endüstriye~ ve çevresel ksenobiyotiklerin sürekli olarak etkisinde 

kalmaktadır. Örneğin çevremizdeki sularda bulunan polisiklik aromatik hİdrokarbonlar 

(P AH), dioksinler, alkilitİn bil eşikleri, kimya endüstrilerinin her geçen gün artan 

ürünlerinden deterjanlar, pestisitler, insektisitler, kozmatik ürünleri, tekstil boyaları, 

nitrözamin ve aflatoksin gibi bileşikler, besinlerle alınan boyalar, antioksidanlar, 

insektisit ve fungisit artıkları, sigara dumanı, tütsülenmiş gıdalar, yakma işlemiyle 

' 

oluşan polisiklik hidrokarb0nlar, (benzo[a]piren, 7, 12-dimetil[a]antrasen), hava kirliliği 
' 

ile alınan bileşikler, farmakolojik ürünler olan ilaçlar vücudumuza yabancıdırlar 

(ksenobiyotik) ve reaksiyo,nlar zinciriyle metabolite edilmeye (zehirsizleştirilmeye) 

çalışılırlar (4, 16, I 8,40,45,4~,68,86,87). 

İlaçların metabolizması, en fazla çeşit ve miktarlarda enzim içermesi nedeniyle, 

esas olarak karaciğer hücreleri içerisinde olur. Ayrıca akciğer, böbrek, gastrointestinal 
ı 

mukoza, barsak lümenindeki mikroflora ve daha az ölçüde olmak üzere hemen hemen 

bütün dokular içerdikleri enzimlerle ilaç metabolizmasına katkıda bulunurlar. Az sayıda 

ilaç (atraküryum, penisilin G ve bir ön ilaç olan dipiron gibi) non-enzimatik yıkılınaya 

uğrarlar. Oksidasyon olaylarının çoğu karaciğer hücresinin mikrozornal enzimleri 

tarafından yapılır (86-88). 

Enzimatik olay türleri 'birinci faz reaksiyonlar' ve 'ikinci faz reaksiyonlar' diye 

iki ana gruba ayrılırlar. Bitinci fazda, ilaç molekülünde oksitlenme, indirgenme veya 

hidroliz (kopma) sonucupolar bir grup oluşur. İkinci fazda, değişmeden kalan ilaç yada 

birinci fazda oluşan met~bolitler konjigasyon denilen özel sentez reaksiyonları 
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sayesinde endojen bir madde ile (glukuronik asit, sülfat veya metil grubu gibi) 

birleştirilerek, suda f~la çözünen konjugat metabolitlerine dönüştürülürler (87). Bazı 

ilaçların oksidasyonları, mikrozornal olmayan oksidazlar tarafından yapılır. Bunlar 

arasında monoamin oksidaz (MAO), diamin oksidaz (histaminaz), ksantin oksidaz vb. 

enzimler bulunur. Bunlardan en yaygın bulunanı MAO' dur (86,87). 

1.4.1. Mikrozornal en~imler 

Karaciğerde endoplazmik retikulumda, ilaç metabolize edici 'mikrozomal enzim 

sistemi' vardır. Bunlar hücrede endoplazmik retikulumun düz kısmında bulunur. İn vitro 

enzim incelemeleri için hücre homojenize edilirken ER membranı 'mikrozom' denilen 

kürecikler halinedönüşür. Mikrozornal enzim sistemine, sitokrom P450' ye bağımlı 
: 

'karma fonksiyonlu ;oksidazlar' (monooksidazlar) da denir. Bu enzim sistemi 

peroksidazların tersine 0 2 molekülünün yanlız ı atomunun substrat içine eklenmesini 

sağlar, öteki atom ~uya indirgenir. Bu olayın kimyasal reaksiyonu şu şekilde 

gösterilebilir ( 45,86-89). 

R-H + NADPH +W+ 0 2 ---lliJiı•R- OH+ NADP+ + H20 

Karma fonksiyonlu oksidaz enzim sistemi içinde bulunan en önemli enzim, ı 

oksijen atomunu RH substratına ileten, bir hem protein olan sitokrom P-450 

' 

enzimleridir. Mikrozornal enzim sisteminin diğer önemli bir komplementeri, bir flavo 

protein olan NADPH-sitokrom P-450 redüktaz ve NADPH' den sitokrom P-450 ye 

elekron taşıyan bir lip~d' dir (sitokrom-b5). 

Oksidasyon r~aksiyonlarında sitokrom P-450' nin rolü şöyledir: İlk aşamada 

sitokrom P-450 (Fe+3) ile substrat (R-H) arasında bir kompleks oluşur. Bunu, NADPH 
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H+ dan bir elektron kopmasıyla Fe+3' ün Fe+2
' ye dönüşmesi izlemektedir. Bir kademe 

i 

sonra sisteme Oı molekülü karışır. P-450 Fe +ı 0 2 haline dönüşür. Bir kademe sonra bir 

elektron daha girer. Bu elektronun nereden geldiği tam olarak bilinmemektedir. Substrat 

hidroksile edilerek ayrılır, sistemden bir molekül su çıkar, P-450 (Fe+3) halinde yeni bir 

reaksiyonda kullanılmak üzere değişmeden ayrılır (86-89). 

Substrat ilaçlar enzi~in 'hem' kısmının Fe+++ iyonuna bağlanırlar. Mikrosornal 

sitokrom P450 enzimleri tarafından yapılan ilaç metabolizması olayları şunlardır (87): 

a) Aromatik halkanın hidroksillenmesi 

b) Alifatik hidroksilasyon 

c) Diğer hidroksilasyon olayları 

d) N-dealkilasyon, 0-dealkil;asyon, S-dealkilasyon 

e) Desülfürasyon (kükürtsüzlenme) 

' 

t) ( -Metilli arninierin oksidatif deaminasyonu 

g) S-oksidasyon (sülfoksid qluşumu) 

h) N-oksidasyon ve N- hidrqksilasyon 

Sitokrom P-450 karaciğerin'endoplazmik retikulum (ER) membranlarında (mikrozomal 

fraksiyon) en yüksek mildarlarda bulunur. Bu membranda bulunan toplam protein 

içeriğinin %20'si kadardır. Sitokrom P-450 molekülünün, çeşitli ilaçlar ve diğer 

ksenobiyotiklere etkili olabilen, geniş substrat özgünlüğüne sahip en az 6 türü vardır. 

Bu türlerden biri olan sitoıd-om P-448, Polisiklik Aromatik Hİdrokarbonların (P AH) ve 

benzer moleküllerin metaqolizması için özgüldür. Bu sebeple bu enzim Aromatik 

Hidrokarbon Hidroksilazlar! (AHH) olarak adlandınlırlar (16,22,40,45,86-90). 
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Şekil 1.2. Sitokrom P450 tarafından substratın hidroksilasyonu (Kaynak 85' den). 
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1.5. İmidazol ve Fenantro imidozol' ün Yapı ve Aktiviteleri 

1.5.1. İmidazol'ün Sentezi ~e biyolojik aktiviteleri 

İmidazol'ün sentezi: İmidazol e.n. 90 °C, k.n. 256 °C olan bir bileşiktir. Glioksal, 

formaldehid ve amonyaktan elde edilir (Şekil 1. 2). Bu reaksiyonlarda glioksal yerine 

disübstitüe türevlerinin, fo~maldehit y~rine de başka bir aldehid'in kullanılması ile 

çeşitli imidazol türevleri elde edilir (22,91). Bunlar nispeten suda çözünmezler, fakat 

DMSO, kloroform, polietiJen, glikol ve polietiloksilat, kastor yağı gibi organik 

çözücülerde çözünüder (22,92). 

3 2 

N-----cH 

ı 

N H 

cH----.--- CH 

4 5 

Şekil1.3. İmidazolün genel formülü 

Biyolojik aktiviteleri: İmidazol, birçok kompleks organik bileşiğin yapısında 

olduğu gibi basit bir heterosiklik moleküldür. Bu madde, suda kolay çözülür ve ağız 

yoluyla alındığında, gastro~ntestinal yoldan 'hidantoin' ve daha sonrada 'hidantoikasit' 

oluşur. Hidantoin, hidantoikasit ve değişmeden kalan imidazol, üre ile birlikte dışarı 

atılır. Bakteriyal metabol~zma sonucunda imidazol'den N-asetil imidazol oluşur. 

İmidazol' ün pKa değeri 7 civarındadır. Bu özellik, imidazole fizyolojik PH 
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seviyelerinde hem proton alıcısı hem de vericisi olma niteliği kazandırmaktadır. 

İmidazol düşük akut taksisiteye sahiptir ve fare de oral LD50 değeri ı .88 g/kg olduğu 

rapor edilmiştir (ı4). 

İmidazol yapısına; vitaminlerde, hormonlarda ve nükleikasit yapısına gıren 

bazlarda doğal olarak! rastlandığı gibi çoğu bitkilerde alkoloid yapısına girerek bitkiyi 

olumsuz koşullara karşı korumayı da sağlamaktadır (22,9ı,92). Önemli bir imidazol 

türevi, hayat için gerekli bir aminoasit olan histiclin ( 4-imidazolilalanin)' dir. Bunun 

dekarboksilasyonu ile vücuttaki çeşitli dokularda ve organlarda bulunan 'histamin' 

oluşur (ı4). Çeşitli hayvan ve bitki türleri histarnin (4-imidazoliletilamin) sentezierne 

yeteneğindedir. Histamin'in çeşitli fizyolojik olaylar ile allerji gibi patolojik olaylarda 

rol oynadığı gösterilmiştir. Sindirim yoluyla alınınayıp da vücuda enjekte edildiğinde 

çok zehirlidir. Bundan dolayı vücutta proteinlerle beraber kombine halde bulunması 

gerekir (91-94). 

