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Bu ¢aligmada, ilag onciil maddesi olarak hazirlanan 2-Siibstitiie 1H-Fenantro
[9,10-d] imidazol’ in 5 ayn tirevinin mutajenik etkileri, Salmonella typhimurium® un
gergeve kaymasi mutasyonuna sahip iki susu olan TA 97 ve TA 98’ de, Ames /
Salmonella / Mikrozom test yontemiyle aragtinlmigtir. Bunun igin her iki sug
mikrozomal enzimler igeren metabolik aktivasyon (S9) varliginda ve yoklugunda, her
bir test maddesinin 5 ayr1 dozu ile iki bagimsiz paralel deneyde test edilmistir. S9
yoklugunda pozitif kontrol olarak TA 97 igin Sodyum azid, TA 98 igin 4-nitro-o-
fenilendiamin, S9 varliginda ise her iki sus i¢in 2-Aminofluorene kullaniimistir. Negatif
kontrol olarak ise qézﬁcﬁ DMSO ve spontan kontrol gruplari kullamlmigtir. Test
sonuglart iki deneyin ortalamas: alinarak degerlendirilmis ve pozitif ve negatif kontrol
gruplan ile kargilagtinlmistr. Buna gore test maddelerinden 2-metil-fenantroimidazol
ve fenantroimidazol’ in yanlizca S9 varliginda mutajenik aktiviteye sahip oldugu, diger
3 tirevin ise mutajenik ;aktivite gostermedigi bulunmustur. Gozlenen mutajenik etkinin
metabolik aktivasyona bagli olarak ortaya ¢iktig1 diigtiniimektedir.

Anahtar kelimeler: Ames Test, Mutajenite Testleri, Fenantroimidazol,
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

AN INVESTIGATION ON THE MUTAGENIC EFFECTS OF SOME 2-
SUBSTITUE 1H-FENANTRO [9,10-d] IMIDAZOLE COMPOUNDS.

EMEL ERGENE
Anadolu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Program

Supervisor: Assoc. Proff. Hiilya ZEYTINOGLU
1998, Page 69

In this study, letagenic effects of five different derivates of 2-Siibstitiie 1H-
fenantro [9,10-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, fdr five different doses of each test substances in two parallel
independent experiments. Results were evaluated by calculating avarage of two
experiments. At the absénce of 89, Sodyum Azid was used as a positive control for TA
97, 4-Nitro-o—Feni1endiamin was used for TA 98. At the presence of S9, 2-
Aminofluorene was uséd as a positive control for both test strains. Solvent Dimetyl
sulphoxyd (DMSO) and spontan control groups were used as a negative control. Results
of experiments were compared with positive and negative control groups data. So that
2-Metil-Fenantroimidaz§le and Fenantroimidazole were found to have mutagenic
activation only in the presence of S9 but other three derivatives show mufcagenjc effects.

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

Keywords: Ames Assays, Mutagenity Tests, Fenantroimidazole
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1. GIRIS

Giiniimiizde yaéadlglmlz ¢evre, insanoglunun bir takim olumsuz etkileri sonucu
giderek bozulmaktadir. Son yillarda hizli niifus artis1 ve asin kentlesme ile teknolojik
geligmeler ve bunlara t§>ag11 olarak yagam diizeyinin yiikseligi dogal kaynaklar1 olumsuz
yonlerde etkiler olmusjve canhilarin yagsam ortamlarinda bozulmalara ve dengesizliklere
sebep olmustur. Sonu?ta bu bozulma ve kirlenmeler canlilarin sagligini tehdit edici
boyutlara ulagmugtir. Bu sebeple ¢evre sorunlari giinlilk yasamin en 6nemli sorunu
haline gelmisgtir. Cidd§i sorunlar olusturabilen birgok hastalifin ortaya ¢ikmasina yol
acan etmenlerin baslnd@ gunliik yasamda sik sik kullanilan sentetik yada dogal kimyasal
bilesikler gelmektedir.?

Bu bilesikleriﬁ bir ¢ogu canlilarn DNA' sinda degisikliklere yol agarak
genotoksik ve kanseroﬁenik etkilere sahip olmaktadir. Kimyasallann oldukg¢a biyitk bir
kismina, ozellikle Iatéoratuvar kosullarinda yitksek dozda maruz kalinmasi sonucu
mutajenik veya teratojénik oldugu bilinmektedir (1-5). Insan populasyonunun gevredeki
kanserojen ve mutajeﬁ maddelerin etkisinden korunmasi i¢in gevremizdeki bu ozellige
sahip bilegiklerin tesﬁit edilmesi ve etkilerinin degerlendirilmesi oncelikle gerekli ve
onemlidir (1,4,6,7).

Kanserojen ve;5 mutajen maddelerin aragtirilmasi gesitli testlerle tespit edilebilir
(4,5,8-18). Bunlardan bazilarn DNA hasarlarina sebep olan kimyasal mutajen ve
kanserojenlerin test iedildigi sitogenetik metodlardir. Bu testler, kardes kromatid
degigimi (SCE = Sister chromatid exchange) (8-11,19-26), mikroniikleus testi (MN)
(4,8-13), kromozom biozulma testi (CA = chromosome aberration) (15), comet testi (gen
konversiyonlari ve DNA kinlmalar) (20,27), programlanmamis DNA sentezi

SUADOLY DNV

PEIRFFIUNI
R



(UDS=Uncheduled DNA syhthesis) (14,16,17), SOS kromotest (18,19), transformasyon
yontemi (4), umu test (18), &e Ames/Salmonella/Mikrosom yontemi (4,5,8-20) seklinde
stralanabilir. Tim bu mutajjenite test yontemleri Salmonella test suslari, gesitli .coli
suslari, rat, primat ve tavsali tiirleri kullanilarak hazirlanmig memeli hiicre kiiltiirleri ve
organizmalar kullanilarak ﬁygulanmaktadlr (2-9,12-20,25). Bu testlere kisa zamanli
(short term ) testler de deniri (8,9,15,21). Bu kisa zamanl: testlerle, kimyasal maddelerin
belirli genetik sistemlerde belirli sonuglar verip vermedikleri 6l¢iilmekte ve elde edilen
sonuglarla maddelerin kanserojenik potansiyelleri arasinda iliski kurulmaktadir. Kisa
zamanli in vitro qahsmalér, kimyasal maddenin bakterilerde mutajenik etkilerini,
hiicrelerde degismeye sebép olup olmadigimi, DNA degisim ve tamiri Gzerindeki
etkisini ve memelilerdeki mutajenik etkisinin arastirilmasini kapsar. Uzun sureli
caligmalar, uygun hayvan tirleri segilerek kimyasal maddenin uygulanmasini takiben
yapilan otopside patolojik \%e histolojik ¢aligmalara dayanir (21). Memelilerde in vivo
mutajenite testlerinin en éﬁemli zorlugu, memelilerin mutajen maddelere olduk¢a az
duyarh olmalaridir. Ayrlca,j deney hayvanlarinin bakimi ve gogaltilmas: oldukga zor,
zaman alic1 ve pahalidir. Bunun yaninda mikroorganizmalar mutajenle;e karg1 ¢ok daha
fazla duyarhdir. Kisa zamanda ¢ok sayida jenerasyon gegirdiklerinden dolay:
caligilmalari daha kolay ve daha ucuzdur (21).

SCE yontemi'nin prensibi; kardes kromatidlerin birbirine kontrast saglayacak
sekilde boyanmasma dayanir. Kardes kromatidlerde meydana gelen parga degisimi,

boyanma farkliligindan hemen anlagiir. Bu yontemle sadece kromozomlarda olusan



yapisal degisimler gozlendiginden dolay: SCE yontemi sinirlt amaglar igin kullanilabilir
(4,5,8-11,15,16,22-26).

Mikroniikleus testi bolinme yetenegine sahip tiim hiicrelerde yapilabilen bir
testdir ve temel prensibi, bazi mitoz anomalileri ve kromozom kaybi gibi durumlarin
ortaya gikarilmasina yoneliktir. Cekirdek boyanmasi ile incelenir. Bu amagla en gok
memelilerin polikromotc)ﬁl (PCE) ve normokromotofil (NCE) eritrositlerinde ¢alismalar
yapilmaktadir (4,8-13,20,27-30).

CA ve Comet | yontemi' nde ise hiicreler metafaz sathasinda incelenerek
kromozom hatalarinin ortaya ¢ikarildig: sitogenetik bir yontemdir (8,12,15,22,31,32).

UDS yontemi, ;'programlanmamls DNA sentezi' testi olarak adlandinlir. Bu
yontemin prensibi, ﬁrimer rat hepatositlerinde DNA tamirinin uyariimasina
dayanmaktadir. UV ile pozitif kontrol deneyleri yapilp otoradyografik olarak
degerlendirilmektedir (8, 14,16,17).

S.0.S. kromotest' in temeli, F.coli’ de hasarlh DNA da S.0.S. cevabinin
uyarilmasina yéneliktirj. E.coli’ de SOS sisteminin genel reseptorleri ile gen kontrol
edildiginden dolayi S.O.S. kromotest, DNA hasarlarint tespit etme olanagi saglar
(18,19).

Transformasyén yontemi' nde, M2-C3H fare fibroblast hiicrelerinde malignant
transformasyonun uyarjilmasxyla kimyasal maddelerin mutajenik ve timorojenik etkileri
6lgalir. Kanserojenik rfﬁaddelerin tespiti igin daha uygun bir testtir (4).

Umu test yontemi, DNA hasarlan i¢in bir kromojenik testtir. Bu test igin sadece
tek bir bakteri susu gerjeklidir. Yiiksek bakteriyotoksik etkilere sahip olén kimyasallarn

teshisinde kullamlabilir. Umu test susu olan TA 1535 / pSK1002' ye eklenen ¢ok



kopyal1 plazmidler, NR (nitroaren) geni, NAT (N-asetil transferaz) geni yada her ikisini
bakteriye aktarmaktadir. Sénug olarak bu bakteri susu DNA hasarina sebep olan
'nitroantren’ ve 'aromatik aminler‘ e kars: hassasiyet kazamr (18).

Ames / Salmonella / Mikrosom test yontemi 1975 yilinda Prf. Dr. Ames ve
Dr. Maron tarafindan geligcirilen ve daha sonra yaygin olarak uygulanmaya baslanan bir
mutajenite testidir (6,10,11,16,33-43). Bu test, gerek gevre kirlenmesine neden olan
kimyasal maddelerin (2,12,16,17,22,35,36,40-42,44-55), gerekse diger fiziksel,
kimyasal (2-7,9-11,14,15,18Ll9,55-73) ve biyolojik maddelerin (52,64,68) mutajenik
etkilerinin arastnrllmasmda% kullanulabilir. Bu testin temeli, yapay mutasyon
olusturulmus olan Salmonélla typhymurium’ un histidin sentezleme yeteneklerini
kaybetmis (His™ = oksotrot)§ olan suglarinin test bileseni ile muamele edildikten sonra
ikinci bir mutasyon gegirip his+ hale geri doniigmesi temeline dayaﬁlr. Geri doniisen
(revertant) bakteri kolonileri sayilarak degerlendirilir. Fakat normalde de mutajenlere
maruz kalmadan spontan olarak geri donmiisebilen bakteriler olmaktadir. Mutajenik
etkiden bahsetmek igin spontan revertant sayisindan daha fazla sayida revertant koloni
sayilmasi gerekir (6,38,39). Bu test ile birgok mutajenik madde teshis edilmigtir (6). Bu
test Salmonella t)phymuriuim’ un TA ve YG suglan ile uygulanmaktadir. En ¢ok
kullanilan bakteri suslari, TA 97, TA 98, TA 100, TA 102, TA 1535, TA 1538
suslandir. (51,52,60,68,70).

Son yillarda, tip ve farmakoloji alanlarinda yeni ilaglarin gelisiminde tretilen
ilag hammaddelerinin biyolojik sistemlerdeki toksik ve mutajenik etkilerinin
aragtirilmasinda kisa zamanh testler kullanilmaktadir. Yukanda sayilan test yontemleri

kullapilarak ilag hammaddeﬂsi olmas: dilstiniilen test maddelerinin toksik, mutajenik-



karsinojenik etkilerini incelemek igin daha ¢ok Ames testi kullamlmaktadir. Ames
testinde, mutajenik étkilerin diger canli gruplarina gore daha fazla duyarli olan
bakteriler iizerindeki etkilerinin aragtirilmasimin yanmi sira, bu test ile aym1 zamanda
ortama ilave edilen memeli metabolik aktivasyon enzimleri ile, test bakterilerinin
memeli metabolizmalé.rl sonucunda olugabilecek metabolitlerinin de mutajenik etkileri
aragtirilmaktadir (3,6,58,61,62,66).

Hayvansal orgjanizmalarla yapilan uzun zamanl: testlerle kanserojen ve mutajen
oldugu belirlenmig 3Q0 kimyasal .madde Ames / Salmonella / mikrozom yontemiyle
'"Tokyo Merkez Kansjer Enstitiisi’, 'Imperial Kimyasal Endistrileri' ve 'Uluslararast
Kanser Aragtirma Mejrkezleri‘ nde test edilmig ve testin gecerliligi onaylanmistir. Bu
mutajen kimyasallarlﬂ icinde en ¢ok bilinenleri; sa¢ boyasi aminleri, dizel eksozunda
bulunan l-nitropirenlér, alev onleyiciler, tris (2,3-dibromopropil) fosfat ve besinlerin
pisirilmesiyle olusan prolize iiriinler olarak sayilabilir (6,68).

Kanserojenik ‘maddelerin  %90' mmn mutajenik oldugu teshis edilmigtir
(6,21,38,69). Ames (1983)’ in bildirdigine gore Rinkus ve Legator (1978-1981)
galigmalarinda kanseréj enite ve mutajenite arasindaki iliskiyi incelemigler ve bu iki etki
arasindaki korelasyon degerini yaklagik olarak %83 olarak bulmuglardir (6,21,38,69),
yine Ames (1983)’ dé bahsedilen, Mc. Cann ve arkadaslan tarafindan 1975' de yapilan
bir ¢aligmada, denenen 179 kanserojenik maddenin 156' sinin, yani %87' sinin
mutajenik etki géster?diéi ve kanserojen olmayan 117 cesit diger bir grup maddenin
%66' Iik kisminin mutjajenik etki gostermedigi bulunmugtur (6,21). Bu sebeple kimyasal
maddeleri 'mutajenler’ ve kanserojenler' olarak iki grupta incelemek yerine 'mutajen /

kanserojen' olarak bir jgrupta incelemek daha dogru oldugu kabul edilmektedir (22).