İmidazoller geniş spektrumlu fungistatik ilaçlardır. Antihelmantik olarak da 

uzun yıllar kullanılmıiştır. Cilt ve mukozaların mantar enfeksiyonlarında diğer ilaçlara 

göre üstünlük gösterirler. İmidazol türevi antifungal ilaçlar, mantar hücrelerinin 
! 

siteplazma membranindaki ana sterol bileşi ği olan ergasterol' ün sentezini, ı 4-
ı 

metillanosterol' ün desmetildihidrol-anosterol' a dönüşümü katalize eden 14 a.-dimetilaz 
ı 

enzimi mikrozornal P450 stokromuna bağımlıdır. İmidazol türevi ilaçlar P450 

stokromunu özgül olarak inhibe eder. Mantarların P-450 sitokromu bu tür ilaçlara, 
ı 

memeiiierin bu enzimlerine oranla en az ı 000 kez daha duyarlıdır (22,87). 

İmidazol' ün biyolojik aktivitesi ile ilgili yapılmış çalışmalardan bazıları 

şunlardır. Vikse ve arkadaşları (57), pişirilmiş et ve balıklarda bulunan heterosiklik 
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aminlerden olan 2-amino-3-metilimidazo[4,5-f] quinolin (IQ) bileşiğinin mutajenik 

aktivitesini Ames testi ile araştırmışlar ve çeşitli pozisyonlannda pridin N atomu içeren 

IQ bileşiklerinin tüm pozisyonlarının Salmonella üzerine yüksek mutajen etki 

gösterdiğini bulmuşlardır. Bu maddelerin DNA' ya bağlanmaları, sitokrom P450 

enzimlerinin hidroksillemesi: sonucunda gerçekleşmektedir. 
' 

Benzer bir çalışma;da, pişirilmiş besinlerden izole edilebilen 2-amino-6-

metildiprido[1,2-a:3,2-d] imidazol (Glu-P-1), 2-amino-3-dimetilimidazo[4,5-f] quinolin 

(IQ), 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-f] quinolin (MeiQ) ve daha birçok 

heterosildik arninierin mutajenik aktiviteleri, bakteriler ve transgenik kemirgenlerde in 

ı 

vivo mutajenik testler karşılaştırılarak araştırılmış ve sonuçta, saydığımız bileşiklerin 

bakteriyal test sistemlerinde' daha mutajenik sonuçlar verdikleri Josephy ve arkadaşları 

(18) tarafından bulunmuştur. Bu bileşiklere çeşitli şekillerde maruz kalındığında, bir 

dizi biyokimyasal mekanizma sonucu mutajen ve kanserojen etki oluşturduğu ve S.O.S. 

sistemin umu genleri'ni uyararak DNA hasariarına yol açtıkları görülmüştür. 

Forster ve arkadaşl~ı tarafından (14), imidazol ve onun metabolitleri olan 

hidantoin, hidantoik asit ve bakteri metabolizması sonucu oluşan bir metabolit ürün olan 

N-asetil-imidazol, hücre kültüründeki UDS yönteminde, transformasyon yönteminde ve 

Ames yönteminde test edilmiş ve sonuç olarak imidazol ve onun metabolit ürünlerinin 

' 

her üç testte de negatif sonuylar verdiği.rapor edilmiştir. 

Bir başka çalışmada. ise oksidatif tip (renk açıcı) saç boyaları ve pestisitlerin 

formüllerinde bulunan ve fungusit yapımında kullanılan, fenilendiamin' . in çeşitli 

bileşiklerle reaksiyonu sonucu oluşan, metil [1-[(butilamino) karbonil]-1H-

benzimidazol-2-yl]karbamet ve metil 2-benzimidazol karbarnet bileşikleri Salmone/la' 
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nın çeşitli suşları ile , ve bitkisel metabolik aletivasyon solusyonu (Nikotinia tobako 

bitkisinden hazırlanm~ş) varlığında test edilmiştir .. Sonuç olarak bu bileşikleri içeren 

saç boyaları, pestisit ve fungisitlerin hammaddelerinin bakterilerde yüksek mutajenik 

etkiye sahip oldukları görülmüştür (68). 

Debnath ve arkadaşları, 30 adet imidazol türevi nitro bileşiklerinin ve içerdikleri 

nitro gruplarının metabolik aktİvasyon sonucunda DNA' ya bağlanma affinitelerinin 

arttığını ve mutasyona
1 

sebep olduklarını bulmuşlar (73). 

Bir methimidazol türevi Salmone !la' nın iki suşu (TA 98 ve 1 00) kullanılarak bir 

deniz midyesi olan Mytilus galloprovincialis' den hazırlanan S9 fraksiyonu varlığında 

Britvic ve arkadaşları (47) tarafından test edilmiş. Sonuç olarak methimidazol türevinin 

TA 98 suşunda yüksek mutajenik aktiviteye sahip olduğu bulunmuştur. 

Başka bir çalışmada' da aneorobik bakteri ve protozoalar üzerinde etkili olduğu 

bilinen 5-nitro imidazol türevi ilaç olan metronidazol (MNZ) ve tinidazol (TNZ), 

Salmonella' nın TA ve YG suşları ile test edilmiş ve MNZ ve TNZ' nin benzer yüksek 

mutajenik aktiviteye sahip olduğu bulunmuştur (66). 

Ayrıca bazı imidazol türevleri (IQ, MeiQ, PhiP ve aflatoksin Bl(AFBI) gibi) 

pozitifmutajen olarak.kullanılarak, bazı moleküllerin antimutajenik etkisi Ames testi ile 

araştırılmıştır. Çeşitli !imidazol' ler ile uyarılan mutajenik aktiviteyi besin koruyucusu 

olarak kullanılan arakidonik asitİn inhibe ettiği bulunmuştur (67). Aynı konuda yapılmış 

bir diğer çalışmada ito ve Şirai (96), Heterosiklik imidazol bileşikleri ile uyarılmış 

mutajeniteye karşı 1-o-hexyl-2,3,5-trimetilhidroquinon (HTHQ) ve diğer bilinen ve yeni 

bulunmuş Iıpofılik antioksidantların antimutajenik etkisini Am~s testi ile araştırmışlar. 

Yen ve C hen (97)' de aynı yöntemle çeşitli çay ekstradarının ve yapraklarının içerdikleri 
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katekin, kafein, folik asitl~ bileşikler, askorbik asit, (karoten ve tokoferoller' in 

antimutajenik aktivitesini araştırmıştır. Bunun için, yine heterosiklik imidazol bileşikleri 

ile bakteriyal mutajenite uyahlmıştır. 

1.5.2. Fenantro imidazol' l~rin genel özellikleri 

Fenantroimidazol bileşikleri, Işıkdağ ve Özdemir (95) tarafından fenantrakinon 

bileşiğinden sentezlenmiştir: Bu bileşiklerin fizikokimyasal parametreleri ile spektral 

analizleri de ayrıca yapılmıstır. 

R 

Şekil1.4. 2- Sübstitüe fenantro imidazol' ün genel formülü (Kaynak-95 den). 

Mutajenitesi test edilen beş ayrı fenantro imidazol türevi, Anadolu Üniversitesi 

Bezacılık Fakültesi Farmasötik Kimya anabilim Dalı' nda Prf. Dr. İlhan Işıkdağ' dan 

sağlanmıştır. Kimyasallan çözmek için dimetil sülfoksid (DMSO) kullanılmış ve 

lOı.ıg/plak, lOOı.ıg/plak, 500ı.ıg!plak, lOOOı.ıg/plak, 2500ı.ıg/ plak olmak üzere beş ayrı 

dozdaki çözeltileri hazırlanrp.ıştır.. 
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Tablo 1.2. Mutajenitesi araştırılan kimyasal test maddelerinin isimlendirilmeleri ve 

kimyasal formülleri 

1. Madde (2-Metil fenantroimidazol) 

2. Madde (fenantroimidazol) 

H 

3. Madde (2-(.t-Metoksi fenil) fenantroimidazol) 
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4. Madde (2-(3-Kloro fenil) fenantroimidazol) 

5. Madde (2-(4-Kloro fenil) fenantroimidazol) 

Cl 



2. MATERYAL VE METOD 

2.1-Materyal 

2. 1.1. Kimyasal maddeler 

33 

4-Nitro-o-fenilendiamin (Aldrich), S9 tabietleri (Boehringer Mannhem), sitrikasit 

monohidrat, K2HP04, Sodyumhidroksit (Codex Carloerba), Bacto agar (Difco ), 

MgS04.7H20, Na.HHNH4 (P04.4H20), L-Histidin.HCI (F.W.l91.7), Sodyum azid, 2-

Aminoflurene, KCl, NaCl :(Merck), Nutrient Broth No: 2 (Oxoid), D-Biyotin (F.W.247.3), 

Ampisilin trihidrad, 3-Metilkolantren, (Sigma)' dan temin edilmiştir. 

2.1.2 Salmonella typhimurium test suşları 

Deneyde, PrfDr. Ames ve arkadaşları tarafından, Salmonella typhimurium LT2 

atasal suşundan in vitro mutasyonlarla geliştirilmiş T A97 ve TA98 suşları kullanılmıştır. 

Bu suşlar Dr. Bruce N. Ames (Kalifomiya Üniversitesi Berkeley,CA.,USA)' den 

sağlanmıştır. Bu iki suş, Ames ve arkadaşları tarafından, Ames testi için gerekli olan 

oıjinal mutasyonlara ilave olarak kazandırılan bazı özellikler ile çerçeve kayması 

mutajenlerine karşı daha ~assas hale getirilmiştir. 

2.1.3. Test maddeleri (dozları ve hazırlanışı) 

Bu çalışmada 5' ayrı 2-substitüe IH-fenantro (9, 1 0-d) imidazol bileşiğinin 

mutajenik etkileri Ames 1 Salmonella 1 Mikrozom test yöntemiyle araştırılmıştır. Test 

maddeleri fenantroimidazol' ün beş ayrı türevidir ve Prof. Dr. İlhan Işıkdağ (Anadolu 

Üniversitesi Bezacılık Fakültesi Farmasötik Kimya Anabilim Dalı öğretim üyesi) 

tarafından senteztenmiştir İsimleri sırasıyla, 2-metil fenantroimidazol, fenantroimidazol, 2-
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(4-metoksi fenil) fenantro imidazol, 2-(3-kloro fenil) fenantroimidazol ve 2-(4-kloro fenil) 

fenantroimidazoldür. Bu maddeler dimetil sülfoksit (DMSO) içinde çözülmüşler ve oda 

sıcaklığında saklanmışlardır. Uygulanacak dozlan belirlemek için maddelerin 1 Oı.ı.g!plak, 

1 OOı.ı.g/plak, 500ı.ı.g/plak, lOOOı.ı.g/plak, 2500ı.ı.g/plak ve SOOOı.ı.g/plak konsantrasyonları 

hazırlanıp bakteriler üzerinde denenmiş ve 2500 ı.ı.g/1 OOı.tl konsantrasyonunun üzerindeki 

konsantrasyonların toksik etki yaptığı görülmüştür. 

1.2.4. Deneyde kullanılan ortamların içerikleri ve hazırlanmaları 

(50X) Vogel Bonner Medium 

Kullanım: MGA ve HBA (master) plakları 

MgS04.7H20 ........................ lOg 

Sitnkasit monohidrat ............... ı OOg 

K2HP04 ............................ 500g 

NaHNH4(P04.4H20) ............ 175g 

Distile su ( 45C) .................. 670ml 

Maddeler yukarıda yazıldıkları sıra ile suyun içine eklenir, daha sonra hacim llt' ye 

tamamlanır. Ilitrelik 2 kaba bölünerek 121 °C de 20 dakika süreyle otoklav edilir. 

(0.5mM) Histidin /Biyotin solüsyonu 

Kullanım: Mutajenite deneyi (lOOml top agara lOml olarak) 

D-Biyotin (F.W.247.3) .......... 30.9mg 

L-Histidin.HCl (F.W.191.7) ... 24.0mg 

Distile su ........................... 250ml 
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Biyotin suyun kaynama noktasına kadar ısıtılarak çözülür, daha sonra histiclin ilave edilip 

otoklav edilir ve +4 °C' de saklanır. 

(%0.8/0.02NaOH) Ampisilin solüsyonu 

Kullanım :Ampisiline direnç kontrolü ve HBA plakları hazırlanması 

Ampisilin trihidrat ................... 0.8g 

O. 02M sodyum Hidroksit. ...... 1 OOml 

Ampisilin trihidrat, 0.02 M NaOH içinde çözülür ve sterilizasyon ıçın 0.22mı.ı çaplı 

fıltreden geçirilir ve +4 °C' de saklanır. 

(% 0.1) Kristal viyole 

Kullanım:rfa mutasyonu'nu denemede 

Kristal vi yol e ................ : .. O.lg 

Distile su ..................... OOml 

Boya ve su karıştırılır ve solusyon ışık geçirmeyen bir kaba konup+4°C de saklanır. 

(%0.13) Biotin çözeltisi 

Kullanım: Genotip kontrolU ve HBA plakları hazırlanması 

D-Biotin ....................... 0.65mg 

Distile su ........................ 50ml 

Biyotin suyun kaynama noktasına kadar ısıtılarak çözülür ve otoklav edilir. 



(%0.5) Histidin çözeltisi 

Kullanım: Genotip kontrolü ve HBA plakları hazırlanması 

L-Histidin. HCl (F.W.191.7) ............... 2g 

Distile su ................................. 400ml 

(%40) Glikoz çözeltisi 

Kullanımı: MGA ve HBA plakları hazırlanması 

Glikoz ................................... .40g 

Di st ile su ............................. 1 OOml 

Glikoz distile su içinde çözülerek otoklav aditir ve 0-4 °C de saklanır. 

(O.lJ.Lg/J.Ll) Sodyum Azid çözeltisi 

Kullanım:pozitif kontrol 

1. Omglpetri başına olmak üzere di stil e suda çözülerek kullanılır. T A97 suşu için 

S9 karışımı gerektirmeyen kimyasaldır. 0-4 °C de saklanır. 

(2J.Lg/J.Ll) 2-Aminofluorene (2AF) 

Kullanım:pozitif kontrol 
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l.Omglpetri başına olmak üzere dimetilsüloksit' de (DMSO) çözülerek kullanılır. S9 

karışımı gerektirmeyen kimyasaldır. 0-4 °C de saklanır. 
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(2J.Lg/J.Ll) 4-Nitro-o-Fenilendiamin (NPD) 

200J.Lg/petri olmak üzere DMSO da çözülerek kullanılır. TA 98 suşu için S9 karışımı 

gerektirmeyen kimyasal dır. Oda ısısında saklanır. 

(%6.4) 3-Metilkolantren 

Kullanım: metabolik aktivasyonun hızlandırılması 

3-metilkolontren .................. 64mg 

Mısır yağı ........................... 1 ml 

(80mg!kg olmak üzere) mısır yağında çözülerek 0.5ml itraperitonal olarak enjekte edilir. 

(0.15M) KCl çözeltisi 

Kullanım: mikrozom İzolasyonu 

KCl. .............................. 11.275g 

Distile su ......................... lOOOml 

KCl, bir miktar distile suda çözülür ve toplam hacim lOOOml' ye tamamlanarak otoklav 

edilir ve +4 °C' de saklanır. 

Top agar 

Kullanım: Mutasyon deneyi 

Agar ................................ 6g 

NaCl ............................... 5g 

Distile su .................... lOOOml 

Agar-su ve tuz manyetik karıştıcıda ısıtılarak ve karıştrılarak çözülüp otoklav edilir. 
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Histidin/ Biyotin plakları (BB Agar) 

Kullanım: Histidin gereksinim deneyi 

Agar. .......................... , ........ 15g 

%40 glikoz ........................... 50ml 

histidin.HCLH20 .................... lOml 

(2g/400ml.H20) 

0.5mM Biyotin ....................... 6ml 

Distile su ............................ 914ml 

Agar ve su karıştırıldıktan sonra otoklav edilir. 45°Cye soğutulup %40 glikoz, 50 xVB 

tuzları ve histidin çözeltisi eklenir, solusyon biraz daha soğuduktan sonra biyotin eklenir, 

karıştırıp petri kutularına 30ml olarak dağıtılır. 

Histidin/ Biyotin/ Ampisilin plakları (HBA Agar) 

Kullanım: Ampisiline dirençlilik testi ve 'Master Plate' hazırlanmasında 

Agar ..................................... 15g 

Distile su ............................ 910ml 

50 xVB tuzları ......................... 20ml 

%40 glikoz ........................... 50ml 

histidin.HCl.H20 .................... lOml 

(2g/400ml.H20) 

0.5mM Biyotin ........................ 6ml 

(%0.8/0.02NaOH) Ampisilin .... 3.15ml 



39 

Agar ve su. otoklavlanır, 45°Cye soğutulup %40 glikoz, 50x VB tuzları ve histiclin bu sıcak 

solusyona eklenip karıştırılır ve biraz daha soğuyunca biyotin ve ampisilin eklenip plaklar 

petrilere ve 30 ml olarak aktanlır.Bu plaklarda bakteriler +4°C de 2 ay saklanabilir. 

Minimal Glikoz Agar Plakları 

Agar. ......................... : ........ 15g 

Distile su .......................... 930ml 

50xVB .............................. 20ml 

%40 glikoz ......................... 50ml 

Agar ve su 2 lt'lik kapta kanştırlıp çözülür ve otoklavlanır, 45°C ye soğutulup %40 glikoz 

ve 50 xVB tuzları eklenip petri kutularına 30ml olarak aktarılır. 

N utrient Agar Plakları 

Kullanım: Gecelik kültürün ml'sındeki bakteri sayısını bulma ve genotip kontrolü 

a)kristal viyole b) UV ye duyarlılığı 

Oxoid nutrient broth no 2 ............ 25g 

Agar. ................................... 15g 

Distile su ........................... 930ml 

Agar, broth ve su 2 lt'lik kapta kanştırlıp otoklavlanır ve petri kutularına 30ml olarak 

aktantır. 