1.1 Mutasyon

Bilindigi gibi, DNA kalitsal bir materyal oldugu igin gelecek nesillere degismez
bir formda aktarilmasi gereléir (74). Fakat, zaman zaman dogal ve yapay kosullar altinda
mutasyon denen degisikliklér gozlenebilir. DNA' min tiire 6zgii kalitsal kombinasyonu
degigmeksizin, tamidig1 bilgi igeriginde meydana gelen defismeye 'mutasyon’ denir
(75,76).

Bir genin baz dizisiﬁdeki bir degigim bazen o gen tarafindan kodlanmis olan
triinde de degisime sebep olabilir. Béyle mutant bir genin mutant enzimi, aminoasit
dizisinde meydana gelen deéisme sebebiyle inaktif yada daha az aktif olabilmektedir.
Eger hiicre, mutasyon sonucu ihtiyag duydugu bir fenotipik 6zelligi yitirirse genotipteki
bu degisiklik zararh yada o6ldiiriicii olabilir. Bununla birlikte bir mutasyon faydali da
olabilir. Omegin mutant bir gen tarafindan kodlanan enzim, hﬁéreye avantaj saglayan
yeni bir aktiviteye sahip cj>1ursa bu mutasyon ¢esidi nadir de olsa canhiya dogal
seleksiyonda avantaj kazanci1r1r. Mutasyonlar; populasyondaki gesitliligi sagladigindan,
yeni tiirlerin olugumuna kathda bulundugundan dolay: evrimsel ©neme sahiptir
(22,38,74-79). |

Basit mutasyonlarlnjbirgogu notraldir. DNA baz dizisindeki degisme, bu gen
tarafindan kodlanan triiniin aktivitesinde herhangi bir degigmeye yol agmaz. Notral
mutasyonlar genellikle DNA iizerinde, 6zellikle de mRNA' min tglii bazina kargilik
gelen bir niikleotid' in yerine farkli bir niikleotid gectiginde meydana gelir. Genetik
kodun bozulmasi sebebiyle sonuglanan yeni kodonda bir aminoasit igin olan kod sessiz
kalabilir. Bu aminoasit dﬁzjenli olarak degigmesine ragmen protein fonksiyonunda bir

degisme olmuyorsa, bu anfinoasit, ya proteinin aktivitesini etkilemeyen kismindadir
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yada degisen kisim ojrjinal aminoasite ¢ok yakin (onun fonksiyonu gorebilen) bir
yapidadir denilebilir (38).

Mutasyonlar dégada kendiliginden olabildigi gibi 'mutajen’ denen fiziksel ve
kimyasal etkenlerle de olabilir. DNA' da; bilinen bir mutajenik etki uygulanmaksizin
olusan mutasyonlara j‘kendiliginden (spontan) mutasyon’ denir. Normal kosullarda
spontan mutasyon frekans: 10°-107 gibi diisiik bir orandadir. Ayrica iki ayr1 gende aym
anda mutasyon olma ﬁekan51 10™* gibi cok daha diisiik bir degerdedir (22,38,39,75).
Fiziksel yada kimyasalf maddelerle meydana gelen mutasyonlara ise 'uyarilmig (inducer)
mutasyon' denir. Bu mutajenlerin bir kismi; 6rnegin nitréz asidi (HNO2), bir bazin diger
bir baza donigmesini jsaglar (C,U). Yap: benzerleri denen kimyasal mutajenler (baz
analoglari ) ise DNA yfaplsma katilarak genetik kodun degismesine sebep olur. U.V 15181
timin bazlart arasinda anormal eslesmeye (dimerizasyon) sebep oldugundan dolay:
DNA' da lokal bﬁkﬁlmeye sebep olurken (Xeroderma hastalift), X 1sinlart da DNA da
kirilmalara sebep olur (3 8,39,74,77-79).

Mutasyon vﬁéut hiicrelerinde yada treme hiicrelerinde olabilir. Viicut
hiicrelerinde olan mutasyonlara 'somatik mutasyonlar' denir ve bu mutasyonlar
hastaliklara ve dejenerasyonlara yol agarak gelismeyi ve metabolizmay: olumsuz
etkileyebilirler. Birgok kanser tiriiniin somatik hiicrelerde genellikle bir mutasyon
nedeni ile ortaya ¢iktig1 bilinmektedir. Ureme hiicrelerinde gorillen mutasyonlara ise '
germinal mutasyonlar';denir. Ureme hiicrelerin DNA' sinda goriilen degismeler genetik
icerigin farkliligina 3?/01 acar ve bu mutasyon kalitsal olarak yeni nesillere aktanlir

(74,78.,79).



Mutasyonlar 2 temel grupta incelenebilir. Bunlart 'kromozom mutasyonlart' ve
'sen mutasyonlarn' olarak sﬁalayabiliriz. Kromozom mutasyonlar1 da 'kromozom sayi

degisimleri' ve 'kromozom y?pl degisimleri' seklinde iki gruba ayrilabilir (74-79).

1.1.1. Kromozom say1 deéi&imleri (genom mutasyonlari)
1
Organizmalarin hemidogal hem de laboratuvar populasyonlarinda kendiliginden
meydana gelen kromozom isaylslndaki degisimlerdir. Alternatif olarak, izole edilmig
hiicre yada dokulara belirli standart mutajenik ajanlarin uygulanmasiyla deneysel olarak
da bu mutasyonlar uyarllabilir (76-79). Kromozomlar bazen mitoz ve mayoz swrasinda
diizenli olarak ayrllmayabili} ve farkli kromozom sayisina sahip hiicreler olugabilir. Bu
sekilde birgok genin oraﬁl degiseceginden dolay1 kalitsal agidan birgok sorun
(Mongolizm, Turner Sendromu, Klinefelter Sendromu vb.) olusur (76,79,80). Bu olayda
kromozomun bir pargas1 degil tiimii yok olur yada sayica artar. Oploidi ve anoploidi
olarak iki sekli vardir (81).Eger tiim kromozom takiminin sayisinda bir degisnie
oluyorsa, bu '6ploidi' adim zjthr. Kromozom takiminin yarisi kadar (haploid) kromozom
igeren bireyler 'monoploid’, j2' den fazla katlarin1 igerenler ise 'poliploid' bireyler olarak
isimléndirilirler. Poliploidi jdaha ¢ok bitkilerde bulunur. Birgok bitki dogadaki diploid
kokenli diger bitkilerden tiremistir. Aym1 gen lokusunda meydana gelecek olduract bir
mutasyon bu sekilde diger normal genleri tagtyan poliploid kromozomlar tarafindan
korunabilir (76,79-81). ‘
Kromozomlardan birinin veya birkag:mm sayica degigsmesine ise 'anoploidi’
denir. Kromozom sayllarmljn farkl1 sekilde kalitimi fenotipte birgok degisiklige sebep

olur. Bir hiicredeki kromozém sayis1 fenotipte bityiik bir degisiklik meydana getirmeden



iki kromozomun sentﬁomerlerde birlesmesiyle tek bir kromozoma ¢evrilmesi seklinde
meydana gelebilir. Anoploidinin degisik sekilleri vardir, bunlar monosomi, nullusomi
ve polisomidir. Polisonni' nin ayrica trisomi (insanda 2n+1 kromozomda mongolizm) ve
tetrasomi (insanda 2n+2kromozom) olarak iki sekli vardir (76,79-81).

Somatik anoploidi, somatik doku yada doku kiiltiirlerinde kendiliginden
meydana gelebilir (79). Somatik hiicrelerin mitozu sirasinda bazi kromozomlar
birbirinden ayrilmayabilir. Yavru hiicrelerin birisi monosomik digeri de trisomik olusur.
Eger bu bozukluk erkén embriyo doneminde olugursa, ergin bireyde biiyiik bir bolgeyi
kapsayacak sekilde anormal kromozom sayist goriiliir. Embriyonun ge¢ dénemlerine
rastlarsa, etkiledigi vﬁ%cut bolgesi gok kiigiik olacagindan dolay: ya hi¢ gorilmez yada

onemsiz bir sekilde kehdini gosterebilir (76,79-81).

1.1.2. Kromozom Yapl Degisimleri

Bazen kromatidler, krossing over olmadan da parga degigimine (kazanilmasi
yada kaybedilmesi) ugrarlar (76,79). Kromozom kirilmalari ve tekrar eslesmeleri
sonucu kromozomlar;yaplsal olarak tekrar organize olurlar. Bunun gibi degisimler
kromozomlarin dﬁzer;inin degismesine sebep olur. Bu degisimde kromozomlarin
yapilarinda farklilifa yol agar. Kromozomlardaki bu desiklikler ¢esitli sekillerde

meydana gelebilir (80). Bunlar, delesyon (kromozomlarda ugtan yada aradan parga

yitirilmesi), duplikasyon (kromozomun belirli bir bélgesinin ¢ift olmasi), inversiyon
(Kromozomun bir pfargasmln kopmast ve 180° donerek aym yere eklenmesi),
translokasyon (bir I{romozom parcasinin koparak homolog olmayan bagka bir

kromozoma eklenmesi) dir. Diger bir durumda izokromozomlardir. Izokromozomlar,
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mitoz swrasinda bazen senitromerler enine bolindiikleri i¢in her yavru sentromer
homolog kromozomlarin aym taraftaki pargalarint alip kutuplara cekilirler. Dolayisiyla
kutuplarin bir tarafindaki genler diger taraftakilerden farkli olmaktadir. Bunlara

izokromozomlar denir (76-82).

1.1.3. Gen mutasyonlari

Gen mutasyonlart véya diger bir degisle Nokta Mutasyonlari' kromozomlarin
yapisinda herhangi bir degigiklige sebep olmaz ve mikroskopla da goériilmezler. DNA da
bulunan niikleotit dizisinin yada bazlarimin degismesinden ileri gelir. Baz sirasinin veya
AT / GC oraninin degismési, 0 gene Ozglh enzimin tamamen kaybolmasmna ya da
etkisinin azalmasina neden olur. Bir gen, binlerce baz ¢iftinden meydana gelmis bir
birim oldugundan ve kurarrﬁsal olarak her bazda mutasyon olabileceginden dolayi, bir
genin en azindan baz c¢ifti kadar mutasyon ¢esiti olabilir (76). Cok degisik bi¢imlerde
meydana gelebilen DNA 'baz siralanmasinda olusan bozukluklar birkag grupta
incelenebilir.

1) Bir gen ﬁzerinde tek bir baz ciftini etkileyen degisiklikler: Bu tip
mutasyonlara 'nokta mutasyonlan’' (point mutation ) denir. Tek bir baz ¢iftini etkileyen
bu mutasyonlar da farkh siniflara aynilabilir (38,39,75-79,81):

a) Bir baz c¢iftinin jerine baska bir baz ciftinin girmesi (base substitution):
Bu tip degisiklikte, gen yap1§smdaki bir piirin yerine diger bir piirinin (A yerine G yada
G yerine A) veya bir pkimidﬁn yerine diger bir pirimidinin (T yerine C veya C yerine T)
girmesi s6z konusu olabilir.%Nokta mutasyonlarinin bu tipine 'gegis' (transisyon) denir.

DNA yapisinda bir piirin yerine bir pirimidin (A veya G yerine T veya C' nin gegmesi
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yada bunun tersi) gégmesi de miimkiindur. Bu tip mutasyonlara da '¢apraz gegis'
(transversiyon) denir 638,39,75-81).

Nokta mutasy;onu olusturan bromiiragil, nitrikasit, formalin, hardal gaz1 gibi
kimyasal maddeler, DNA' daki ozel bazlarla tepkimeye girer ve onlarn yapisim
degistirir. Bromiiragil (BU), DNA' da timin yerine geger; fakat adeninden ¢ok guaninle
bag yapma eéiliminc%ledir. Daha sonraki DNA replikasyonlarinda normal timinin
bulunmas: gereken yérin karsisinda adenin yerine guanin bulundugundan dolay1 G-C
ikizi meydana gelir ve A-T yerine G-C geger ve bir mutasyon meydana gelmis olur.
DNA' da bazlarin yerihe gecen bu kimyasallara (BU gibi) 'baz anologlar1' denir. Ayrica
nadir de olsa iki pirirﬁidinin ve pirinin birleserek A-G ve C-T baz giftlerini meydana
getirmesi;, daha sonraki DNA replikasyonlarinda A-T ve G-C ye doniigmesine neden
olur (75,76). DNA %kahp olarak gorev yaptigi sirada bazlarin herhangi birinde
olugabilecek 'tautome}ik' bir degisikligin, (6regin, timin'nin 'keto' formundan 'enol'
formuna yada adeninéin ‘amino’ formundan 'imino' formuna degigmesi) molekiillerin
hidrojen bag: olusturma 6zelliklerini de degistirmesi nedeniyle, timinin guaninle veya
adeninin sitozinle giﬂljer olusturmasi olanag: daima vardir (75-76).

DNA molekiiliiniin, bir protein igin olan kodlarinin bir pargasinda eger bir bazin
yerine bir baska baz ﬁgegerse, bu genin transkripsiyonu sonucu olusacak mRNA' min
yaptsina hatali bir baz katilacaktir ve sonucta DNA' da yer degistiren bazlar protein
sentezinde yer degiétiren aminoasitlerle sonlamr. Bu mutasyona 'yanliy anlamh
mutasyon' denir. Baziende yer degistiren bazlarin etkisi sonucu mRNA molekiiliiniin

ortasinda bir stop (anlamsiz) kodonun meydana gelmesiyle fonksiyonel bir proteinin
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sentezi engellenebilir ve éroteinin yanlizca bir fragmenti sentezlenmis olur. boyle
mutasyonlara 'anlamsiz mutiasyon' denir (38,39).

b) Gendeki bir bazin aradan gkmas: veya yeni bir baz ¢iftinin yapiya
girmesi: DNA molekiilii iginde bir niikleotid' in yapidan ayrilmasina 'delesyon’, yapiya
katilmasina 'insersiyon’ den%r. Ornegin; benzopiren, endistriyal baca kurumlari, sigara
katram ve aflatoksin, besinlerde ve hayvansal iiriinlerde bulunmugtur. Bu maddeler
DNA' dan baz ¢ikanr yada DNA' ya baz ekleyerek nokta mutasyonuna sebep olurlar.
Nokta mutasyonu gecirmis bir genin kontroliinde olan bir polipeptit zincirindeki
aminoasit siralanmasi, soz %konusu bolgeden sonra tamamen degisecektir. Boyle bir
degisiklik, sentezlenen protein molekiiliiniin yapisinin ve bazi fonksiyonlarinin timiyle
bozulmas: sonucunu dogurur (75).

2) Gende birden fazla baz ¢iftini ilgilendiren degisiklikler: Bir bagka baz ¢ifti
mutasyonlan da 'gergeve kéymas1 mutasyonlan' (frameshift mutation) dir. Burada bir
yada birden ¢ok niikleotit éiftleri DNA' dan kopar (delesyon) yada DNA' ya eklenir.
(insersiyon). Bu durum ige okunan ¢ergevenin translasyonunu degistirir. Boylece
translasyon sirasinda tRNA' larin tamdii tglii baz dizileri degisir. Ormegin, bir genin

ortasina bir nikleotit ¢ifti' nin girmesi, bu bolgeden asagida (down stream) birgok

aminoasitte degisiklige yol agar. Cergeve kaymasi mutasyonlarinda hemen hemen her
zaman uzun mesafede yanhs anlamli ve inaktif protein uretilir yada en sonunda bir
anlamsiz kodonun translzisyonu sonlandirmasi ile protein sentezi durdurulabilir

(38,39,78,79).
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1.2. Mutasyonlarin Genetik Calismalarda Kullanim

Mutasyonlar, genetik analizler igin ¢ok faydahidir (79), dolayisiyla biyolojik
proseslerin olusum m;ekanizmalarlmn agiklanabilmesi i¢in mutasyonlar yogun bigimde
kullanilmiglardir. Met?abolizma, cok sayida enzimin katalize ettii reaksiyon zincirleri
aracilig ile gergeklesi%r. Soz konusu enzimleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar, DNA
izole edilerek ve inceleyerek, olusum yolundaki asamalar zinciri genellikle
belirlenebilir. Uygun b1r mutasyon, tek bir polipeptidin aktivitesini elemine ettigi igin
mutasyonlar biyolojikj proseslerin ayrintilt bir bigimde incelenmesi i¢in son derece
gliclii bir aragtir (83).

Mutasyonlarla; ilgili herhangi bir aymimin ilk evresi mutant izolasyonudur.
Belirli bir organizménln bilinen bir karakteri ile ilgili ¢aligmada, bu karakter
bakimindan segici o#m olusturularak mutantlanin ayrilmasi saglanir ve mutant
karakterlerin fonksiyonu besi ortamina ilave edilerek biyolojik siiregte 6zgiil hiicresel
etkiler gozlenebilir (84).

Mutajenik aj anjlar mutasyon ayirimiyla ugragan genetikgiler i¢in giglu araglardir.
Bu gibi aragtirmalarda kullamlan mutajenler ile istenilen tipte mutasyonlar
yonlendirilebilir. Bu sekilde mutajenlerle muamele edilerek mutant soylar olusturulan
tirlerden bazilani sunlardir, Neurospora, E.coli, Salmonella, Saccharomysses, ¢esitli
bakteriyofajlar, Drosophila tirleri vb. (79), ayrica ﬁiksek yapili bitki ve hayvanlar da
bu amagla kullamilabilmektedir (79,83,84). Mutasyon ¢aligmalarinda transposibil
elementler de kullamilmaya baglanmistir. Bu elementler genom iginde bir pozisyondan
digerine hareket edérler ve kromozom kopmasi gibi genetiksel degisikliklere

(mutasyonlara) yol ajg:arlar Bir transposibil elementin bir gen igine aktariimasiyla
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olusturulmug mutasyonlarda, bu elementler lokal igaret olarak is gorirler. Bu isaretler

yardimt ile mutant genler kolajyca tespit edilebilirler (74, 79,83,84).

1.2.1. Salmonella typhimuriqm' ﬁn genetik ozellikleri

Bakteri mutantlari, békteri genetiginin en onemli ve vazgegilmez araglandir.
Mutajenik madde ve etkenleﬁri kullanarak mutant izole etme gansi arttirilabilir. Bazi
etkenlerle, bakteri genlerinin: %1' inde bakterinin canliligin etkilemeyen mutasyonlar
olusturulabilir ve bazi mutajé:nler kullanilarak 10710 kadar olan spontan mutasyon
orani %3' e kadar yiikseltilebilir. Bilinen mutajenlerin hig biri diger genlerin mutasyon
oramim arttirmaksizin belirli bir genin mutasyon oranini yiikseltmezler. Fakat bazen bazi
seyrek DNA bolgelerinin muiasyon oranlart diger genlere gore ¢ok yiiksek olabilir. Bu
bolgelere 'hot spots' (sicak bolgeler) denir. Bazi mutajen maddeler bu bolgeleri spesifik
bicimde etkilemektedir (3 8,35,74-81).

S. typhimurium' un ¢embersel DNA' s1 Sekil 1.1, de goritlmektedir.
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Yapilan bu ¢aligmada kullanilan bakterilerinin genotip ozellikleri asagidaki tabloda

gosterilmektedir.

Tablo 1.1. Mutajenite testinde kullanilan Salmonella typhimuriumun mutanat suslarinin

tagidiklar: genotip ozellikleri.

Mutant suglar | Histidin Lipopolisakka | DNA Onanm | R-faktor Mutasyon
Mutasyonu L rit LPS bolgeleri

TA97 HisD6610 ‘Rfa DuvrB + CCC’nin +4
3 yakininda

TA98 HisD3052 ' Rfa DuvrB + C nn -1
3 yakiminda

His D6610: Histidinjol dehidrogenaz enzimini kodlamaktadir, his D6610 tipi

mutasyon, His D" geninden kodlanan bu enzimde meydana gelen bir mutasyondur,

mutasyon bolgesinde 6 sitdzinin birikmesine neden olan sitozin fazlaligi vardir. Bu

sebeple cerceve kaymasi tipinde bir mutasyondur ve gergeve kaymasi mutajenlerin

teshisinde kullanilir. Birikniis sitozinlerin yakininda birbirini takip eden -G-C- baz

giftlerinin olusturdugu, bir ikinci sorumlu bolge' ye de sahiptir. Bu mutasyon tipine

sahip olan TA97 susu, TA1537 ile hemen hemen aym genetik 6zellige sahiptir ve bu

sustan gelistirilmistir. Fakat ilave olarak pKM101 plazmidi igerdigi igin, gergeve

kaymasi1 mutajenlerine karst daha hassas hale gelmistir (6,33,37,55,63,65,68,70).

His D3052: His D+% geninde meydana gelen (-1) gergeve kaymast seklinde bir

mutasyondur ve nikleotid eksikligi His D-geni 1ginde 8 defa tekrarlanan

-GCGCGCGCGC-

- -CGCGCGCGCG- bolgesindedir.
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Bu nedenle TA 98 daha ¢ok gergeve kaymas: tipi mutasyonlara sebep olan
mutajenik/kanserojenikf kimyasallarla his* hale dénistiralir (6,33,37,55,63,65,68,70).

Rfa: Bu mutaéyon bakterilerin yiizey tabakasindaki lipopolisakkarid duvarda
kismi hasara sebep olur ve normal hiicre duvarindan gegemeyen biiyilk molekiillere
karg1 gegirgenligi arttirir (6,33,37,55,63,65,68,70).

uvrB: Bu mu';asyon, DNA kesme onarma sistemi igin kodlanan bir genin
delesyonuna neden ol@r, sonugta bir ¢ok mutajenin teshisinde duyarhlik son derece
artmug olur. wvrB* ig:irjlde normalde, chl (nitrat rediiktaz enzimini kodlayan gendir) ve
bio (biyotin sentezinden sorumlu bir enzimi kodlar) genleri de bulunur fakat AwvrB
geni’ nin delesyonu glrasmda istenmeden chl ve bio genleride ¢ikarilmig olur. Bu
sebepten  dolayr  bakteri gelismesi i¢in  biyotine' de ihtiyag  duyar.
(6,33,37,55,63,65,68,7;0).

R faktor (+) pKM101 ampisilin direnglilik geni tagiyan, hiicrede ¢ok sayida
bulunan bir plazmid' dir. Bu plazmidin hiicrede bulunusu, bu hiicrelerde normalde
bulunan, hata frekans1j yiiksek olan error- prone DNA onartm mekanizmasim aktif hale
getirir. Bu nedenle de kimyasallarin etkisi ile veya spontan olarak mutasyonlarin

artmasina neden olur (6,3 3,37,55,63,65,68,70)

1.3. Mutasyon Olusturan Faktorler (Mutajenler)

Temel olarak rjnutasyon olusturabilen faktorler ii¢ ayr grupta; fiziksel, kimyasal
ve biyolojik olmak ﬁziere sinuflandirilabilir.

Fiziksel etmefnler arasinda ultra viyole (UV) ve X iginlart sayilabilir. DNA

molekiilleri 250-2601jmm olan UV iginlarint spesifik olarak absorbe eder. Bu isinlara
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maruz kalan DNA molekﬁjllerinde mutasyonlar olusur. UV 1sinlanindan daha g¢ok
pirimidin (timin ve sitozin) bazlari nin etkilendigi goriilmigtir. X 1ginlarinin da UV' nin
etkisine benzer bir etkiyle mL%ltasyona sebep oldugu bilinmektedir (74-79).

Biyolojik mutajenlejr olarak viriisler ve transposibil elementler bilinmektedir.
Viriis genomu konak hiicrelerin DNA' sina girdiginde kendi DNA' sindan da bazi
genleri konak DNA' ya a;ktarmakta veya ayrilirken beraberinde bir pargayr da
gotiirmektedir. Bu da konak DNA' nin genetik yapisim1 degistirdiginden dolay: bir
mutasyon olarak kabul edilebilir (39,74-80). Cok ¢esitli organizmalarda cesitli
mutasyonlardan meydana éelmesinden transposibil elementlerin sorumlu olduklari
hakkindaki stipheler anmakt?.dlr. Bu elementler genom iginde bir pozisyondan digerine
hareket ederler ve kromozom kopmasi gibi genetiksel degisikliklere yol agarlar. Bazen
bu elementler DNA mole%kﬁlleri arasinda rekombinasyona aracilik ederler. Bir
transposibil element bir kromozoma girerken o kromozoma farkli bir parga
ekleyebilecegi gibi, oradan;bir pargayida alip bagka kromozomlara ekleyebilir. Bu
elementlerin  6nemi; rek?ombinasyon caligmalarinda ozel bazt elementlerin
transpozisyonunu uyararakj dogal mutasyon oramm arttirilabilir. Bir transposibil
elementin bir gen igine aktzjlrllmamyla olusturulmug mutasyonlarda, bu elementler bir
'landmark’ (lokal isaret) ola%rak ig gorarler. Bu genler ise 'etiketlenmis genler' olarak
adlandirilirlar. Bu isaretler? yardimi ile mutant genler kolayca tespit edilebilirler
(74,79,84). |

Kimyasal mutajenlér: Etki bigimlerine gore 5 alt grupta ingelenebilir.

1. Baz analoglan: Bu molekiillerin, molekiil yapilar: niikleik asitlerdeki pirin

ve pirimidin bazlarina ok benzerler. Bu sebeple bu maddelerin mutajenik etkileri DNA
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replikasyonlarinda ohglsan kimyasal degisim olarak gozlenebilir. DNA replikasyonu
sirasinda, zincire eklenecek normal bazlarin yerine baz anologlarinin eklenmesi, DNA
yapisinda bulunan hidjrojen atomlarinda pozisyon degisikligi sebebiyle ¢ok sayida yanlis
eslesmis bazin olusun;u ile sonlanir. En ¢ok bilinen baz anologlarindan birisi bir timin
anologu olan 5-Bromo-urasi! (BU)' dir. DNA molekiiliinde timin gibi davranarak adenin
bazlarinin kargisina baglanir. Bu mutasyon tipine 'transisyon' denir.

Bir digeri ise: adenin anologu olan 2-aminopurin olup, hemen hemen aym
mekanizmayla DNA' da mutasyon olugturur. Amino formda iken timinle eslesir.
Nadirende imino formjda olur ve sitozinle esleserek A-T ciftlerinin olacag: yerda AP-C
giftleri olugur. Ikinci bir replikasyonda ise G-C giftleri, A-T giftleri ile yer degistirir.
Baz anologlan bakteli‘i kiilturlerine ilave edildiginde sentezlenen DNA' min yapisina
girerler ve ilk replikas&onda ¢ift yonli transisyona neden olurlar (38,39,75,77,80).

2. DNA' da baz degistiren maddeler: Bu molekiiller dinlenme halindeki DNA'
mn yapisina girerek bazlarim degistirirler. En onemlileri Nitroz asiti (HNO2)' dir.
Dogrudan dogruya DNA bazlarinda amino gruplanm ¢ikarirlar ( deamine eder) ve baz
sirasint  degistirirler. . Ornegin; boyle bir etki adenini hipoksantine gevirebilir.
Hipoksantin sitozinle iézgﬁl olarak baglamr. Ilk replikesyonda sitozin bazlar1 guaninle
esleseceginden A-T gijﬂleri yerine G-C g¢iftleri gelecektir. Nitroz asiti adenin ve sitozin
iizerine ¢ift yonlii trénsisyon seklindedir. Hidroksilamin ise sadece sitozin Uzerine
spesifiktir. Sitozini séldece adenin ile eslesecek sekilde degistirerek, A-C iftlerinin
olusumuna neden oluir. Sonraki replikasyonda adenin, timinle bag yapacagindan G-C

giftleri yerine A-T ciftleri gelir (38,39,75,77,80).
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3. DNA' dan baz cljkaran maddeler: En onemlileri alkilleyici maddelerdir.
Kiikiirt, nitrojen mustard, etilenoksit ve daha az toksik olan etil-metan-siilfonat (EMS)
bu gruba girer. Alkilleyici n‘jladdeler spesifik olarak guaninin N7 pozisyonunu etkiler.
Bu etki sonucu DNA' daki dé:oksiriboz bag1 gevser ve 7-alkil guanin DNA' dan aynilir.
Sonugta, DNA' da olugan pl;ﬁrin bosluguna 4 bazdan herhangi birisi gelebilir. Hem
transisyon hemde transversiyjon tipi mutasyon gorulur (38,39,75,77,80).

4. Akridin boyalali'lz Bu maddeler genellikle C-G...A-T veya A-T..T-A
seklinde transversiyonlara yol agar. Akridin mutasyonlar1 diger transversiyon
mutasyonlarindan farkli olargak daima gen fonksiyonlarinin tiimiiyle kaybolmasina yol
acar. Birden fazla baz ¢ifti iceren DNA segmenti gen yapisindan gikar (delesyon) yada
uzun DNA segmentleri gen ;yap1s1na girer (insersiyon). Akridin boyalarinin mutasyona
yol agtiklari noktalar DNA 6zerinde gelisi giizel dagilmistir ve bu noktalara 'hot spots'
(sicak noktalar) denir (38,39,75,77,80).