Nutrient Broth sıvı kültür ortamı 

Kullanım:Bakterilerin Gecelik kültürde büyütülmeleri 
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Oxsoid nutrient broth no: 2 ................... Sg 

Di stil e su .................................... 200ml 

Broth ve su karıştırlıp otoklavlanır ve +4 °C' de saklanır. 

S9 kanşımı 

Ticari olarak alınmış S9 tabietleri (1 tablet için) 14ml distile su da çözülür ve 3ml rat 

mikrezomu ilave edilip toplam hacim 20ml'ye tamamlanır, buz içinde (0-2°C) kullanıma 

kadar muhafaza edilir (kullanılacagı zaman hazırlanıp hemen tüketilir). 

2.2. Metod 

Bu çalışmada, USA' dan elde ettiğimiz test bakterilerinin stok kültürlerinin 

hazırlanması, bakterilerin genetik özelliklerinin kontrol edilmesi, Mikrozornal fraksiyonun 

hazırlanması ve Ames 1 Salmonella 1 Mikrozam testi Maron ve Ames (6)'in yöntemine 

uygun olarak plak inkarporasyon metodu ile yapılmuştır. Deneyler S9'lu ve S9'suz olarak 

2 grup halinde çalışılmıştır. Her doz paralel 3 plak halinde denenmiş ve farklı zamanlarda 

iki bağımsız deney yapılmıştır. Ayrıca pozitif kontrol, solvent kontrol ve spontan kontrol' 

ler deneye paralel olarak denenmiştir. 

2.2.1. Salmonella suşlarının kültürlerinin ve master plaklarının hazırlanması 

Kağıt diskiere emdirilmiş olarak gelen bakteri kültürlerinin Histiclin Biyotin 

Amphisilin (HBA) plaklarına paralel ekimleri yapılıp 37°C de 48 saat inkübasyona 

alınmıştır. Sürenin sonunda iyi izole olmuş bir koloni seçilip, 2ml Nutrient Broth (NB) 

ortamı içinde süspanse edilerek bir gece (12-16 saat) 37°C de inkübe edilmiştir. 



41 

İnkübasyondan sonra platin öze ile bir öze dolusu sıvı kültür alınıp HBA agar üzerine çizgi 

ekim yapılarak plaklar 37°C de 48 saaat inkübe edilmiştir. Bu plaklar +4°C de iki ay süre 

ile saklanmış ve pasajlar yapılmıştır. 

2.2.2. Salmonella suşlarının stoklanması ve stok kultürlerin açılması 

Test suşlarının uzun süre canlılığını ve mutant özelliklerini koruyabilmeleri için 

stoktanmaları gerekmektedir. Bunun için HBA agarda üremiş olan Salmonella suşlarından 

iyi izole olmuş, normal büyüklükteki bir koloni öze ile alınıp 2ml NB içeren tüplerde 

süspanse edilerek 37°C de, bir gece inkübe edilmiştir. Bu sürenin sonunda steril ependorf 

tüp içine lml sıvı bakteri kültürü ve 0.09ml DMSO ilave edilmiş ve -20°C de donması 

sağlandıktan sonra -80°C de saklanmıştır. Kültürün açılması gerektiğinde, stok bakteri 

kültürü oda sıcaklığında eritilip bir öze dolusu alarak Histiclin biyotin (HB) agar plaklarına 

paralel ekim yapılmıştır. 37°C de 48 saat inkübe edildikten sonra, HB plaklarında üreyen 

bakterilerden iyi izole olmuş bir koloni steril transfer iğnesi ile 0.3ml IX Fosfat Buffer 

Salin (PBS) içinde, süspanse edilmiştir. Bu bakteri süspansyonu içine steril eküvyon 

(pamuklu öze) daldırılıp, fazlası tüp kenarında sıkıldıktan sonra HBA plaklarına 4-5 çizgi 

halinde paralel ekim yapılarak 3 7°C de 48 saat inkübasyona bırakıl mıştır. İnkübasyon 

sonunda master plaklar · +4°C de iki ay süreyle saklanmıştır yada gerektiğinde bu 

plaklardan master plaklar yenilenerek deney sırasında gecelik kültür hazırlanmıştır. 

2.2.3. Salmonella suşlarının kontrol testlerinin yapılması 

2.2.3.1. Bakterilerin genotiplerinin kontrol edilmesi 
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Testin güvenirliği açısından test suşlarının orjinal mutasyonlara sahip olup 

olmadığını bilmek gerekir. Bu nedenle bakterilerin genetik özellikleri bazı testlerle kontrol 

edilmiştir. 

Histirlin gereksinimi kontrolü: 

Bakterilerin minimal glikoz agar (MGA) üzerine ekilmeleri sonucu his· bakteriler 

his+ lerden ayırd edilir. Bu amaçla NB' da, bir gece üretilen bakterilerden MGA ve HB 

plaklarına çizgi ekim yapılmıştır. 3 7°C de 48-72 saat inkübasyondan sonra HB plaklarında 

üreme gözlenirken MGA plaklarında üreme gözlenmemiştir. Böylece kullanacağımız 

bakterilerin His· mutasyonu'nu taşıdığı anlaşılmıştır. 

uvrB mutasyonu kontrolü: 

Bu mutasyon ile bakteriler, Ultra viyole (UV) ışınlarının neden olduğu replikasyon 

hatalarının düzeltilmesi için gerekli olan 'DNA onarım mekanizması' engellenmiştir ve bu 

mutasyonun varlığı UV ışınlarına duyarlılık testi ile tespit edilmiştir. Bu test için, NB' da 

bir gece büyütülen bakteri kültüründen 1 öze dolusu alınıp Nutrient Agar (NA) plağının 

tamamına paralel ekim yapılmıştır. Plağın yarısı (çizgileri kesecek şekilde) plastik bir 

plaka ile kapatılıp 15 watt gücünde bir UV lambası ile 33 cm yüksekten 8sn. süre ile 

ışınlanmıştır. Işınlamadan. sonra petri kapakları kapatılıp 3 7°C de 24 saat inkübe edilmiştir. 

Kullanılan UV ışığı dozu, uvrB mutasyonu taşıyan bakterileri öldürecek dozdadır. Çünkü 

DNA kesme tamir etme mekanizmesı engellenmiştir. Bundan dolayı UV'ye maruz kalan 

kısımda üreme olmazken, plastik kapakla kapatılan kısımda normal bir üreme gözlenmiştir. 

Bu da bize kullanılacak bakterilerin uvrB mutasyonunu taşıdığını göstermiştir. 
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Rfa mutasyonu kontrolü: 

Bu mutasyon bakteri hücre zarının lipopolisakkarit yapısında oluşturulmuştur ve 

hücre zarının geçirgenliği arttırılmıştır. Varlığı kristal viyoleye duyarlılık testi ile tespit 

edilmiştir. Bu test için bakteri kültürü NB' da bir gece büyütüten O.lml sıvı kültür , 45°C 

su banyosunda ısıtılmış 2ml top agar üzerine ilave edilip daha sonra Nutrient agar (NA) 

plaklarına dökülerek plaklara 8 işareti yaptırılını ştır. ı O dk. donması beklendikten sonra 

plağın ortasına 0.5cm çaplı steril filtre kağıdı diski yerleştirilitip diskin ortasına %O.ı' lik 

kristal viyole karışımından ı O ı-tl damlatılmıştır. Kağıdın boyayı emınesi beklenilmiş, sonra 

plaklar 37°C'de 24 saat inkube edilmiştir. İnkübasyon sonunda disk çevresinde 9cm'lik 

üreme olmayan zon gözlenmiştir. Bu zonda, boya maddesi bakterilerin içine kolayca girip 

etkilediği için bakterilerin üremesini engellediği için bakterilerin Rja mutasyonunu 

taşıdıkları anlaşılmıştır. 

R faktör varlığı kontrolü: 

Test bakterilerinin içerdiği, R faktör taşıyan pKMlOl plazmidlerinin kaybolup 

kaybolmadıkları, ampisiline dirençliliğinin ölçülmesi ile tespit edilmiştir. Bu amaçla, 

büyütülen NB içinde bakteri kültürü, (%0.8amphisilin 1 0.02M NaOH) ampisilin içeren 

HBA plaklarına çizgi ekim yapılarak,. 37°C de 24 saat inkübasyonu sonunda, plazmid 

içeren mutant bakterilerin ampisilinli ortamda büyüdükleri gözlenmiştir. Yani bakteriler R 

faktör plazmidini içermektedirler. 

Spontan olarak geriye dönüş sıklığının kontrolü: 

Mutant bakteri suşlarının kendiliğinden (spontan) his· durumundan his+ durumuna 

dönüşmesi, belirli sınırlar. içinde mümkündür. Bu sınırlar T A98 için 30-50 revertant 1 plak; 

T A97 için 90-180 revertant 1 plaktır. Bu test için, 3 7°C de, NB' da büyütülen bir gecelik 
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kültürden O.lml alınıp, 45°C deki su banyosunda ısıtılan 2ml top agar üzerine ilave 

edilmiştir. Daha sonra 0.2ml 0.5M histidin-biyotin solusyonu da eklenip test tüpü yavaşça 

çalkalanarak MGA plaklarına yayılmış ve 3 re de 48 saat ikübe edilerek plaklarda üreyen 

kolaniler sayılmıştır. 