5. S.0.S. bagimh mfutajenler: Bazi mutajen olan kimyasallar etkilerini S.O.S.
onarim sistemini kullanarafk gosterirler. Bu maddelere 'S.0.S. bagimli mutajenler’
denir. Bunlara 4-nitro kuinolin, benzo (a) piren, aflotoksin, UV 1181 6rnek verilebilir.
Mutajenler birden fazla ba.f121 etkilediginde yanlis eslesen bazlarin miktar artacag igin
replikasyon engellenecektiré. Bunu engellemek igin S.0.S yolunun uyarilmas: gerekir
(83). .AI'aStlI'lCllaI‘, bitkilerjden izole edilen bitki ekstraktlarinin antimutajen olup
olmadigim S.0.S yontemi iie arastirmiglar, sonug olarak S.0.S' i baskiladig: disiiniilen
kimyasal maddelerin, SOS aktivitesi sonucu meydana gelebilecek mutasyonlart
engelledigi ve ya azaltilttig1, YE' nin (yucca ekstrakti) S.0.S de aktivite gosteren umu

genini baskilayarak mutasybnu azalttif1 tespit edilmigtir (64).
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1.4. Metabolik Aktivasyon

Metabolizma, yasam igin gerekli olan ve organizmada meydana gelen biitiin

kimyasal reaksiyonlarz olarak tanimlanabilir (21). Organizmaya yabanci olan kimyasal
maddelere 'ksenobiyotik' ad1 verilir. Bunlarin organizmadaki kimyasal degisimlerine de
metabolizma denmek’éedir fakat "Biyotransformasyon' bu anlamda daha uygun bir terim
olarak kullaniimaktadir (21).

Metabolizma' nin amaci, ilaglarin daha az toksik hale doniigmesi
(detoksifikasyon = zehirsizlegtirme) ve organizmadan kisa siirede atilmasidir. Bu da
daha polar bilesikléerin olusmasiyla yani biyotransformasyon ile mimkindir
(16,18,40,45,84,85). ﬁiyotransformasyon, ilag etkisinin ortadan kalkmasi, toksisitenin
azalmasi ve ilacin viicuttan daha kolay atilmasi olaylarim gergeklestirir (84,85). Buna
ragmen ilag metabolizma reaksiyonlar1 sadece zehirsizlenme degildir, ¢iinkii bazi
ilaglarin biyolojik aktivitesi metabolitinde de gériilmektedir ve bunlara 'aktif metabolit'
denir. Bu bilesikler bam durumlarda degisik etkiye sahip bir yapiya gevrilebilmektedir.
Kendileri inaktif olﬁp biyotransformasyon sonucu etkili metabolite doniistiriilen
ilaglara 'On ilag' (procimg) denir ve prontosil, kloroguanid, klormezanon, kloramfenikol
palmitat bunlara 6rnek olarak verilebilir (86,87).

Bazi bilesiklérin olusan metabolitleri toksik etki gosterebilir. Ornegin;
organizmada dapsoﬁ, N-hidroksidapson' u olugturmakta ve bu metabolit
methemoglobinemi' ye sebep olmaktadir. Cofu aromatik aminler 6zellikle azoamino
boyalar karsinojenik etkiye sahiptir. Bunlar arasinda tereyag: saris1 olarak bilinen p-

dimetilaminoazobenzén boya maddesi, farelerin diyetine katildiginda karaciger
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timorlerinin olugtugu ve onkojenik etkiden N-hidroksi metabolitinin sorumlu oldugu
bildirilmektedir (86).
Insanlar, endiistriyel ve cevresel ksenobiyotiklerin siirekli olarak etkisinde

kalmaktadir. Ornegin gevremizdeki sularda bulunan polisiklik aromatik hidrokarbonlar

(PAH), dioksinler, alkilitiﬁ bilesikleri, kimya endiistrilerinin her gegen giin artan
uriinlerinden deterjanlar, péstisitler, insektisitler, kozmatik {iriinleri, tekstil boyalari,
nitr6zamin ve aflatoksin ;gibi bilesikler, besinlerle alinan boyalar, antioksidanlar,
insektisit ve fungisit amklgarl, sigara dumani, titsilenmis gidalar, yakma islemiyle
olusan polisiklik hidrokarbci)nlar, (benzo[a]piren,7,12-dimetil[a]antrasen), hava kirliligi
ile alinan bilegikler, farmzakolojik tranler olan ilaglar viicudumuza yabancidirlar
(ksenobiyotik) ve reaksiyo?nlar zinciriyle metabolite edilmeye (zehirsizlestirilmeye)
caligilirlar (4,16,18,40,45,47,68,86,87).

Ilaglarin metabolizrriam, en fazla gesit ve miktarlarda enzim igermesi nedeniyle,
esas olarak karaciger hﬁcrelieri igerisinde olur. Ayrica akciger, bobrek, gastrointestinal
mukoza, barsak lﬁmenindekii mikroflora ve daha az élgiide olmak iizere hemen hemen
biitiin dokular igerdikleri e&imlerle ilag metabolizmasina katkida bulunurlar. Az sayida
ilag (atrakiiryum, penisilin G ve bir 6n ila¢ olan dipiron gibi) non-enzimatik yikilmaya
ugrarlar. Oksidasyon olayiarmm gogu karaciger hiicresinin mikrozomal enzimleri
tarafindan yapilir (86-88).

Enzimatik olay tﬁrléri 'birinci faz reaksiyonlar' ve 'ikinci faz reaksiyonlar' diye
iki ana gruba ayrilirlar. Birinci fazda, ilag molekiiliinde oksitlenme, indirgenme veya
hidroliz (kopma) sonucu polar bir grup olusur. Ikinci fazda, degismeden kalan ilag yada

birinci fazda olusan metjabolitler konjigasyon denilen 6zel sentez reaksiyonlari
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sayesinde endojen bir madde ile (glukuronik asit, siilfat veya metil grubu gibi)
birlestirilerek, suda fa?la ¢oziinen konjugat metabolitlerine donistirilirler (87). Bazi
ilaglarin oksidasyon1a£1, mikrozomal olmayan oksidazlar tarafindan yapilir. Bunlar
arasinda monoamin oksidaz (MAO), diamin oksidaz (histaminaz), ksantin oksidaz vb.

enzimler bulunur. Bunlardan en yaygmn bulunam MAO' dur (86,87).

1.4.1. Mikl;ozomal enjzimler

Karacigerde endoplazmik retikulumda, ilag metabolize edici 'mikrozomal enzim
sistemi' vardir. Bunlar ?hﬁcrede endoplazmik retikulumun diiz kisminda bulunur. In vitro
enzim incelemeleri igfn hiicre homojenize edilirken ER membrani 'mikrozom' denilen
kirecikler halinedéniigir. Mikrozomal enzim sistemine, sitokrom P450' ye bagimh
'karma fonksiyonlu oksidazlar' (monooksidazlar) da denir. Bu enzim sistemi
peroksidazlarin tersiné O, molekiiliiniin yanliz 1 atomunun substrat igine eklenmesini
saglar, o6teki atom isuya indirgenir. Bu olayin kimyasal reaksiyonu su sekilde
gosterilebilir (45,86-85).

R-H+NADPﬁ+PF+02 —» R - OH + NADP" + H,0

Karma fonksiyonlu oksidaz enzim sistemi iginde bulunan en 6nemli enzim, 1
oksijen atomunu RH substratina ileten, bir hem protein olan sitokrom P-450
enzimleridir. Mikrozo%mal enzim sisteminin diger 6énemli bir komplementeri, bir flavo
protein olan NADPﬁ—sitokrom P-450 reditktaz ve NADPH' den sitokrom P-450 ye
elekron tasiyan bir lipjid' dir (sitokrom-b5).

Oksidasyon 1;eaksiyonla.r1nda sitokrom P-450' nin roli soyledir: Ilk asamada

sitokrom P-450 (Fe+3) ile substrat (R-H) arasinda bir kompleks olusur. Bunu, NADPH
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H+ dan bir elektron kopmastyla Fe™' iin Fe' ye doniismesi izlemektedir. Bir kademe
sonra sisteme O, molekiila kjjarlslr. P-450 Fe*? O, haline déniisiir. Bir kademe sonra bir
elektron daha girer. Bu elektronun nereden geldigi tam olarak bilinmemektedir. Substrat
hidroksile edilerek ayrilir, sigtemden bir molekiil su gikar, P-450 (Fe™) halinde yeni bir
reaksiyonda kullanilmak ﬁze;re degismeden ayrilir (86-89).

Substrat ilaglar enzimin ‘hem’ kisminin Fe™" iyonuna baglanirlar. Mikrosomal
sitokrom P450 enzimleri tarafindan yapilan ilag metabolizmasi olaylar: sunlardir (87):
a) Aromatik halkamn hidroksillenmesi
b) Alifatik hidroksilasyon |
c¢) Diger hidroksilasyon olayjlarl
d) N-dealkilasyon, O—dealkiliasyon, S-dealkilasyon
e) Desiilfurasyon (kﬁkurtsﬁzjlenme)
f) (-Metilli aminlerin oksidatif deaminasyonu
g) S-oksidasyon (silfoksid olusumu)
h) N-oksidasyon ve N- hidroksilasyon
Sitokrom P-450 karacigerin endoplazmik retikulum (ER) membranlarinda (mikrozomal
fraksiyon) en yitksek miktarlarda bulunur. Bu membranda bulunan toplam protein
iceriginin %20'si kadardir; Sitokrom P-450 molekiiliiniin, gesitli ilaglar ve diger
ksenobiyotiklere etkili olabilen, genig substrat 6zginliigiine sahip en az 6 tiirii vardir.
Bu tiirlerden biri olan sitokif0m P-4438, Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlarin (PAH) ve
benzer molekiillerin metabolizmas1 igin 6zgiildiir. Bu sebeple bu enzim Aromatik

Hidrokarbon Hidroksilazlari (AHH) olarak adlandinlirlar (16,22,40,45,86-90).



| Cyt —P450
iiriin (R-OH) (Fe™)
hidroksillenmis ’\ / RH (substrat)
substrat |
(ROH) (Cyt — P450) RH + Cyt — P450
(Fe®) (Fe")
.
(R) (Cyt - P450) RH + Cyt — P450
(Fe . OH)" (Fe™?)
: // 02
RH + Cyt — P450 + O,
RH + Cyt — P450
(Fe —0)" /
H,O RH + Cyt — P450 + O,

2H //e

RH + Cyt — P450 . 0,
(Fe*?)

Sekil 1.2. Sitokrom P%lSO tarafindan substratin hidroksilasyonu (Kaynak 85’ den).
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1.5. imidazol ve Fenantro imidozol’ iin Yap: ve Aktiviteleri

1.5.1. Imidazoliin Sentezi ve biyolojik aktiviteleri

Imidazol’iin sentezi: imidazjol en. 90 °C, k.n. 256 °C olan bir bilesiktir. Glioksal,
formaldehid ve amonyaktang elde edilir (Sekil 1. 2). Bu reaksiyonlarda glioksal yerine
disiibstitiie turevlerinin, foﬁmaldehit yerine de baska bir aldehid’in kullaniimas: ile
cesitli imidazol tiirevleri elde edilir (22,91). Bunlar nispeten suda ¢oziinmezler, fakat
DMSO, kloroform, polietijlen, glikol ve polietiloksilat, kastor yag1 gibi organik

gozicilerde ¢oziinirler (22,?2).

N H

CH —— CH
s 5

Sekil 1.3. Imidazoliin genel formiili

Biyolojik aktivitele;'i: Imidazol, birgok kompleks organik bilesigin yapisinda
oldugu gibi basit bir heterosiklik molekiildiir. Bu madde, suda kolay ¢oziilir ve agiz
yoluyla alindiginda, gastroijntestinal yoldan 'hidantoin' ve daha sonrada 'hidantoikasit'
olusur. Hidantoin, hidantoikasit ve degismeden kalan imidazol, iire ile birlikte digan
atilir. Bakteriyal metabolizma sonucunda imidazol'den N-asetil imidazol olusur.

Imidazol' iin pKa degerf 7 civarindadir. Bu o&zellik, imidazole fizyolojik PH
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seviyelerinde hem pjroton alicist hem de vericisi olma niteligi kazandirmaktadir.
Imidazol disiik akut '%oksisiteye sahiptir ve fare de oral LD50 degeri 1.88 g/kg oldugu
rapor edilmigtir (14).

Imidazol yapisina; vitaminlerde, hormonlarda ve niikleikasit yapisina giren
bazlarda dogal olarak% rastlandig: gibi ¢ogu bitkilerde alkoloid yapisina girerek bitkiyi
olumsuz kosullara ka?sl korumay1 da saglamaktadir (22,91,92). Onemli bir imidazol
turevi, hayat i¢in gergkli bir aminoasit olan histidin (4-imidazolilalanin)' dir. Bunun
dekarboksilasyonu ilé viicuttaki ¢esitli dokularda ve organlarda bulunan 'histamin’
olusur (14). Cesitli hajlyvan ve bitki tiirleri histamin (4-imidazoliletilamin) sentezleme
yetenegindedir. Histaénin'in cesitli fizyolojik olaylar ile allerji gibi patolojik olaylarda
rol oynadig1 gosterilmistir. Sindirim yoluyla alinmayip da viicuda enjekte edildiginde
cok zehirlidir. Bundah dolay1 viicutta proteinlerle beraber kombine halde bulunmasi
gerekir (91-94).

Imidazoller génis spektrumlu fungistatik ilaglardir. Antihelmantik olarak da
uzun yillar kullamlmigtir. Cilt ve mukozalarin mantar enfeksiyonlarinda diger ilaglara
gore ustiinlik gosterirler. Imidazol tirevi antifungal ilaglar, mantar hiicrelerinin
sitoplazma membramndaki ana sterol bilesigi olan ergasterol' Gn sentezini, 14-
metillanosterol' iin desmetildihidrol-anosterol' a doniigiimii katalize eden 14 o-dimetilaz
enzimi mikrozomal %P450 stokromuna bagimhidir. Imidazol tirevi ilaglar P450
stokromunu 6zgiil olarak inhibe eder. Mantarlarin P-450 sitokromu bu tiir ilaglara,
memelilerin bu enzimierine oranla en az 1000 kez daha duyarhidir (22,87).

Imidazol' iin biyolojik aktivitesi ile ilgili yapilmig g¢aligmalardan bazilarn

sunlardir. Vikse ve e{rkadaslarl (57), pisirilmig et ve baliklarda bulunan heterosiklik
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aminlerden olan 2-amino-3§—metilimidazo[4,5-f] quinolin (IQ) bilesiginin mutajenik
aktivitesini Ames testi ile arastirmiglar ve gesitli pozisyonlarinda pridin N atomu igeren
IQ bilesiklerinin titm po%isyonlarmm Salmonella {izerine yiiksek mutajen etki
gosterdigini  bulmuslardir. Bu maddelerin DNA' ya baglanmalar, sitokrom P450
enzimlerinin hidroksillemesi sonucunda gergeklesmektedir.

Benzer bir calismada, pisirilmis besinlerden izole edilebilen 2-amino-6-
metildiprido[1,2-a:3,2-d] imidazol (Glu-P-1), 2-amino-3-dimetilimidazof4,5-f] quinolin
(I1Q), 2-amino-1-metil—6-fénilimidazo[4,S-ﬂ quinolin (MelQ) ve daha birgok
heterosiklik aminlerin mutaienik aktiviteleri, bakteriler ve transgenik kemirgenlerde in
vivo mutajenik testler karsliastlrxlmak arastirilmig ve sonugta, saydigimiz bilesiklerin
bakteriyal test sistemlerinde daha mutajenik sonuglar verdikleri Josephy ve arkadaglart
(18) tarafindan bulunmus’cqr. Bu bilesiklere gesitli sekillerde maruz kalindiginda, bir
dizi biyokimyasal mekanizn;a sonucu mutajen ve kanserojen etki olusturdugu ve S.0.S.
sistemin wmu genleri'ni uyarfarak DNA hasarlarina yol agtiklari gorilmiistiir.

Forster ve arkadaglari tarafindan (14), imidazol ve onun metabolitleri olan
hidantoin, hidantoik asit ve bakteri metabolizmasi sonucu olugan bir metabolit tirlin olan
N-asetil-imidazol, hiicre kiilturiindeki UDS yonteminde, transformasyon yonteminde ve
Ames yonteminde test edilnjlis ve sonug olarak imidazol ve onun metabolit tirtinlerinin
her ti¢ testte de negatif sonuglar verdigi.rapor edilmistir.

Bir bagka gahsmada? ise oksidatif tip (renk agici) sag¢ boyalan ve pestisitlerin
formiillerinde bulunan ve 1iﬁmgusi’c yapiminda kullamilan, fenilendiamin' in gesitli
bilesiklerle reaksiyonu sonucu olugsan, metil [1-[(butilamino) karbonil]-1H-

benzimidazol-?.-yl]karbametj ve metil 2-benzimidazol karbamet bilesiklert Salmonella’
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nin ¢esitli suslan ile ;Ve bitkisel metabolik aktivasyon solusyonu (Nikotinia tobako
bitkisinden hazulanmlzs) varlifinda test edilmistir.. Sonug olarak bu bilesikleri igeren
sa¢ boyalarn, pestisit ve fungisitlerin hammaddelerinin bakterilerde yiitksek mutajenik
etkiye sahip olduklar gorulmusgtiir (63).

Debnath ve arkadaglari, 30 adet imidazol tiirevi nitro bilesiklerinin ve igerdikleri
nitro gruplarimn metz;bolik aktivasyon sonucunda DNA' ya baglanma affinitelerinin
arttigini ve mutasyona sebep olduklarimi bulmuslar (73).

Bir methmidaiol tiirevi Salmonella’ mn iki susu (TA 98 ve 100) kullamlarak bir
deniz midyesi olan Mytilus galloprovincialis' den hazirlanan S9 fraksiyonu varliginda
Britvic ve arkadaglar (47) tarafindan test edilmig. Sonug olarak methimidazol tiirevinin
TA 98 susunda yﬁksekj mutajenik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.

Bagka bir gahsjmada' da aneorobik bakteri ve protozoalar tizerinde etkili oldugu
bilinen 5-nitro imidaiol tirevi ilag olan metronidazol (MNZ) ve tinidazol (TNZ),
Salmonella’ nin TA er YG suglari ile test edilmis ve MNZ ve TNZ' nin benzer yiiksek
mutajenik aktiviteye sahip oldugu bulunmugtur (66).

Ayrica baz1 imidazol tiirevleri (IQ, MelQ, PhIP ve aflatoksin BI(AFB1) gibi)
pozitif mutajen olarak%kullamlarak, baz1 molekiillerin antimutajenik etkisi Ames testi ile
aragtinlmigtir. Cesitli imidazol' ler ile uyarilan mutajenik aktiviteyi besin koruyucusu
olarak kullanilan arakidonik asitin inhibe ettigi bulunmugtur (67). Aym konuda yapilmig
bir diger galismada Ito ve Sirai (96), Heterosiklik imidazol bilesikleri ile uyarilmig
mutajeniteye kargt 1-o-hexyl-2,3,5-trimetilhidroquinon (HTHQ) ve diger bilinen ve yeni
bulunmus lipofilik anfioksidantlarln antimutajenik etkisini Ames testi ile aragtirmiglar.

Yen ve Chen (97)' de éym yontemle gesitli gay ekstratlarinin ve yapraklarimn igerdikleri
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katekin, kafein, folik asitli bilesikler, askorbik asit, (karoten ve tokoferoller' in
antimutajenik aktivitesini aragtirmigtir. Bunun i¢in, yine heterosiklik imidazol bilegikleri

ile bakteriyal mutajenite uyariimigtir.

1.5.2. Fenantro imidazol’ lérin genel ozellikleri
Fenantroimidazol bilesikleri, Isikdag ve Ozdemir (95) tarafindan fenantrakinon
bilesiginden sentezlenmistir; Bu bilesiklerin fizikokimyasal parametreleri ile spektral

analizleri de ayrica yapllmlsflr.

Sek.il 1.4. 2- Siibstitiie fenanﬁtro imidazol' iin genel formiilii (Kaynak-95 den).
Mutajenitesi test ediiien bes ayr fenantro imidazol tiirevi, Anadolu Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya anabilim Dali' nda Prf. Dr. Ilhan Istkdag' dan
saglanmigtir. Kimyasallan 3962mek icin dimetil siilfoksid (DMSO) kullamlmis ve
10ug/plak, 100pg/plak, 500ug/plak, 1000ug/plak,, 2500ug/ plak olmak tizere bes ayri

dozdaki ¢ozeltileri hamrlanrjmstlr..
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Tablo 1.2. Mutajenitejsi aragtinilan kimyasal test maddelerinin isimlendirilmeleri ve

kimyasal formiilleri

1. Madde (2-Metil fenantroimidazol)

s

CHj

2. Madde (fenantroimidazol)

:3. Madde (2-(4-Metoksi fenil) fenantroimidazol)

H




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

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

I
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2. MATERYAL VE METOD
2.1-Materyal |
2.1.1. Kimyasal maddeler

4—Nitro-o-fenilendiamin (Aldrich), S9 tabletleri (Boehringer Mannhem), sitrikasit
monohidrat, K2HPO4, Sodyumhidroksit (Codex Carloerba), Bacto agar (Difco),
MgS04.7H20, NaHHNH4 (PO4.4H20), L-Histidin HC1 (F.W.191.7), Sodyum azid, 2-
Aminoflurene, KCl, NaCl j(Merck), Nutrient Broth No: 2 (Oxoid), D-Biyotin (F.W.247.3),

Ampisilin trihidrad, 3-Meﬁ1kolantren, (Sigma)’ dan temin edilmigtir.

2.1.2. Salmonella typhimticrium test suslari

Deneyde, Prf.Dr.j Ames ve arkadaglar: tarafindan, Salmonella typhimurium LT2
atasal susundan in vifro mutasyonlarla gelistirilmis TA97 ve TA98 suslar1 kullamlmistir.
Bu suglar Dr. Bruce N Ames (Kaliforniya Universitesi Berkeley,CA.,USA) den
saglanmigtir. Bu iki sus, Ames ve arkadaglani tarafindan, Ames testi igin gerekli olan
orjinal mutasyonlara ildve olarak kazandirilan bazi ozellikler ile cergeve kaymasi

mutajenlerine kars1 daha hassas hale getirilmigtir.

2.1.3. Test maddeleri (d;)zlarl ve hazirlanisy)

Bu ¢aligmada 5 ayr1 2-substitie 1H-fenantro (9,10-d) imidazol bilesiginin
mutajenik etkileri Ames / Salmonella | Mikrozom test yontemiyle arastirilmigtir. Test
maddeleri fenantroimida;ol’ iin bes ayn tirevidir ve Prof. Dr. Ilhan Isikdag (Anadolu
Universitesi Eczacilik Fakﬁltesi Farmasétik Kimya Anabilim Dali ogretim  iyesi)

tarafindan sentezlenmistir Isimleri sirasiyla, 2-metil fenantroimidazol, fenantroimidazol, 2-
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(4-metoksi fenil) fenantro ifnidazol, 2-(3-kloro fenil) fenantroimidazol ve 2-(4-kloro fenil)
fenantroimidazoldiir. Bu maddeler dimetil silfoksit (DMSO) iginde ¢oziilmiisler ve oda
stcakliginda saklanmlslardlf. Uygulanacak dozlan belirlemek i¢in maddelerin 10pg/plak,
100pg/plak, 500ug/plak, 1000ug/plak, 2500pg/plak ve 5000ug/plak konsantrasyonlar:
hazirlanip bakteriler ﬁzerinde denenmig ve 2500 pg/100ul konsantrasyonunun tizerindeki

konsantrasyonlarin toksik etki yaptig: gorilmiistiir.

1.2.4. Deneyde kullanilan ortamlarmn icerikleri ve hazirlanmalari
(50X) Vogel Bonner Medium

Kullanim: MGA ve HBA (master) plaklari

MgSO4.7H20................ - 10g
Sitrikasit monohidrat........ e 100g
K2HPO4. ... oo 500g
NaHNH4(PO4.4H20)............ 175g
Distile su (45C).............. ....670ml

Maddeler yukarida yazildiklari sira ile suyun igine eklenir, daha sonra hacim 1lt” ye

tamamlanir. 1litrelik 2 kaba bolinerek 121 °C de 20 dakika stireyle otoklav edilir.

(0.5mM) Histidin /Biyotin soliisyonu
Kullanim: Mutajenite deneyi (100ml top agara 10ml olarak)
D-Biyotin (F.W.247.3)..........30.9mg
L-Histidin. HCI (F.W.191.7)...24.0mg

Distilesu. ... ... 250ml
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Biyotin suyun kaynama noktasina kadar isitilarak ¢oziiliir, daha sonra histidin ilave edilip

otoklav edilir ve +4 °C’ de saklanir.

(%0.8/0.02NaOH) Ampisilin soliisyonu

Kullamim : Ampisiline direng kontrolii ve HBA plaklari hazirlanmast

Ampisilin tribidrat... ...........08g

0.02M sodyum Hidroksit. ....100ml

Ampisilin trihidrat, 0.02 M NaOH iginde ¢o6ziiliir ve sterilizasyon igin 0.22mp ¢aphi

filtreden gegirilir ve +4 OC% de saklanir.

(% 0.1) Kristal viyole

Kullanim:rfa mutasyonu’nLl denemede
Kristal viyole................ ..0.1g
Distilesu..................... ?OOml

Boya ve su karngtirilir ve solusyon 151k gegirmeyen bir kaba konup+4°C de saklanr.

(%0.13) Biotin cozeltisi

Kullanim: Genotip kontroli ve HBA plaklar: hazirlanmast
D-Biotin..........,...........1.0.65mg
Distilesu..................... ...50ml

Biyotin suyun kavnama noktasina kadar isitilarak ¢oziiliir ve otoklav edilir. |
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(%0.5) Histidin ¢ozeltisi
Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklar1 hazirlanmasti
L-Histidin. HCl (F.W.191.7)............... 2g

Distile su......ooii il 400ml

(%40) Glikoz ¢ozeltisi

Kullanimi: MGA ve HBA plaklari hazirlanmasi
Glikoz.. .» ..................... e 40g

DISHLE SU. ..o 100ml

Glikoz distile su iginde ¢oziilerek otoklav adilir ve 0-4 °C de saklanir.

(0.1pg/ul) Sodyum Azid ¢ozeltisi
Kullanim:pozitif kontrol
1.0mg/petri bagina olmak iizere distile suda ¢oziilerek kullanilir. TA97 susu igin

S9 kangimi gerektirmeyeﬁ kimyasaldir. 0-4 °C de saklanr.

(2pg/pl) 2-Aminofluorene (2AF)
Kullanim:pozitif kontrol
1.0mg/petri bagina olmak iizere dimetilsiiloksit” de (DMSO) ¢ozilerek kullamilir. S9

karigimi gerektirmeyen kimyasaldlr. 0-4 °C de saklanir.
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(2ng/ul) 4-Nitro-o-Fenilendiamin (NPD)

200ug/petri olmak izere bMSO da ¢ozilerek kullanilir. TA 98 susu i¢in S9 karigimi
gerektirmeyen kimyasald1rj.0da 1s1sinda saklanir.

(%6.4) 3-Metilkolantren

Kullanim: metabolik aktivasyonun hizlandirilmasi

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

Misiryagi..........coooiii.. Iml

(80mg/kg olmak tlizere) misir yaginda ¢oziilerek 0.5ml itraperitonal olarak enjekte edilir.

(0.15M) KCI ¢odzeltisi

Kullanim:mikrozom izolasyonu

Distile su.........................1000m!
KCI, bir miktar distile suda ¢ozilir ve toplam hacim 1000ml’ ye tamamlanarak otoklav

edilir ve +4 °C’ de saklanir.

Top agar

Kullanim: Mutasyon deneyi

Agar... ...l 6g
NaCl...........o 5¢g
Distile su.................... 1000ml

Agar-su ve tuz manyetik karisticida isitilarak ve karistrilarak ¢oziliip otoklav edilir.



Histidin/ Biyotin plaklar1 (HB Agar)

Kullanim: Histidin gereksiﬁim deneyi

Agar ... .. 15g
%40 glikoz........................... 50ml
histidin HC1LH20O............ ....... 10ml
(2g/400m1.H20)

0.5mM Biyotin....................... 6r.nl
Distile su......... ...... 914ml

38

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

tuzlar1 ve histidin gézeltisii eklenir, solusyon biraz daha soguduktan sonra biyotin eklenir,

karistinp petri kutularina 30ml olarak dagrtilir.