2.2.3.2. Sıvı kültürün ml' sindeki bakteri sayısının belirlenmesi 

Deneyde kullanılan gecelik kültürün ml' sinde bulunan bakteri sayısını bulmak için 

HBA plaklarından bir kolani alınarak NB içinde süspanse edilmiş, çalkalamalı inkübatörde 

37°C de bir gece ink:übe edilmiştir. İnk:übasyon sonunda, gecelik kültürün NB ile 10°, ıo·ı, 

ıo·2, 10·3, 104
, ıo·5 ve. 10-6 olacak şekilde bir dizi seyreltmeleri hazırlanmıştır. Bu 

seyreltmelerden NA plaklarına lOı-tl'lik miktarlarda damlatarak ekim yapılıp 37°C de 24 

saat ink:übe edildikten sonra plaklardaki kolaniler sayılmış ve bakteri sıvı kültürünün 

ıni'sinde 2.4x109 bakteri olduğu belirlenmiştir. . 

Ayrıca bakteri kültürünün optik densitesi 650nm dalga boyunda spektrofotometre 

ile ölçülüp safkültürün (1 0°) optik dansitesi 0.165 olarak belirlenmiştir ( 6). 

2.2.4. Test Maddelerin Sitotoksik Etkilerinin Saptanması 

Kullanılan test bileşiklerinin, test bakterileri için öldürücü dozunun saptanması 

amacıyla üst agara (top agar ) 0.1ml bakteri kültürü ve O.lml test bileşiklerinin değişik 

konsantrasyonları (doz) test tüpüne eklenmiştir. Tüpteki karışım NA plaklarına dökülerek 

plaklar 37°C de 24 saat ink:übe edilmiş, inkübasyondan sonra plaklardaki kolaniler sayılmış 

ve kontrol plakları (kimyasal eklenmeyen) ile karşılaştırılarak toksik ve toksik olmayan 

dozlar belirlenmiştir. Buna göre test bileşiğinin 5000~Lg/plak dozunun toksik olduğu 
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bulunmuş ve 2500J.!g/plak, 1000Jlg/plak 500Jlg/plak, lOOJlg/plak, 10Jlg/plak olmak üzere 5 

doz seviyesinde mutajenite deneylerinin yapılmasına karar verilmiştir. 

2.2.5. Memeli Karaciğer Mikrozomlarının Hazırlanması 

Test maddelerinin metabolik ürünlerinin mutajen olup olmadığını araştırmak için 

kullanılması gereken mikrozom ekstresi wistar cinsi ratlar'dan hazırlanmıştır. Bunun için 

ratlara, öldürülmeden 5 gün önce 80mglkg olacak şekilde intraperitonal olarak 3-

metilkolorten enjekte edilerek mikrozornal enzim artışı uyarılınıştır (6). 

Mikrozom İzolasyonuna başlamadan önce kullanılan tüm malzemeler steril edilmiş 

ve 0-2°Cde muhafaza edilmiştir. Deneyde kullanılmak üzere 3-metilkolorten enjekte 

edilmiş olan 200gr ağırlığında genç erkek ratlar 5 günlük süre sonunda boynu kırılarak 

(servical dislocation) öldürülmüştür. Ratlar diseksiyon masasında açıldıktan sonra 

karaciğer zedelenmeden çıkarılmış ve net ağırlığı bulunmuştur. 1gr karaciğere 1ml olacak 

şekilde soğuk 0.15 M KCl ile karaciğer yıkandıktan sonra 1gr karaciğere 3ml olacak 

şekilde soğuk O .15 M KCl eklenmiştir. Karaciğer steril pens ve makas yardımı ile küçük 

parçalara ayrılarak 'Junge kunkel ultra turrax' marka homojenizatör tüpüne alınıp aynı 

marka homojenizatör ile 24000rpm de homojenize edilerek koyu pempe renk görülene 

kadar bu işlem tekrar edilmiştir. Homojenat, 9000xg'de 0-2°C de 10 dak. 'Varifüge 20RF' 

marka santrifüjde santrifüj edildikten sonra, süpernetant kısım soğuk steril ependorftüplere 

aktanlmıştır. Kontaminasyonu önlemek amacı ile homojenat 0.25Jlm çaplı selüloz fıltreler 

ile fıltre edilmiştir. Sterilite kontrolü için mikrozornal fraksiyondan 0.1 .ml alıp NA ve 

HBA plaklarına yayma ekim yapılarak plaklar 37°Cde 24 saat ikübe edilmiştir Kullanılmak 

için -20°C de saklanmıştır. 



2.2.6. Metabolik aktİvasyon için yeterli mikrozornal fraksiyonun miktarının tesbiti 

(S9' lu deney için) 

S9 karışımı hazırlamak için ticari olarak satılan S9 mutajenite tabietleri 

(Boehringer Mannhem) kullanılmıştır. Firma, tablet başına 2ml ticari mikrozornal enzim 

kullanılmasını tavsiye etmiştir. Fakat mikrozornal enzimi rat karaciğerinden hazırladığımız 

için uygun konsantrasyonu belirlemek amacıyla 4 ayrı konsantrasyonu ayrı ayrı deneyerek 

tablet başına 3ml mikrozornal enzimin ilave edilmesine karar verilmiştir. Bu amaçla, bir S9 

tabieti 14ml steril distile su içinde çözülüp 4 ayrı steril coming tüpüne eşit miktarda 

aktanımıştır (tüp başına 3.5ml olacak şekilde). Tüplere sırasıyla 0.25ml, 0.50ml, 0.75ml ve 

l.OOml mikrozornal enzim ilave edilip toplam hacimleri 5ml'e tamamlanmıştır. Bir pozitif 

mutajen olan (20ı.tg/100ml) 2-Aminofluoren (bölüm 5) ile S9'lu mutajenite deneyi 

yapılmıştır. İçinde 0.2ml (0,5mM) Histidin-Biyotin solusyonu bulunan 2ml'lik top agar 

tüplerine O.lml2-Aminofluoren, O.lml TA98'in gecelik kültürü ve 0.5ml buzda bekletilen 

S9 karışımı ilave edilip çalkalanarak 37°C' deki MGA plaklarına dökülmüştür. 15dk. 

donması beklendikten sonra 3 7°C' de 48-72 saat ikübe edilip plaklardaki his+ koleniler 

sayılarak Tablo 3.3' e kaydedilmiştir. Sonuçta 1379 revertant/plak olarak en fazla üreme 

gözlenen doz olan 0.75ml mikrozom/5ml S9 karışımı dozu en uygun miktar olarak 

belirlenmiştir (3ml mikrozom/tablet). 

2.2.7. Ames Mutajenite testinin yapalışı 

Deneyin amacı, daha önceden büyümesi için histirlin amino asidine gereksinim 

duyan oksotrofık suşların, kullandığımız test maddeleri ile tekrar histiclin sentezleyebilir 

(prototrofık) hale dönüşmesi temeline dayanır. 

~··, ı'\ r: ~· , 
~1) : 
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2.2.7.1. S9' suz (-)deney 

Bu amaçla, içlerine 0.2ml histidin-biyotin çözeltesi ilave edilmiş 2' şer rol'lik top 

agar içeren deney tüpleri 45°C'lik su banyosunda ısıtılıp içlerine O.lml test maddesi ve 

O .1 ml 12-16 saatlik bakteri kültürü eklenmiştir. Tüpler çalkalanarak 3 7°C 'ye ısıtılmış 

MGA (Minimal glikoz agar) plaklarına dökülmüş, plaklara hızla 8 işareti yaptınlarak top 

agarın plak üzerine homojen dağılması sağlanmıştır. 15dk. donması beklendikten sonra 

plaklar ters çeviritip 37°C'lik etüvde 48-72 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 

sonunda petrilerdeki koleniler sayılmıştır. Deney her doz için 3 ayrı plak olmak üzere 

hazırlanarak yapılmış, sonuçların değerlendirilebilmesi için deneyiere paralel olarak 

spontan kontrol, solvent kontrol (DMSO) ve pozitif (diagnostik) kontrol olarak TA97 suşu 

için lııg/IOOııl (NaN3) Sodyum Azid (6), TA98 suşu için, 200ııg/lOOııl (OıNC6HJ(NHı)ı) 

4-nitro-o-fenilendiamin ( 6,6, 1 O, 15,3 3,3 6) kullanılmıştır Deney sonuçları standart hata ile 

birlikte ortalamaları alınarak Tablo 3.2 ve Tablo 3.3.' e. kaydedilmiştir 

2.2.7.2. S9' lu(+) deney. 

Deneyin S9'lu kısmında tablet başına 3ml mikrozornal enzim olacak şekilde S9 

karışımı hazırlanmış ve buz içinde bekletilmiştir. Deneyde 45°C'lik su banyosunda 

bulunan ve 0.2ml histidin-biyotin solüsyonu içeren 2ml'lik yumuşak agar tüplerine O.lml 

test maddesi, 0.1 ml gecelik bakteri kütürü ve 0.5ml buzda bekletilen S9 karışımından ilave 

edilmiştir. Tüpler çalkanarak önceden 37°C'ye ısıtılmış MGA plaklarına dökülmüş ve 

homojen yayılması sağla~mıştır. 15dk. donması beklendikten sonra 37°C'lik etüvde 48-72 

saat inkübasyona bırakıl mıştır. İnkübasyondan sonra his+ kolonilerin sayımı yapılıp 

standart hata ile birlikte ortalamaları alınarak Tablo 3.2 ve Tablo 3.3' e kaydedilmiştir. 
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Ayrıca deneyde TA97 ve TA98'in kendiliğinden geri dönüş sıklığı (spontan mutasyon), 

solvent kontrol olan DMSO ve pozitif kontrol olarak da her iki suş için lg/100~1 2-