Histidin/ Biyotin/ Ampisilin plaklar1 (HBA Agar)

Kullanim: Ampisiline direnglilik testi ve ‘Master Plate’ hazirlanmasinda

Agar . ... 15g
Distilesu. ... 910m!
50xVBtuzlan.................. 20m]
%40 glikoz........................... 50ml
histidin HCLH20.......... T 10ml
(2g/400ml1.H20)

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

(%0.8/0.02NaOH) Ampisilin....3.15ml
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Agar ve su. otoklavlanir, 45°Cye sogutulup %40 glikoz, 50x VB tuzlari ve histidin bu sicak
solusyona eklenip kanstirilir ve biraz daha soguyunca biyotin ve ampisilin eklenip plaklar

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

Minimal Glikoz Agar Plaklari

Agar ... 15g
Distilesu..........c....cooinn 930ml
S50XVB...oooiii 20ml
%40 glikoz...................... 50ml]

Agar ve su 2 1t’lik kapta kangtirlip ¢oziliir ve otoklavlamr, 45°C ye sogutulup %40 glikoz

ve 50 xVB tuzlari eklenip petri kutularina 30ml olarak aktarilir.

Nutrient Agar Plaklan
Kullanim: Gecelik kiiltiirin m1’sindeki bakteri sayisin1 bulma ve genotip kontrolii

a)kristal viyole b) UV ye duyarlilig

Oxoid nutrient brothno 2............ 25g
Agar.......oooii 15¢g
Distilesn. ... 930ml

Agar, broth ve su 2 1t’lik kapta kanstirlip otoklavlanir ve petri kutularina 30ml olarak

aktanlir .

Nutrient Broth sivi kiiltiir ortami

Kullanim:Bakterilerin Gecelik kiiltiirde buyttiilmeleri
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Oxsoid nutrient brothno: 2................... 5g
Distile su..................... e, 200ml

Broth ve su kanstirlip otoklavlanir ve +4 °C’ de saklanur.

S9 karisimi
Ticari olarak alinmig SO tabletleri (1 tablet igin) 14ml distile su da ¢ozilir ve 3ml rat
mikrozomu ilave edilip toplam hacim 20m!’ye tamamlanir, buz iginde (0-2°C) kullanima

kadar muhafaza edilir (kul}anllacagl zaman hazirlanip hemen tiketilir).

2.2. Metod

Bu ¢aligmada, U‘SA’dan elde ettigimiz test bakterilerinin stok kilttrlerinin
hazirlanmasi, bakterilerin ‘genetik ozelliklerinin kontrol edilmesi, Mikrozomal fraksiyonun
hazirlanmasi ve Ames / Salmonella /| Mikrozom testi Maron ve Ames (6)’in yontemine
uygun olarak plak inkorporasyon metodu ile yapilmustir. Deneyler S9°lu ve S9’suz olarak
2 grup halinde galisilmustir. Her doz paralel 3 plak halinde denenmis ve farkli zamanlarda
iki bagimsiz deney yapilmistir. Ayrica pozitif kontrol, solvent kontrol ve spontan kontrol’

ler deneye paralel olarak denenmistir.

2.2.1. Salmonella suslarimn kiiltiirlerinin ve master plaklarimin hazirlanmas

Kagit disklere émdirilmis olarak gelen bakteri kiltirlerinin Histidin Biyotin
Amphisilin (HBA) plaklarina paralel ekimleri yapilip 37°C de 48 saat inkiibasyona
alinmistir. Stirenin sonunda iyi izole olmus bir koloni segilip, 2m! Nutrient Broth (NB)

ortam: icinde siispanse’ edilerek bir gece (12-16 saat) 37°C de inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyondan sonra platih oze ile bir 6ze dolusu sivi kiiltiir ahnmip HBA agar iizerine ¢izgi
ekim yapilarak plaklar 37°C de 48 saaat inkiibe edilmistir. Bu plaklar +4°C de iki ay siire

ile saklanmis ve pasajlar yapilmigtir.

2.2.2. Salmonella suslarinin stoklanmasi ve stok kultiirlerin agilmasi

Test suslarinin uzun stire canliligint ve mutant ézelliklerini koruyabilmeleri igin
stoklanmalar: gerekmektedir. Bunun i¢in HBA agarda iiremis olan Salmonella suslarindan
iyi izole olmus, normal bityiikliikteki bir koloni 6ze ile alimp 2ml NB igeren tiplerde
siispanse edilerek 37°C de, bir gece inkiibe edilmigtir. Bu siirenin sonunda steril ependorf
tip i¢ine 1ml siv1 bakteri: kiiltiirii ve 0.09ml DMSO ilave edilmig ve —20°C de donmasi
saglandiktan sonra ~80°C de saklanmigtir. Kiiltiiriin agilmasi gerektiginde, stok bakteri
kultirit oda sicakliginda eritilip bir 6ze dolusu alarak Histidin biyotin (HB) agar plaklarina
paralel ekim yapilmugtir. 37°C de 48 saat inkiibe edildikten sonra, HB plaklarinda iireyen
bakterilerden iyi izole olfnus bir koloni steril transfer ignesi ile 0.3ml 1X Fosfat Buffer
Salin (PBS) iginde, siispanse edilmistir. Bu bakteri siispansyonu igine steril ekiivyon
(pamuklu 6ze) daldirilip, fazlas: tiip kenarinda sikildiktan sonra HBA plaklarina 4-5 ¢izgi
halinde paralel ekim yapilarak 37°C de 48 saat inkiibasyona birakilmugtir. Inkiibasyon
sonunda master plaklar +4°C de iki ay sireyle saklanmistir yada gerektiginde bu

plaklardan master plaklar yenilenerek deney sirasinda gecelik kiiltiir hazirlanmastir.

2.2.3. Salmonella suglarinin kontrol testlerinin yapilmas:

2.2.3.1. Bakterilerin genbtiplerinin kontrol edilmesi
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Testin gilivenirligi | agisindan test suglarimin orjinal mutasyonlara sahip olup
olmadigini bilmek gerekir. Bu nedenle bakterilerin genetik 6zellikleri bazi testlerle kontrol
edilmigtir.

Histidin gereksinimi kontrolii:

Bakterilerin minimél glikoz agar (MGA) iizerine ekilmeleri sonucu his” bakteriler
his” lerden ayird edilir. Bu amagla NB’ da, bir gece iiretilen bakterilerden MGA ve HB
plaklarina ¢izgi ekim yapilmustir. 37°C de 48-72 saat inkiibasyondan sonra HB plaklarinda
treme gozlenirken MGA plaklarinda iireme gozlenmemistir. Boylece kullanacagimiz
bakterilerin His” mutasyonu’nu tagidid1 anlagiimistir.
uvrB mutasyonu kontrolii:

Bu mutasyon ile békteriler, Ultra viyole (UV) 1ginlarinin neden oldugu replikasyon
hatalarinin diizeltilmesi igin gerekli olan “DNA onarim mekanizmasi’ engellenmigtir ve bu
mutasyonun varligt UV 1sinlarina duyarlilik testi ile tespit edilmistir. Bu test igin, NB’ da
bir gece buyiitiilen bakteri kiiltiirinden 1 6ze dolusu alinip Nutrient Agar (NA) plaginin
tamamina paralel ekim yapilmistir. Plagin yanst (gizgileri kesecek sekilde) plastik bir
plaka ile kapatilip 15 waﬁ giuciinde bir UV lambast ile 33 cm yuksekten 8sn. stire ile
isinlanmistir. Isinlamadan sonra petri kapaklar: kapatilip 37°C de 24 saat inkiibe edilmistir.
Kullanilan UV 15181 dozu; uvrB mutasyonu tastyan bakterileri oldirecek dozdadir. Ciinki
DNA kesme tamir etme mekanizmes: engellenmistir. Bundan dolayr UV’ye maruz kalan
kistmda iireme olmazken,zplastik kapakla kapatilan kisimda normal bir tireme gozlenmistir.

Bu da bize kullanilacak bakterilerin 2vrB mutasyonunu tasidigini gostermistir.
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Rfa mutasyonu kontrolii:

Bu mutasyon bakteri hiicre zarimin lipopolisakkarit yapisinda olusturulmustur ve
hiicre zarinin gegirgenligi; arttirdmugtir. Varligy kristal viyoleye duyarlilik testi ile tespit
edilmigtir. Bu test igin bakteri kiltiiriit NB” da bir gece biiyiitiilen 0.1ml siv1 kiiltiir , 45°C
su banyosunda 1sitilmig 2ml top agar tizerine ilave edilip daha sonra Nutrient agar (NA)
plaklarina dokiilerek plaklara 8 isareti yaptirlmigtir: 10 dk. donmas: beklendikten sonra
plagin ortasina 0.5cm ¢aph steril filtre kagid1 diski yerlestirililip diskin ortasina %0.1” lik
kristal viyole karigimindan 10pl damlatilmigtir. Kagidin boyay1 emmesi beklenilmis, sonra
plaklar 37°C’de 24 saat inkube edilmistir. Inkiibasyon sonunda disk g¢evresinde 9cm’lik
iireme olmayan zon gozlenmistir. Bu zonda, boya maddesi bakterilerin igine kolayca girip
etkiledigi i¢in bakterilerin tiremesini engelledigi igin bakterilerin Rfa mutasyonunu
tasidiklar: anlagilmigtir.

R faktor varhig kontrolii:

Test bakterileriniﬁ igerdigi, R faktor tasiyan pKM101 plazmidlerinin kaybolup
kaybolmadiklari, ampisiline direngliliginin olgilmesi ile tespit edilmistir. Bu amagla,
biyiitilen NB iginde bakteri kultiiri, (%0.8amphisilin / 0.02M NaOH) ampisilin igeren
HBA plaklarina gizgi ekim yapilarak,. 37°C de 24 saat inkitbasyonu sonunda, plazmid
igeren mutant bakterilerin ampisilinli ortamda biiytidiikleri gozlenmistir. Yani bakteriler R
faktor plazmidini igermektedirler.

Spontan olarak geriye dénﬁs sikhgmnin kontrolii:

Mutant bakteri suslarimin kendiliginden (spontan) his’ durumundan his” durumuna

doniigmesi, belirli sinirlar icinde miimkiindiir. Bu sinirlar TA98 i¢in 30-50 revertant / plak;

TA97 icin 90-180 revertant / plaktir. Bu test igin, 37°C de, NB’ da biyutiilen bir gecelik
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kultiirden 0.1ml alinip, 45°C deki su banyosunda sitilan 2ml top agar iizerine ilave
edilmigtir. Daha sonra O.2m1 0.5M histidin-biyotin solusyonu da eklenip test tiipli yavasga
galkalanarak MGA plaklarina yayilmis ve 37°C de 48 saat ikiibe edilerek plaklarda tireyen

koloniler sayilmustir.

2.2.3.2. Siv1 kiiltiiriin ml" sindeki bakteri sayisinin belirlenmesi

Deneyde kullanilan gecelik kiiltiiriin ml’sinde bulunan bakteri sayisin1 bulmak igin
HBA plaklarindan bir koloni alinarak NB iginde siispanse edilmis, ¢alkalamali inkiibatorde
37°C de bir gece inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda, gecelik kiiltiiriin NB ile 10°, 107,
102 103, 10%, 10° ve | 10° olacak sekilde bir dizi seyreltmeleri hazilanmigtir. Bu
seyreltmelerden NA plaklarina 10pl’lik miktarlarda damlatarak ekim yapilip 37°C de 24
saat inkiibe edildikten sonra plaklardaki koloniler sayilmis ve bakteri siv1 kiltiiriiniin
ml’sinde 2.4x10° bakteri oldugu belirlenmistir. .

Ayrica bakteni kiilttirtiniin optik densitesi 650nm dalga boyunda spektrofotometre

ile olgiliip saf kiiltiriin (10%) optik dansitesi 0.165 olarak belirlenmistir (6).

2.2.4. Test Maddelerin Sitotoksik Etkilerinin Saptanmasi

Kullamlan test bilesiklerinin, test bakterileri igin oldiiriici dozunun saptanmasi
amactyla iist agara (top agar ) 0.1ml bakteri kiiltiirii ve 0.1ml test bilesiklerinin degisik
konsantrasyonlari (doz) test tiipiine eklenmigtir. Tiipteki karigim NA plaklarina dokiilerek
plaklar 37°C de 24 saat inkiibe edilmis, inkiibasyondan sonra plaklardaki koloniler sayilmis
ve kontrol plaklari (kimyasal eklenmeyen) ile kargilagtinilarak toksik ve toksik olmayan

dozlar belirlenmistir. Buna gére test bilesidinin 5000ug/plak dozunun toksik oldugu
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bulunmus ve 2500ug/plak, 1000pg/plak 500pg/plak, 100ug/plak, 10pg/plak olmak iizere 5

doz seviyesinde mutajenite deneylerinin yapilmasina karar verilmistir.

2.2.5. Memeli Karaciger Mikrozomlarimin Hazirlanmasi

Test maddelerinin metabolik triinlerinin mutajen olup olmadigim aragtirmak igin
kullamlmas: gereken mikrozom ekstresi wistar cinsi ratlar’dan hazirlanmigtir. Bunun igin
ratlara, oldurilmeden 5 gin once 80mg/kg olacak sekilde intraperitonal olarak 3-
metilkolorten enjekte edilerek mikrozomal enzim artis1 uyarilmgtir (6).

Mikrozom izolasyonuna baglamadan once kullanilan tiim malzemeler steril edilmis
ve 0-2°Cde muhafaza edilmistir. Deneyde kullamlmak iizere 3-metilkolorten enjekte
edilmis olan 200gr aguliginda geng erkek ratlar 5 giinliik siire sonunda boynu kirilarak
(servical dislocation) oldariilmigtir. Ratlar diseksiyon masasinda agildiktan sonra
karaciger zedelenmeden ¢tkarilmis ve net agirligi bulunmugtur. 1gr karacigere 1ml olacak
sekilde soguk 0.15 M KCl ile karaciger yikandiktan sonra lgr karacigere 3ml olacak
sekilde soguk 0.15 M KCI eklenmistir. Karaciger steril pens ve makas yardimu ile kiigik
pargalara ayrilarak ‘Junge kunkel ultra turrax’ marka homojenizator tipiine almnip aynt
marka homojenizatér ile 24000rpm de homojenize edilerek i<oyu pempe renk gorilene
kadar bu iglem tekrar edilmistir. Homojenat, 9000xg’de 0-2°C de 10 dak. “Varifuge 20RF’
marka santrifiijde santriﬁlj edildikten sonra, siipernetant kisim soguk steril ependorf tiiplere
aktanlmigtir. Kontaminasyonu 6nlemek amaci ile homojenat 0.25um ¢apl seliiloz filtreler
ile filtre edilmigtir. Sterilite kontroli i¢in mikrozomal fraksiyondan 0.1 .ml alip NA ve
HBA plaklarina yayma ekim yapilarak plaklar 37°Cde 24 saat ikiibe edilmigtir Kullanilmak

icin ~20°C de saklanmustir.



2.2.6. Metabolik aktivasyon icin yeterli mikrozomal fraksiyonun miktariin tesbiti
(S9’ lu deney igin)

SO kansimi hazirlamak igin ticari olarak satilan S9 mutajenite tabletleri
(Boehringer Mannhem) kuilanllmlstlr. Firma, tablet bagina 2ml ticari mikrozomal enzim
kullanilmasini tavsiye etmistir. Fakat mikrozomal enzimi rat karacigerinden hazirladigimiz
i¢in uygun konsantrasyonu belirlemek amaciyla 4 ayri konsantrasyonu ayri ayri deneyerek
tablet bagina 3ml mikrozomal enzimin ilave edilmesine karar verilmistir. Bu amagla, bir S9
tableti 14ml steril distile su iginde ¢6ziiliip 4 ayri steril corning tiipiine esit miktarda
aktanlmustir (tiip bagina 3.5ml olacak sekilde). Tuplere sirastyla 0.25ml, 0.50ml, 0.75ml ve
1.00m! mikrozomal enzim ilave edilip toplam hacimleri 5m!’e tamamlanmigtir. Bir pozitif
mutajen olan (20pg/100ml) 2-Aminofluoren (bolim 5) ile S9’lu mutajenite deneyi
yapilmistir. Iginde 0.2ml (0,5mM) Histidin-Biyotin solusyonu bulunan 2ml’lik top agar
tiiplerine 0.1ml 2-Aminofluoren, 0.1ml TA98’in gecelik kiiltiiri ve 0.5m! buzda bekletilen
S9 kansgimi ilave edilip ¢alkalanarak 37°C’ deki MGA plaklarina dokilmistir. 15dk.
donmasi beklendikten sonra 37°C’ de 48-72 saat ikiibe edilip plaklardaki his™ koloniler
sayilarak Tablo 3.3’ e kaydedilmistir. Sonugta 1379 revertant/plak olarak en fazla lireme
gozlenen doz olan 0.75ml mikrozom/5ml S9 karigtmi dozu en uygun miktar olarak

belirlenmistir (3ml mikrozom/tablet).

2.2.7. Ames Mutajenite testinin yapihsi
Deneyin amaci, daha 6nceden bilylimesi igin histidin amino asidine gereksinim
duyan oksotrofik suslarin, kullandigimiz test maddeleri ile tekrar histidin sentezleyebilir

(prototrofik) hale doniigmesi temeline dayanir.
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2.2.7.1. 89’ suz (-) deney‘

Bu amagla, iglerine 0.2ml histidin-biyotin ¢ozeltesi ilave edilmis 2” ger m!’lik top
agar igeren deney tﬂpleri‘45°C’lik su banyosunda isitilip iglerine 0.1ml test maddesi ve
0.1ml 12-16 saatlik bakteri kultiri eklenmistir. Tiipler galkalanarak 37°C’ye 1sitilmus
MGA (Minimal glikoz agar) plaklarina dokiilmiis, plaklara hizla 8 isareti yaptirilarak top
agarin plak tuzerine hombjen dagilmas: saglanmugtir. 15dk. donmas: beklendikten sonra
plaklar ters gevirilip 37°C’lik etiivde 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda petrilerdeki koloniler sayilmistir. Deney her doz igin 3 ayn plak olmak izere
hazirlanarak yapilmig, sonuglarin degerlendirilebilmesi igin deneylere paralel olarak
spontan kontrol, solvent kontrol (DMSO) ve pozitif (diagnostik) kontrol olarak TA97 susu
icin 1ug/100ul (NaN3) Sodyum Azid (6), TA98 susu igin, 200ug/100ul (O,NC¢H3(NH2)2)
4-nitro-o-fenilendiamin (6,6,10,15,33,36) kullanilmistir Deney sonuglani standart hata ile

birlikte ortalamalar alinarak Tablo 3.2 ve Tablo 3.3. e kaydedilmistir

2.2.7.2. S9’ lu (+) deney.

Deneyin S9’lu kisminda tablet basina 3ml mikrozomal enzim olacak sekilde SO
karigimi hazirlanmig ve | buz iginde bekletilmistir. Deneyde 45°C’lik su banyosunda
bulunan ve 0.2ml histidiri-biyotin soliisyonu igeren 2ml’lik yumusak agar tiiplerine 0.1ml
test maddesi, 0.1ml gecelik bakteri kiitiirii ve 0.5ml buzda bekletilen S9 kanigimindan ilave
edilmigtir. Tiipler ¢alkanarak énceden 37°C’ye 1sitilmis MGA plaklarina dokilmiis ve
homojen yayilmasi saglanmigtir. 15dk. donmas: beklendikten sonra 37°C’lik etiivde 48-72
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra his® kolonilerin sayimi yapilip

o B 3

standart hata ile birlikte ortalamalari alinarak Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’ e kaydedilmistir.
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Ayrica deneyde TA97 ve TA98’in kendiliginden geri doniis siklift (spontan mutasyon),
solvent kontrol olan DMSO ve porzitif kontrol olarak da her iki sus igin 1g/100ul 2-
Aminofluoren (6,9,10,33,35,41,47-49,54,63) deneye paralel olarak denenmis ve sonuglari

tablolara kaydedilmigtir

2.2.7.3. Sonuglarin degerlendirilmesi

Bu ¢aligmada beg ayr1 fenantroimidazol tiirevinin mutajenik aktivitesi Salmonella
typhimurium’ un TA 97 ve TA 98 mutant suglari ile arastirilmigtir. Her doz, {ig paralel plak
ile aym1 anda test edilmistir ve farkli zamanlarda iki bagimsiz deney yapilmustir. Ayrica,
test bilesenlerinin etkilerinin memelilerin metabolik aktivasyonlar1 sonucunda degisip
degismedigini belirlemek amaciyla S9 fraksiyonu varhiginda da deney aynen
tekrarlanmistir. Sonuglar, standart hatalari ile birlikte ortalamalari alinarak istatistiksel
agidan Student-t testi ile degerlendirilmistir. Bu amagla Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi
Istatistik Boliimiinden alinan ‘SPSS-WINDOWS’ paket programu kullamilmigtir. TA 97
i¢in olan deney sonuglar: Tablo 3.2° de TA 98 i¢in olan deney sonuglar ise Tablo 3.3 de
verilmigtir. Tablolarda, test maddelerinin her doz igin revertant koloni sayilarinin
ortalamalar1 ‘ortalama + stn hata’ seklinde gosterilmigtir. Her deneye paralel olarak
spontan revertant kontrol, solvent kontrol (DMSO kontroli) ve pozitif kontroller
yapilmistir ve sonuglari Tablo 3.2 ve 3.3’ de aym: sekilde gosterilmistir. Ayrica S9° lu
deneyler igin gerekli n;ikrozom miktar tespiti testinin sonuglari da Tablo 3.1° de

gosterilmistir.
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3. BULGULAR

Bu caligmada bes ayri 2-stibstitiie 1H-Fenantro [9,10-d] imidazol tirevinin
mutajenik aktivitesi Ames testinde Salmonella typhimurium® un TA 97 ve TA 98
mutant suglari ile aragtinlmagtir.

Deneyler her iki sug i¢in S9 mikrozomal fraksiyon yoklugunda ve varhginda
olmak tizere iki grup halinde gergeklestirilmigtir. S9 (+) deneylerde kullanilmak tizere
metabolik aktivasyon igin gerekli enzimleri igeren, rat’ tan elde edilen mikrozomal
fraksiyonun miktarim belirlemek amaciyla ¢esitli konsantrasyonlari denenmistir. Bunun
igin bir pozitif mutajen olan 2-AF (2-Aminofloren) ile mikrosomal fraksiyon” un 4
farkli dozu, iki ayn bapimsiz deneyle test edilmis ve sonuglari tablo 3.3.” de
gosterilmistir Bunlardan en uygun sonuglarin elde edildigi 3ml / tablet (0.75ml / 0.5ml

S9) dozu hazirlanarak deneylerde kullanilmigtir.

Tablo 3.1. Mikrosomal fraksiyonun miktar tespiti

DENENEN DOZLAR REVERTANT
m] mikrosom/0.5ml S9 KOLONI SAYISI
2-Aminofloren 0.25 393.30+164.47
0.50 572.451+34.15
0.75 1040.45+478.21
1.00 720.30476.80
Spontan kontrol 0.25 25x10.15
0.50 20.60+6.03
0.75 26.30+4.33
1.00 1942.83
DMSO kontrolii 0.25 21+10
0.50 24+5.30
0.75 231460
1.00 19.60+30

Her doz, iig paralel plak ile ayn1 anda test edilerek farkli zamanlarda yapilan iki deneyin ortalamalan

alinip tabloya kaydedilmistir (ort.+st h),
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Daha sonra deneyler, her test maddesi igin 2500 pg/plak, 1000 pg/plak, 500

pg/plak, 100 pg/plak ve 10 pg/plak olarak bes doz halinde uygulanmis ve 2500 pg’ 1n
tizerindeki dozlar test bakterileri igin toksik etki gosterdiginden kullanilmamistir. Her
doz, ¢ paralel plak ile aynt anda test edilmis ve farkli zamanlarda iki bagimsiz deney
yapilmugtir. Ayrica, test bilesenlerinin etkilerinin memelilerin metabolik aktivasyonlary
sonucunda degisip degi§medigini belirlemek amaciyla S9 fraksiyonu varlifinda deney
aynen tekrarlanmigtir. Sonuglar, standart hatalani ile birlikte ortalamalart alinarak
istatistiksel agidan Student-t testi ile, ¢oziici kontroli olan DMSO sonuglari
karsilagtirilmak suretiyle degerlendirilmistic. TA 97 igin olan deney sonuglari Tablo
3.2.” de TA 98 igin olan deney sonuglari ise tablo 3.3. de verilmistir. Tablolarda, test
maddelerinin her doz igin revertant koloni sayilarinin ortalamalar: ‘ortalama =+ stn hata’
seklinde gosterilmistir. Her deneye paralel olarak spontan revertant kontrol, solvent
kontrol (DMSO kontrolii) ve pozitif kontroller yapilmistir ve sonuglari Tablo 3.2. ve

3.3.” de aym: sekilde gosterilmistir.
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Tablo 3.2. Fenantroimidazol’ Gin beg ayr tiirevinin TA 97 ile verdikleri revertant koloni

sayilar.
REVERTANT KOLONI
TEST DENENEN SAYIS! (TA97)
BILESIGi DOZ
(pg/plak) S () S9 ()
10 80+3 '117+12
1. MADDE 100 93.5+0.5 117411
2-Metil 500 11016 11612
fenantroimidazol 1000 124.5+2.5 96.50+7.5
2500 8242 '91.5044.5
10 66+11 162+10
II: MADDE 100 158.5+31.5 2 208+25
Fenantroimidazol 500 49.5042.5 ®183.542
1000 195431 2211%19
2500 169+19 ©189+11
10 100+14 148+10
III: MADDE 100 110439 109%10
2-(4-Metoksi fenil) 500 92442 113+£13
fenantroimidazol 1000 102+22 118.5+1
2500 105.50+20.5 91+5
10 119.50+15.5 9412
IV: MADDE 100 14010 '75.5411
2-(3-Kloro fenil) 500 133425 105.543
fenantroimidazol 1000 132428 8610
2500 115.5+10.5 8746
10 81.5+4.5 100+11
V. MADDE 100 105.5+44.5 83.5+12
2-(4-Kloro fenil) : 500 117.5£14.5 ' 6942
fenantroimidazol 1000 102.5+2.5 ~ 110£13
2500 103.545.5 136.545
Spontan kontrol 100 95.67+12.97 97.75+14.17
DMSO kontrol 100 118.5+18.4 101.25+16.11
Sodyum azid 1000 , 16412961 -
2-Aminofluorene 1000 - 658.25+111.02

Sodyum azid, TA 97 igin S9 gerektirmeyen, 2-Aminofluorene, TA 97 igin S9 gerektiren pozitif kontrol ve
DMSO, ¢oziicii kontrol olarak kullandmustir.Her doz, iig paralel plak ile ayru anda test edilerek farkli
zamanlarda yapilan iki deneyin ortalamalari alimip (ort.+sth) tabloya kaydedilmistir. (a; P<0.001, b:
P<0.01, c; P<0.001, t: toksik etlali)



Tablo3.3.. Fenantroimidazol” iin beg ayn tirevinin TA 98 ile verdikleri revertant koloni

sayilari.
REVERTANT KOLONI
TEST DENENEN SAYISI (TA 98)
BILESIGI DOZ
(ng/plak) SO S9 (H)
10 25+1 77.50+14.5
1. MADDE 100 24 50+2.5 ©62+13
2-Metil 500 26.5043.5 °67+3
fenantroimidazol 1000 30.50+5.5 ©78.50+12.5
2500 20.50+8.5 59.50+15.5
10 29+4 * 10610
II: MADDE 100 2945 °89+14
Fenantroimidazol 500 25.5043.5 ° 96.504+5.5
1000 25.50+5.5 40.5049.5
2500 26.50+1.5 ° 6310
10 26.50+1.5 £29.5040.5
I1I: MADDE 100 25.504+2.5 ' 26+1
2-(4-Metoksi fenil) 500 22.5040.5 £32.5042.5
fenantroimidazol 1000 25.5043.5 '30.5042.5
2500 26.50%2.5 £24.50+1.5
10 2641 ] 38+
1V: MADDE 100 24.5012.5 47.5043.5
2-(3-Kloro fenil) 500 25.5010.5 3940
fenantroimidazol 1000 24.5040.5 £35.5042.5
2500 25.50+2.5 56t14
10 20.50+1.5 5340
V. MMADDE 100 21.50+1.5 €69.50+12.5
2-(4-Kloro fenil) 500 27.50+2.5 4012
fenantroimidazol 1000 22.5040.5 4816
2500 1843 £32.5040.5
Spontan kontrol 100 26.40+2.69 41.83+11.31
DMSO kontrol 100 32.67+5.16 45.83+10.86
2-Amino floren 1000 - 731+138.1
4-nitro-o-fenilendiamin 200 1174.444+61.28 -

4-Nitro-o-Fenilendiamin, TA 98 i¢in S9 gerektirmeyen, 2-Aminofluorene, TA 98 i¢in S9 gerektiren
pozitif kontrol, DMSO, ¢oziicii kontrolii olarak kullanimustir, Her doz, ii¢ paralel plak ile aymi anda test
edilerek farklt zamanlarda yapilan iki deneyin ortalamalan alinip (ort.tst.h) tablova kaydedilmistir (a:
P<0.001, b; P<0.01, ¢: P<0.05, t; toksik etkili).
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Hem TA 97 hem de TA 98 suglan ile yapilan S9 (-) deneylerinin sonucunda,
tim maddelerin uygulandifi plaklarda DMSO (solvent kontrol) revertant sayisi
astlamamustir. S9 (+) sonuglarinda ise TA 97 igin, II. madde (fenantroimidazol) harig
diger 4 madde’ nin, TA 98 igin ise I (2-metil-fenantroimidazol) ve IL
(fenantroimidazol) maddeler harig diger 3 maddenin mutajenik etkisine rastlanmamustir.
TA 97 igin 1. maddenin (2-metil-fenantroimidazol) 10pg/plak ve 2500ug/plak, IV.
maddenin (2-(3-kloro fenil) fenantroimidazol) 100ug/plak ve V. maddenin (2-(4-kloro
fenil) fenantroimidazol) 500pg/plak dozlarinda spontan revertantlarin sayisinin altinda
toksik etkiyi gosteren sonuglar elde edilmigtir. TA 98 igin ise S9 (+) sonuglarinda III.
maddenin tim dozlarinda, IV. maddenin 1000pg/plak ve V. maddenin 2500ug/plak
dozlarinda toksik etkiyi gosteren spontan revertantlardan diisiik sonuglara rastlanmigtir.