Aminofluoren (6,9,10,33,35,41,47-49,54,63) deneye paralel olarak denenmiş ve sonuçları 

tablolara kaydedilmiştir 

2.2.7.3. Sonuçların değerlendirilmesi 

Bu çalışmada beş ayrı fenantroimidazol türevinin mutajenik aktivitesi Salmonella 

typhimurium' un TA 97 ve TA 98 mutant suşları ile araştırılmıştır. Her doz, üç paralel plak 

ile aynı anda test edilmiştir ve farklı zamanlarda iki bağımsız deney yapılmıştır. Ayrıca, 

test bileşenlerinin etkilerinin memeiiierin metabolik aktivasyonları sonucunda değişip 

değişmediğini belirlemek amacıyla S9 fraksiyonu varlığında da deney aynen 

tekrarlanmıştır. Sonuçlar, standart hataları ile birlikte ortalamaları alınarak istatistiksel 

açıdan Student-t testi ile değerlendirilmiştir. Bu amaçla Anadolu Üniversitesi Fen Fakültesi 

İstatistik Bölümünden alınan 'SPSS-WİNDOWS' paket programı kullanılmıştır. TA 97 

için olan deney sonuçları Tablo 3.2' de TA 98 için olan deney sonuçları ise Tablo 3.3' de 

verilmiştir. Tablolarda, test maddelerinin her doz için revertant koloni sayılarının 

ortalamaları 'ortalama ± stn hata' şeklinde gösterilmiştir. Her deneye paralel olarak 

spontan revertant kontrol, solvent kontrol (DMSO kontrolü) ve pozitif kontroller 

yapılmıştır ve sonuçları Tablo 3.2 ve 3.3' de aynı şekilde gösterilmiştir. Ayrıca S9' lu 

deneyler için gerekli mikrozom miktar tespiti testinin sonuçları da Tablo 3.1' de 

gösterilmiştir. 
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3.BULGULAR 

Bu çalışmada beş ayrı 2-sübstitüe IH-Fenantro [9,10-d] imidazol türevinin 

mutajenik aktivitesi Ames testinde Salmonella typhimurium' un TA 97 ve TA 98 

mutant suşları ile araştırılmıştır. 

Deneyler her iki suş için S9 mikrozornal fraksiyon yokluğunda ve varlığında 

olmak üzere iki grup halinde gerçekleştirilmiştir. S9 (+) deneylerde kullanılmak üzere 

metabolik aktİvasyon için gerekli enzimleri içeren, rat' tan elde edilen mikrozornal 

fraksiyonun miktarını belirlemek amacıyla çeşitli konsantrasyonlan denenmiştir. Bunun 

için bir pozitif mutajen olan 2-AF (2-Aminofloren) ile mikrosornal fraksiyon' un 4 

farklı dozu, iki ayrı bağımsız deneyle test edilmiş ve sonuçlan tablo 3.3.' de 

gösterilmiştir.Bunlardan en uygun sonuçlann elde edildiği 3ml 1 tablet (0.75ml 1 O.Sml 

S9) dozu hazırlanarak deneylerde kullanılmıştır. 

Tablo 3.1. Mikrosornal fraksiyonun miktar tespiti 

DENENEN DOZLAR REVERTANT 
ml mikrosom/0.5ml S9 KOLONİ SAYISI 

2-Aminofloren 0.25 393.30±164.47 
0.50 572.45±34.15 
0.75 1040.45±478.21 
1.00 720.30±76.80 

Spontan kontrol 0.25 25±10.15 
0.50 20.60±6.03 
0.75 26.30±4.33 
1.00 19±2.83 

DMSO kontrolü 0.25 21±10 
0.50 24±5.30 
0.75 23±60 
1.00 19.60±30 

Her doz, üç paralel plak ile aynı anda test edilerek farklı zamanlarda yapılan iki deneyin ortalamalan 
alınıp tabloya kaydedilmiştir (ort.±st.h). 
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Daha sonra deneyler, her test maddesi için 2500 ı.ıg/plak, ı 000 ı.ıg/plak, 500 

ı.ıg!plak, 100 Jlg/plak ve ı O ı.ıglplak olarak beş doz halinde uygulanmış ve 2500 ı.ıg' ın 

üzerindeki dozlar test bakterileri için toksik etki gösterdiğinden kullarulmamıştır. Her 

doz, üç paralel plak ile aynı anda test edilmiş ve farklı zamanlarda iki bağımsız deney 

yapılmıştır. Ayrıca, test bileşenlerinin etkilerinin memelilerin metabolik aktivasyonları 

sonucunda değişip değişmediğini belirlemek amacıyla S9 fraksiyonu varlığında deney 

aynen tekrarlanmıştır. Sonuçlar, standart hataları ile birlikte ortalamaları alınarak 

istatistiksel açıdan Student-t testi ile, çözücü kontrolü olan DMSO sonuçları 

karşılaştırılmak suretiyle değerlendirilmiştir. TA 97 için olan deney sonuçları Tablo 

3.2.' de TA 98 için olan deney sonuçları ise tablo 3.3. de verilmiştir. Tablolarda, test 

maddelerinin her doz için revertant koloni sayılarının ortalamaları 'ortalama± stn hata' 

şeklinde gösterilmiştir. Her deneye paralel olarak spontan revertant kontrol, solvent 

kontrol (DMSO kontrolü) ve pozitif kontroller yapılmıştır ve sonuçları Tablo 3.2. ve 

3.3.' de aynı şekilde gösterilmiştir. 
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Tablo 3.2. Fenantroimidazol' ün beş ayrı türevinin TA 97 ile verdikleri revertant koloni 

sayıları. 

REVERTANT KO LO Nİ 
TEST DENENEN SAYISI (TA 97) 

BiLEŞidi DOZ 
(J.lg/plak) S9 (-) S9 (+) 

ı o 80±3 t 117±12 
I. MADDE ıoo 93.5±0.5 117±11 

2-Metil 500 ı10±ı6 ı ı6±12 

fenantroimidazol ıooo ı24.5±2.5 96.50±7.5 
2500 82±2 t 91.50±4.5 

ı o 66+ıı ı62±ıo 

Il: MADDE ıoo ı58.5±31.5 a 208±25 
Fenantroimidazol 500 49.50±2.5 b ı83.5±2 

ıooo ı95±3ı a 2ll±ı9 

2500 ı69±19 c 189±11 
10 ıo0±14 148±ıo 

III: MADDE ıoo ıı0±39 ıo9±ıo 

2-( 4-Metoksi fenil) 500 92±42 113±13 
fenantroimidazol 1000 102±22 ı ı8.5±ı 

2500 ıo5.50±20.5 9ı±5 

ı o ll 9.50±ı5.5 94±2 
IV: MADDE ıoo 140±0 1 75.5±11 

2-(3-Kloro fenil) 500 133±25 ıo5.5±3 

fenantroimidazol ıooo 132±28 86±0 
2500 ı 15.5±10.5 87±6 
ı o 81.5±4.5 100±11 

V. MADDE ıoo 105.5±44.5 83.5±ı2 

2-(4-Kloro fenil) 500 ı ı 7.5±14.5 t 69±2 
fenantroimidazol 1000 ıo2.5±2.5 110±13 

2500 ıo3.5±5.5 136.5±5 
Spontan kontrol ıoo 95.67±ı2.97 97.75±14.ı7 

DMSO kontrol 100 118.5±18.4 101.25±16.11 
Sodyum azid ıooo 164±29.61 -

2-Arninofluorene ıooo - 658.25±1 ı 1.02 

Sodyum azid, TA 97 için S9 gerektirmeyen, 2-Arninofluorene, TA 97 için S9 gerektiren pozitifkontrol ve 
DMSO, çözücü kontrol olarak kullarulnuştır.Her doz, üç paralel plak ile aynı anda test edilerek farklı 
zamanlarda yapılan iki deneyin ortalamalan alınıp (ort.±st.h) tabloya kaydedilmiştir. (a: P<O.OOl, b: 
P<O.Oı, c; P<O.OOl, t; tok..sik etkili) 
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Tablo3 .3 .. Fenantroimidazol' ün beş ayrı türevinin TA 98 ile verdikleri revertant koloni 
sayıları. 