TA 97 ile S9 (+) ortamda yapilan deneylerde II. madde olan fenantroimidazol
bilesiginde istatistiksel agidan 100pg/plak ve 1000ug/plak dozlarinda (P<0.001),
500ug/plak dozunda (P<0.01) ve 2500ug/plak dozunda (P<0.05) anlamli sonuglar elde
edilmistir. TA 98 in sonuglaninda ise I. ve II. maddeler olan 2-metil-fenantroimidazol
ve fenantroimidazol bilesiklerinde anlamli sonuglar elde edilmistir. ABuna gore, I
maddenin 100pg/plak ve 500ug/plak dozlarinda P<0.05, 1000pg/plak dozunda P<0.01
anlamli degeri, II. maddenin 10ug/plak, dozunda P<0.001 degerine rastlanirken
100pg/plak, 500pg/plak ve 2500ug/plak dozlarinda P<0.05 degeri gozlenmistir. Ayrica
V. maddenin 100ug/plak dozunda da P<0.05 degerinde anlamli bir sonug gdzlenmistir.

Deneylerde spontan ve DMSO revertant koloni sayilan her iki .susta genellikle
S9 (+) ortamunda biraz artig gosterirken, yanlizca TA 97° de S9 (+) ortaminda, DMSO

revertant koloni sayisinda ¢ok az bir azalma gozlenmistir.
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TA 97 susu igin kullandifimiz S9 gerektirmeyen pozitif mutajen olan sodyum
azid ve S9 gerektiren pozitif mutajen 2-amino fluorene, DMSO ile elde edilen revertant
sayisin agmustir. (Tablo 3.2. ve 3.3).

TA 98 susu i¢in kullanilan pozitif mutajen 4-nitro-o-fenilendiamin ve S9
gerektiren deneylerin pozitif mutajen olan 2-Aminofloren ile elde edilen sonuglar,

DMSO revertant sayisint oldukca fazla agmistir (Tablo 3.2. ve 3.3)).
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4. TARTISMA ve SONUC

Gintimiizde, ¢ok miktarda kimyasal maddeye maruz kaldigimiz igin bu kimyasal
maddelerin mutajenik etkilerinin arastirilmasi olduk¢a 6énem kazanmugtir (6). Farkh
ortamlart (hava, su, toprak) kirleten i¢ ve dig etkenlerin olup olmadig:, bu kirlilik
derecesinin Diinya Saglik Orgiitiiniin belirledigi sinirlar iginde bulunup bulunmadig: ve
olast mutajenik etkileri gesitli test yontemleriyle arastirimaktadir (2).

Ornegin bir galismada, denizlerin kirlilik derecelerini 6lgmek amaciyla midyeler,
E.coli ve Salmonella typhimurium suslan ile mutasyon orani aragtirilmig ve denize atilan
endiistriyal atiklar, agir metaller, hidrokarbonlu atiklar ve diger cevre kirleticilerinin
segilen bu canli gruplar tzerindeki toksik ve mutajenik etkileri gosterilmistir (17,44,49),
Diger bir ¢ok galigmada, agir sanayii’nin sebep oldugu gevre kirlenmesi ve dolayisiyla da
mutajenik etkileri Salmonella typhimurium TA 98 susu ile tespit edilmistir (16,35,36,40-
42,46-48,50,51,54,71).

Ev temizleme solusyonlarinda bulunan Rokanol B, ve Rokamid R, gibi ylizeysel
akyivasyonu saglayan bu iki maddeye maruz kalan kisilerde mutajenite potansiyeline sahip
olup olmadiklan TA 97, 98, 100 suslar kullanilarak Ames testi ile arastiriimigtir. Rokamid
R;’ in Ames, MN, SCE testi ile mutajenik bir etkiye sahip olmadig: gézlenmistir. (10).
Besin koruyucusu olarak kullanilan AA (Arakidonik asit) Salmonella TA 98 susu ile test
edilmigtir ve mutajeniteyi inhibe ettigi T.A. HO tarafindan bildirilmigtir (67).

Tip, Eczacilik ve kozmatik alanlarinda geligtirilen kimyasal maddelerin herhangi
bir ilag yapiminda kullanilmadan 6nce mutlaka mutajenik o6zelliklerinin bilinmesi

gerekmektedir. Diinya Saglik Orgiitit (WHO) bunu zorunlu kilmigtir (2). Bu amagla birgok
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saghg ile ilgili olarak gelistirilmis kimyasallarin mutajenik etkilerinin sadece tek bir test
yontemiyle test edilmesi yeterli olmamaktadir, giinkii farkli test yontemleri yada farkli
organizmalar kullanilarak yapilan testler farkl sonuglar verebilmektedir (11,19).

Bu galigmada, Eczacilik fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim dali” ndan
saglanan 1-substitie 1H-fenantro [9,10-d]-imidazol bilesikleri’ nin mutajenik yada
genotoksik potansiyelleri Ames testi ile ol¢iilda (6). Bu bilesikler ilag baslangic maddesi
olarak dustiniilmistir. Bu sebeple bilesiklerin genotoksik potansiyellerinin belirlenmesi
onem kazanmustir.

Bulgular kisminda tek tek ele alinan degerlerde, TA98 susunun TA97 susuna
gore, test ettigimiz 1-siibstittie 1H-fenantro [9.10-d}-imidazol bilegikleri’ nin 2 ayn tiirevi
olan I. ve II. madde ile daha fazla doniisim yaptig1 gozlenmistir. TA 97 veTA98 susu
cesitli gergeve kaymasi mutajenlerinin teshisinde kullanilir. Cerceve kaymast mutajenleri,
DNA’ min sicak noktalarinda yada tekrarlanan dizilerinde, stk sik yanlis eslesmeler
meydana getirebilirler. Histidin sentezi igin okunan ¢ergevenin tamami yer degistirdigi igin
bir gerceve kaymasi mutasyonu ile sonuglamr. TA97 susu, digerine ilave olarak eksik
sitozin bolgesinin yakininda nébetlese degisen —GC- baz giftlerinden olusan ikinci bir
sicak nokta daha icerir. Bu sebeple, baz1 gergeve kaymasi mutajenlerine karst daha
hassastir (6). 2 nolu test bilesigi TA 97 ve TA 98 suslarinin her ikisi ile denendiginde
mutajen Ozellik gostermigtir. Bu test suslarinin her ikisi de gergeve kaymast mutasyonuna
sahip oldugundan dolay1 2 nolu bilesigin ger¢eve kaymas: mutajeni oldugu digiinilebilir.
Diger yandan S9 fraksiyonu katilarak yapilan deneylerde S9 kullanmadan yapilan

deneylere oranla her iki susta da daha fazla geri doniigim oldugu gozlenmistir. Bu sonuca

i P PRy 5%

davanarak 1-stibstitie 1ll-fenantro {9 10-di-imidazol bilesikleri’ nin canh vicuduna



girdifinde metabolik reaksiyonlar sonucunda olusan metabolitlerinin DNA ile etkilesimini
bir miktar arttirdi3: dasunilebilir.

Fenantroimidazol yapisi, tasidigi doymamis gruplar (fenil gruplary) ile yagimsi
karakterde bir maddedir. Bu madde, yine yagims: karakterde olan bakteri hiicre zarindan
kolaylikla hiicrenin igine gegebilmektedir. Bu gegis hizi yapinin siibstitiisyonu ile yakindan
ilgilidir. Deney sonuglarina gore nonsubstitile yap: (fenentroimidazol), hem yagda erirligi
hemde sterik ozellikleri nedeni ile en kolay gecisi saglayabilmektedir. 2 nolu konuma
yerlestirilen fenil grubu yagda ¢ozunurligu arttirmakta ancak etkilesmede sterik olarak
engel teskil etmektedir. Fenil grubunun tasidify yagda ¢oziniir gruplarin (Mg, Cl, Br) ana
yapiya oranla membrandan ge¢is hizinda azalma meydana getirdigi dusiinilmekte ancak
bu hizin fenil grubuna baglanan suda ¢6ziiniir gruplarla (-OH, -OCHj;) daha da azaldig:
gorulmektedir. Test bilesenlerinin bakteri hiicre duvarindan gegmis olmast direk olarak
DNA ile etkilesecegini gostermez. Bilesigin sitoplazmik konsantrasyonu yiiksek olsa dahi
sitoplazmik alanda yada bakteriyal genomda bulunan 6zgil baglanma bolgeleriyle
kompleks olusturamayabilir. Dolayisiyla da DNA ile etkilesmesi goriilmez. Bizim
sonuglarimizda  2-metil-fenantroimidazol ve higbir kimyasal grup eklenmemis
fenantroimidazol bilesiginde mutajenik o6zellik gozlenmis diger bilesiklerde boyle bir
sonuca rastlanmamustir. Bu da bize, 2-metil-fenantroimidazol ve fenantroimidazol
bilegiklerinin, suslann ‘histidinol dehidrogenaz’ enziminini kodlayan His D" geninde
bulunan mutasyon bolgesindeki 6zgiil bolgeler (tekrar eden Sitozin bazlarinin oldugu
bolge) ile uyum saBlayarak bakterilerde ikinci bir mutasyona sebep oldugunu ve His’

haline donistardigiini, bilesige eklenen diger gruplarin bu uyumu bozdugu igin bilesigin
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ozellikte oldugu gorilmigtir. Bu madde, bu tip ¢aligmalarda pozitif mutajen olarak
kullamilmaktadir (57).

Bir 5-nitroimidazol olan antiprotozoal ilaglarda bulunan metronidazol (MNZ) ve
tirinidazol (TNZ), bir baz ¢ifti degisimi susu olan TA 100 ile Gupta ve arkadaglar
tarafindan (66) test edilmistir. TNZ’ nin (P<0.005) ve MNZ’ nin (P<0.001) her ikisinin de
mutajen oldugu bulunmugtur. Baska bir ¢aligmada da, TNZ mutajenik olarak bulunmusgtur
(98). 4-Nitro-o-fenilendiamin, TA 98 igin pozitif mutajen olarak kullanilmig ve S9
igermeyen deneylerindeki sonuglari bizim sonuglarimiz ile benzerlik gostermektedir (9).

Mutajenik ve karsinojenik potansiyeli bulunan 16 aminoimidazo-azoarenler’ in
nitrenium iyonlarinin DNA’ ya baglanarak etki ettigi bulunmustur (99). Benomyl ve bunun
aktif metaboliti olan carbendazim, Mikroniikleus testi ile test edilmis ve her iki bilesik de
MN olusumu bakimindan pozitif sonuglar vermistir. Bu imidazol igeren iki bilegigin DNA’
da klastrojenik etkisinin oldugu bulunmustur (100).

Bizim yaptiZimiz ¢aligmada, 2-Siibstitiie 1H-fenantro[9,10-d}-imidazol bilesiginin
3 tirevinde mutajenik Ozellie rastlanmamg (P>0.05) ve 2 turevi olan 2-metil-
fenantroimidazol ve fenantroimidazol’ iin zayif mutajenik bir etkiye sahip oldugu sonucu
ortaya ¢ikmigtir (P=0.018). Bu sonug, Forster’ in sonuglari ile desteklenmistir. Forster,
imidazol ve metabolitlerini #v vivo ve in vitro test etmis (14) ve testlerin timiinde negatif
sonuglar almigtir.

2,4,5 trifenil imidazol bilesigi Ayaz tarafindan Ames testi ile test edilmis ve
pozitif sonuglar alinmistir (63). Aymi madde Saleh tarafindan Mikronﬁkleus testi ile
denenmis ve yine MN olusumunu arttirdify bulunmustur (22). Aym zamanda i.p. yolla

enjekte edildiginde degisik dokularda defektlere sebep oldugu saptanmustir (106). Bu
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sonuglarin bizim sonuglarla farkli olmasinin sebebi, 2,4,5-trifenilimidazol bilesiginin bizim
kullandifimz bilesikten farkli bir molekiiler yapiya sahip olmasindan kaynaklanabilecegi
distniilmektedir.

Test sonuglarimiza gére 2-Siibstitiie 1H-fenantro [9,10-d] imidazol bilesiginin 2
tirevi olan 2-metil-fenantroimidazol ve fenantroimidazo! bilesiklerinin mutajen ozellige
sahip olabilecegi diistiniilebilir fakat bu maddeler farkli genotipik 6zellige sahip test suglar
ile ve farkli organizma gruplannin kullanildig: farkl test yontemleriyle de test edildikten
sonra genel bir sonuca gidilmelidir. Negatif sonuglar aldigimiz diger test maddelerinin de
tekrar farkli genotipik bzellige sahip suslarla test edilmesi gerekmektedir. Calismanin

bundan sonraki agamast bu yonde devam edecektir.
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