REVERTANT KO LO Nİ 
TEST DENENEN SAYISI (TA 98) 

BiLEŞidi DOZ 
(~g/plak) S9 (-) S9 (+) 

10 25±1 77.50±14.5 
I. MADDE 100 24.50±2.5 c 62±13 

2-Metil 500 26.50±3.5 c 67±3 
fenantroimidazol 1000 30.50±5.5 b 78.50±12.5 

2500 20.50+8.5 59.50±15.5 
10 29±4 a 106±0 

II: MADDE 100 29±5 c 89±14 
Fenantroimidazol 500 25.50±3.5 c 96.50±5.5 

1000 25.50±5.5 40.50±9.5 
2500 26.50+1.5 c63±0 

10 26.50±1.5 t 29.50±0.5 
III: MADDE 100 25.50±2.5 !26±1 

2-(4-Metoksi fenil) 500 22.50±0.5 t 32.50±2.5 
fenantroimidazol 1000 25.50±3.5 t 30.50±2.5 

2500 26.50±2.5 t 24.50±1.5 
10 26±1 38± 

IV: MADDE 100 24.50±2.5 47.50±3.5 
2-(3-Kloro fenil) 500 25.50±0.5 39±0 
fenantroimidazol 1000 24.50±0.5 t 35.50±2.5 

2500 25.50±2.5 56±14 
10 20.50+1.5 53±0 

V. MADDE 100 21.50±1.5 c 69.50±12.5 
2-(4-Kloro fenil) 500 27.50±2.5 40±2 
fenantroimidazol 1000 22.50±0.5 48±6 

2500 18±3 t 32.50±0.5 
Spontan kontrol 100 26.40±2.69 41.83±11.31 
DMSO kontrol 100 32.67±5.16 45.83±10.86 
2-Arnino floren 1000 - 731±138.1 

4-nitro-o-fenilendiamin 200 ll 74.44±61.28 -

4-Nitro-o-Fenilendiamin, TA 98 için S9 gerektirmeyen, 2-Arninofluorene, TA 98 için S9 gerektiren 
pozitif kontrol, DMSO, çözücü kontrolü olarak kullarulmıştır. Her doz, üç paralel plak ile aynı anda test 
edilerek farklı zamanlarda yapılan iki dene)in ortalamalan alırup (ort.±st.h) tabloya kaydedilmiştir (a: 
P<O.OOl, b: P<O.Ol, c: P<0.05, t: toksik etkili). 
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Hem TA 97 hem de TA 98 suşlan ile yapılan S9 (-) deneylerinin sonucunda, 

tüm maddelerin uygulandığı plaklarda DMSO (solvent kontrol) revertant sayısı 

aşılamamıştır. S9 ( +) sonuçlarında ise TA 97 için, II. madde (fenantroimidazol) hariç 

diğer 4 madde' nin, TA 98 için ise I. (2-metil-fenantroimidazol) ve II. 

(fenantroimidazol) maddeler hariç diğer 3 maddenin mutajenik etkisine rastlanmamıştır. 

TA 97 için I. maddenin (2-metil-fenantroimidazol) ı Oı.ıg/plak ve 2500ı.ıg/plak, IV. 

maddenin (2-(3-kloro fenil) fenantroimidazol) ı OOı.ıg/plak ve V. maddenin (2-( 4-kloro 

fenil) fenantroimidazol) 500ı.ıg/plak dozlarında spontan revertantların sayısının altında 

toksik etkiyi gösteren sonuçlar elde edilmiştir. TA 98 için ise S9 (+) sonuçlarında III. 

maddenin tüm dozlarında, IV. maddenin 1 OOOı.ıg/plak ve V. maddenin 2500ı.ıglplak 

dozlarında toksik etkiyi gösteren spontan revertantlardan düşük sonuçlara rastlanmıştır. 

TA 97 ile S9 (+)ortamda yapılan deneylerde II. madde olan fenantroimidazol 

bileşiğinde istatistiksel açıdan lOOı.ıg/plak ve lOOOı.ıg/plak dozlarında (P<O.OOl), 

SOOı.ıglplak dozunda (P<O.Ol) ve 2500ı.ıg/plak dozunda (P<0.05) anlamlı sonuçlar elde 

edilmiştir. TA 98' in sonuçlannda ise I. ve II. maddeler olan 2-metil-fenantroimidazol 

ve fenantroimidazol bileşiklerinde anlamlı sonuçlar elde edilmiştir. Buna göre, I. 

maddenin lOOı.ıg/plak ve SOOı.ıg/plak dozlarında P<0.05, lOOOı.ıg/plak dozunda P<O.Ol 

anlamlı değeri, II. maddenin lüı.ıg/plak, dozunda P<O.OOl değerine rastlanırken 

lOOı.ıg/plak, 500ı.ıg/plak ve 2500ı.ıg/plak dozlarında P<0.05 değeri gözlenmiştir. Ayrıca 

V. maddenin ıooı.ıg/plak dozunda da P<0.05 değerinde anlamlı bir sonuç gözlenmiştir. 

Deneylerde spontan ve DMSO revertant koloni sayıları her iki suşta genellikle 

S9 (+)ortamında biraz artış gösterirken, yanlızca TA 97' de S9 (+)ortamında, DMSO 

revertant koloni sayısında çok az bir azalma gözlenmiştir. 
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TA 97 suşu için kullandığımız S9 gerektirmeyen pozitif mutajen olan sodyum 

azid ve S9 gerektiren pozitif mutajen 2-amino fluorene, DMSO ile elde edilen revertant 

sayısını aşmıştır. (Tablo 3.2. ve 3.3). 

TA 98 suşu için kullanılan pozitif mutajen 4-nitro-o-fenilendiamin ve S9 

gerektiren deneyierin pozitif mutajen olan 2-Aminofloren ile elde edilen sonuçlar, 

DMSO revertant sayısını oldukça fazla aşmıştır (Tablo 3.2. ve 3.3.). 
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4. TARTIŞ1\1A ve SONUÇ 

Günümüzde, çok miktarda kimyasal maddeye maruz kaldığımız için bu kimyasal 

maddelerin mutajenik etkilerinin araştırılması oldukça önem kazanmıştır (6). Farklı 

ortamları (hava, su, toprak) kirleten iç ve dış etkenlerİn olup olmadığı, bu kirlilik 

derecesinin Dünya Sağlık Örgütünün belirlediği sınırlar içinde bulunup bulunmadığı ve 

olası mutajenik etkileri çeşitli test yöntemleriyle araştırılınaktadır (2). 

Örneğin bir çalışmada, denizierin kirlilik derecelerini ölçmek amacıyla midyeler, 

E. co/i ve Salmonella typhimurium suşları ile mu tasyon oranı araştırılmış ve denize atılan 

endüstriyal atıklar, ağır metaller, hidrokarbonlu atıklar ve diğer çevre kirleticilerinin 

seçilen bu canlı grupları üzerindeki toksik ve mutajenik etkileri gösterilmiştir (17,44,49), 

Diğer bir çok çalışmada, ağır sanayii'nin sebep olduğu çevre kirlenmesi ve dolayısıyla da 

mutajenik etkileri Salmonella typhimurium TA 98 suşu ile tespit edilmiştir (16,35,36,40-

42,46-48,50,51,54, 71). 

Ev temizleme solusyonlarında bulunan Rokanol B2 ve Rokamid Rı gibi yüzeysel 

akyivasyonu sağlayan bu iki maddeye maruz kalan kişilerde mutajenite potansiyeline sahip 

olup olmadıkları TA 97, 98, 100 suşları kullanılarak Ames testi ile araştırılmıştır. Rokamid 

Rı' in Ames, rvı:N, SCE testi ile mutajenik bir etkiye sahip olmadığı gözlenmiştir. (10). 

Besin koruyucusu olarak kullanılan AA (Arakidonik asit) Salmonella TA 98 suşu ile test 

edilmiştir ve mutajeniteyi inhibe ettiği T.A. HO tarafından bildirilmiştir (67). 

Tıp, Bezacılık ve kozmatik alanlarında geliştirilen kimyasal maddelerin herhangi 

bir ilaç yapımında kullanılmadan önce mutlaka mutajenik özellikl~rinin bilinmesi 

gerekmektedir. Dünya Sağlık Örgütü (WHO) bunu zorunlu kılmıştır (2). Bu amaçla birçok 

1 1 ·+·ı • 1 • 11 .:" 1 ı + + .. • ı • 1 + + + 1 + ..l • ı1'. -.r' , -1 -_'ı ; '"._-, vC\-_ , 0:1 •_:}, ,'-_-,·_'"~_, \ 1 . _T,· _-1 !·"- ~- -1 .ı !'-]JfUıuş; çeşıt_ı !(lmyasaııarı ıar!\:ıi teSt ycrn~_erruerıyıe ~..es~. e~,.meı(._ec...ıır. _ , . . .... _! 
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sağlığı ile ilgili olarak geliştirilmiş kimyasalların mutajenik etkilerinin sadece tek bir test 

yöntemiyle test edilmesi yeterli olmamaktadır, çünkü farklı test yöntemleri yada farklı 

organizmalar kullanılarak yapılan testler farklı sonuçlar verebilmektedir (ll, 19). 

Bu çalışmada, Eczacılık fakültesi Farmasötik Kimya Anabilim dalı' ndan 

sağlanan 1-sübstitüe lH-fenantro [9,10-d]-imidazol bileşikleri' nin mutajenik yada 

genetoksik potansiyelleri Ames testi ile ölçüldü (6). Bu bileşikler ilaç başlangıç maddesi 

olarak düşünülmüştür. Bu sebeple bileşiklerin genetoksik potansiyellerinin belirlenmesi 

önem kazanmıştır. 

Bulgular kısmında tek tek ele alınan değerlerde, T A98 suşunun T A97 suşuna 

göre, test ettiğimiz 1-sübstitüe 1H-fenantro [9.10-d]-imidazol bileşikleri' nin 2 ayrı türevi 

olan I. ve II. madde ile daha fazla dönüşüm yaptığı gözlenmiştir. TA 97 veTA98 suşu 

çeşitli çerçeve kayması mutajenlerinin teşhisinde kullanılır. Çerçeve kayması mutajenleri, 

DNA' nın sıcak noktalannda yada tekrarlanan dizilerinde, sık sık yanlış eşleşmeler 

meydana getirebilirler. Histiclin sentezi için okunan çerçevenin tamamı yer değiştirdiği için 

bir çerçeve kayması mutasyonu ile sonuçlanır. T A97 suşu, diğerine ilave olarak eksik 

sitozin bölgesinin yakınında nöbetieşe değişen -GC- baz çiftlerinden oluşan ikinci bir 

sıcak nokta daha içerir. Bu sebeple, bazı çerçeve kayması mutajenlerine karşı daha 

hassastır ( 6). 2 nolu test bileşiği TA 97 ve TA 98 suşlarının her ikisi ile denendiğinde 

mutajen özellik göstermiştir. Bu test suşlarının her ikisi de çerçeve kayması mutasyonuna 

sahip olduğundan dolayı 2 nolu bileşiğin çerçeve kayması mutajeni olduğu düşünülebilir. 

Diğer yandan S9 fraksiyonu katılarak yapılan deneylerde S9 kullanmadan yapılan 

deneyiere oranla her iki suşta da daha fazla geri dönüşüm olduğu gözlenmiştir. Bu sonuca 

dayanarak 1-sübstitüe lii-fenantro [910-d]-imidazol biieşik!eri, mn canh ·vücuduna 
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girdiğinde metabolik reaksiyonlar sonucunda oluşan metabolitlerinin DNA ile etkileşimini 

bir miktar arttırdığı düşünülebilir. 

Fenantroimidazol yaplSi, taşıdığı doymamış gruplar (fenil grupları) ile yağımsı 

karakterde bir maddedir. Bu madde, yine yağımsı karakterde olan bakteri hücre zarından 

kolaylıkla hücrenin içine geçebilmektedir. Bu geçiş hızı yapının sübstitüsyonu ile yakından 

ilgilidir. Deney sonuçlarına göre nonsübstitüe yapı (fenentroimidazol), hem yağda erirliği 

hemde sterik özellikleri nedeni ile en kolay geçişi sağlayabilmektedir. 2 nolu konuma 

yerleştirilen fenil grubu yağda çözünürlüğü arttırmakta ancak etkileşmede sterik olarak 

engel teşkil etmektedir. Fenil grubunun taşıdığı yağda çözünür grupların (Mg, Cl, Br) ana 

yapıya oranla membrandan geçiş hızında azalma meydana getirdiği düşünülmekte ancak 

bu hızın fenil grubuna bağlanan suda çözünür gruplarla (-OH, -OCH3) daha da azaldığı 

görülmektedir. Test bileşenlerinin bakteri hücre duvarından geçmiş olması direk olarak 

DNA ile etkileşeceğini göstermez. Bileşiğin sitoplazmik konsantrasyonu yüksek olsa dahi 

sitoplazmik alanda yada bakteriyal genomda bulunan özgül bağlanma bölgeleriyle 

kompleks oluşturamayabilir. Dolayısıyla da DNA ile etkileşmesi görülmez. Bizim 

sonuçlarımızda 2-metil-fenantroimidazol ve hiçbir kimyasal grup eklenmemiş 

fenantroimidazol bileşiğinde mutajenik özellik gözlenmiş diğer bileşiklerde böyle bir 

sonuca rastlanmamıştır. Bu da bize, 2-metil-fenantroimidazol ve fenantroimidazol 

bileşiklerinin, suşların 'histidinol dehidrogenaz' enziminini kodlayan His D_,_ geninde 

bulunan mutasyon bölgesindeki özgül bölgeler (tekrar eden Sitozin bazlarının olduğu 

bölge) ile uyum sağlayarak bakterilerde ikinci bir mutasyona sebep olduğunu ve His_,_ 

haline dönüştürdüğünü, bileşiğe eklenen diğer grupların bu uyumu bozduğu için bileşiğin 



İmidazolün pKa değeri 7 civarındadır. Bu onun için değişik pH ortamlarında 
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metabolik yoiiaria hidantoin, hidantoik asit, N-asetiiimidazoi' a dönüşmekte ve üre ile 

birlikte dışan atılmaktadır (14). İmidazol ve bunun metabolik türevleri olan hidantoin, 

hidantoik asit, N-asetilimidazol ve histamin' nin mutajenik ve karsinojenik etkilerinin 

olmadığı iv vivo ve m vitro testlerle bulunmuştur (14). Ancak imidazol' ün başka 

elementlerle (bakır, kobalt) birlikte bulunduğu duruuılarda imidazolün etkisini arttrrdığı , 
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içeren bileşiklerden olan DA.P (2,3, diaminofenazin) ve AHP (2-amino 3- hidroksifenazin) 

oldukça mutajen oldukları (P~0.001) bulunmuştur (68). Bıztm sonuçlarımızla bu 

sonuçlann üTumsuz olmasmın sebebi, DAP ve AHP' nin içerdiği imidazole ilave olarak 

içerdikleri diğer gruplarm bu maddelerin mutajenik özelliklerini arttirmasi olabilir. 
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yönteminde test etmişler ve metabolik aküvasyon için sazan balığınm sindirim bezlerinden 

elde ettikleri fraksiyonu k-ullanmışlardir. Sonuçta, TA 98 suşunda metimidazol etkisiyle 

yüksek oranda gen ...ı·· .... 
uonuşum gözlenmiştir. Fişiriimiş besinlerden elde edilebilen 

karsinojenlerden olan IQ (2-aminno-3-metilimidazo[ 4,5-f]quinolin) bileşiğinin üç sentetik 
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özellikte olduğu görülmüştür. Bu madde, bu tip çalışmalarda pozitif mutajen olarak 

kullanılmaktadır (57). 

Bir 5-nitroimidazol olan antiprotozoal ilaçlarda bulunan metronidazol (MNZ) ve 

tirinidazol (TNZ), bir baz çifti değişimi suşu olan TA 100 ile Gupta ve arkadaşları 

tarafından (66) test edilmiştir. TNZ' nin (P<0.005) ve MNZ' nin (P<O.OOl) her ikisinin de 

mutajen olduğu bulunmuştur. Başka bir çalışmada da, TNZ mutajenik olarak bulunmuştur 

(98). 4-Nitro-o-fenilendiamin, TA 98 için pozitif mutajen olarak kullanılmış ve S9 

içermeyen deneylerindeki sonuçları bizim sonuçlanmız ile benzerlik göstermektedir (9). 

Mutajenik ve karsinojenik potansiyeli bulunan 16 aminoimidazo-azoarenler' ın 

nitrenium iyonlarının DNA' ya bağlanarak etki ettiği bulunmuştur (99). Benomyl ve bunun 

aktif metaboliti olan carbendazim, Mikronükleus testi ile test edilmiş ve her iki bileşik de 

MN oluşumu bakımından pozitif sonuçlar vermiştir. Bu imidazol içeren iki bileşiğin DNA' 

da klastrojenik etkisinin olduğu bulunmuştur (1 00). 

Bizim yaptığımız çalışmada, 2-Sübstitüe 1H-fenantro[9, 10-d]-imidazol bileşiğinin 

3 türevinde mutajenik özelliğe rastlanmamış (P>0.05) ve 2 türevi olan 2-metil­

fenantroimidazol ve fenantroimidazol' ün zayıf mutajenik bir etkiye sahip olduğu sonucu 

ortaya çıkmıştır (P=O.Ol8). Bu sonuç, Forster' in sonuçları ile desteklenmiştir. Forster, 

imidazol ve metabolitlerini iv vivo ve in vitro test etmiş (14) ve testierin tümünde negatif 

sonuçlar almıştır. 

2,4,5 trifenil imidazol bileşiği Ayaz tarafından Ames testi ile test edilmiş ve 

pozitif sonuçlar alınmıştır (63). Aynı madde Saleh tarafından Mikronükleus testi ile 

denenmiş ve yine MN oluşumunu arttırdığı bulunmuştur (22). Aynı zamanda i.p. yolla 

enjekte edildiğinde değişik dokularda defektiere sebep olduğu saptanmıştır (1 06). Bu 
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sonuçların bizim sonuçlarla farklı olmasının sebebi, 2,4,5-trifenilimidazol bileşiğinin bizim 

kullandığımız bileşikten farklı bir moleküler yapıya sahip olmasından kaynaklanabileceği 

düşünülmektedir. 

Test sonuçlanınıza göre 2-Sübstitüe lH-fenantro [9, 1 O-d] imidazol bileşiğinin 2 

türevi olan 2-metil-fenantroimidazol ve fenantroimidazol bileşiklerinin mutajen özelliğe 

sahip olabileceği düşünülebilir fakat bu maddeler farklı genatipik özelliğe sahip test suşları 

ile ve farklı organizma gruplarının kullanıldığı farklı test yöntemleriyle de test edildikten 

sonra genel bir sonuca gidilmelidir. Negatif sonuçlar aldığımız diğer test maddelerinin de 

tekrar farklı genetipik özelliğe sahip suşlarla test edilmesi gerekmektedir. Çalışmanın 

bundan sonraki aşaması bu yönde devam edecektir. 
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