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ı 

Bu tezde ilaç öncül maddesi olarak hazırlanan 1-Etii-4,5-Difenil-lH­

İınidazol türevinin mutajenik etkisi, Salmonella typhimurium'un çerçeve 

kayması ve baz değişimi mutasyonuna sahip iki suşu olan TA98 ve TAlOO'de, 

Ames/Salmonella/Mikrozom test yöntemi ile araştınlmıştır. Bunun için her 

iki suş mikromozal enzimler içeren metabolik aktivasyon (S9) varlığında ve 

yokluğunda, test maddesinin 5 ayn dozu ile 2 bağımsız paralel deneyde test · 

edilmiştir. Buna göre l-Etii-4,5-Dimetil-lH-İınidazol türevinin mutajenik 

aktivite gösterdiği bulunmuştur. 

Anahtar sözcükler: Mutajenite, Ames test, Salmonella typlıimurium, 

İınidazol, 1-Etii-4,5-Dimetil-lH-İınidazol 



ABSTRACT 

AN INVESTIGATION ON THE MUTAGENIC EFFECT OF 

1-ETHYL-4,5-DIPHENYL-lH-IMIDAZOLE 

BY AMES/SALMONELLA METHOE 

Master of Science Thesis 

SEVİL SAGDIÇ 

Anadolu University 

Graduate School of Sciences 

Biology Program 

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet ÖZATA 

2004, 50 papes 

ll 

In this study, mutagenic effect of 1-Ethyi-4,5-Diphenyl-lH-Imidazole 

prepared as a drug raw material was and basic pair substitution investigated 

by using Salmonella typhimurium TA 98 and TA 100 strains containing 

frameshift mutatıons with Ames assay. Therefore, both test strains were 

tested in the absence or presence of S9 metabolic activation, for fıve ditTerent 

doses of the test substance in two paraUel independent experiments. 

According to the results it has been understood that 1-Ethyi-4,5-Diphenyl­

lH-Imidazole derivative has shown mutagenic activity. 

Keywords: Mutagenicity, Ames Assays, Salmonella typhimurium, 

Imidazole, 1-Ethyl-4,5-Diphenyl-lH-Imidazole 
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1. GİRİŞ 

1.1. Amaç 

Gün:Oınüzde insanları en fazla ilgilendiren ve yaşamın temeli olan konular 

arasmda gıda, sağlık ve çevre konulan önemli yer tutmaktadır. Hızlı nüfus artışı, 

endüstriyel gelişıneler ve buna bağlı olarak yaşam düzeyinin yükselişi doğayı 

etkilemiş, canWann yaşam ortaın1armda bozulmalara sebep ohnuştur. Bu 

bozulmalar canlılarm sağlığını olwnsuz yönde etkilemektedir. Bundan dolayı 

çevre sorunlan canlı hayatının en önemli sorunu haline gelmiştir. [1-3] 

Çevremizde biyolojik etkileri bilinmeyen ve sayıları milyonları bulan 

sentetik ve doğal kimyasal madde bulunmaktadır. İnsanda kanserin oluşmasına 

yol açan etkenierin başmda kimyasal maddeler geJnıektedir. Bu maddelerin 

çoğunun günlük kullanımda yer ahnası, son zamanlarda nüfusun yaklaşık Y4'ünün 

kansere yakalanıyor olması, çocuklarm %5- ı O'unun sakat doğması, kanser 

sebebiyle ölümlerin sayısının yılda beş milyona ulaşması, bu hastahğın ortadan 

kaldmlmaması kanserin temelini oluşturan öğelerin tespit edilmesinin gereğini 

ortaya çıkanmştır. fl -3] 

Mutasyon olaylarınm kanserin temelini oluşturduğu bilinmekle beraber 

kanser ve mutasyon arasmda kantitatif bir ilişki her çeşit kanserojenik madde için 

gösterilememektedir. Ancak bugün çevremizdeki çeşitli kimyasal maddelerin 

küçük miktarlan mutajen veya kanserojen olabilir. Çevremizdeki bu özelliğe 

sahip bileşiklerin bilinmesi ve etkilerinin değerlendirilmesi önemlidir. [ 4,5] 

İnıidazol çekirdeği bazı endojen bileşiklerin ana yapısını oluşturan ve insan 

organizinasma yabancı olmayan kimyasal bir bileşiktir. Aynca günümüzde başta 

antihistaminikler, antifungaller, analjezikler ve antiintlamatuarlar vs. ohnak üzere 

çok sayıda ilacın ana yapısını oluşturmaktadır. Bu nedenle, yapının mutajenite 

yönünden geniş olarak ineelemnesi gerekmektedir. Yapı üzerinde mutajenik 

etkiye yönelik bazı araştımıalar yapıhnıştır. [ 6] 

Bu araştırmalara biraz da olsun katkıda bulunmak amacıyla çalışmamda 

1-Etil-4,5-Difenil-ıH-İmidazol türevinin mutajenik etkisi Ames /Salmonella 1 

Mikrozom testi uygulanarak saptanmıştır. 
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1.2. Mutasyonlar ve Biyolojik Önemi 

Kalıtsal bir materyal olan DNA' da zaman zaman doğal ve yapay koşullar 

altmda değişiklikler gözlenebilir. DNA' nın türe özgü kalıtsal kombinasyonu 

değişmeks~ taşıdığı bilgi içeriğinde meydana gelen değişmeye mutasyon 

denir. Genotipte meydana gelen bu olay bir ya da daha fazla karakterdeki 

değişimle kendini belli etmekte~ böyle bir değişikliğin ürünü mutant olarak 

adlandırılmaktadır. Bu teriın bir gen, bir hücre veya bir birey için 

kullanılabilmektedir. Mutasyonlar kalıtsal, daha önceden şifrelenmemiş, 

programlanmaınış ve oldukça ender meydana gelen değişikliklerdir. Mutasyon 

kapsanuna giren değişmeler kolay anlaşılması için iki grup altında 

toplanabilir. [1,7-9] 

1.2.1. Kromozom mutasyonlan 

1.2.1.l.Kromozom sayı değişmeleri (Genom mutasyonlan) 

Organizmaların hem doğal hem de Iabaratuar populasyonlarında 

kendiliğinden meydana gelen kromozom sayısındaki değişimlerdir. Bireylerin 

sahip olduğu kromozornların sayısında tam katlar halinde artma (poliploid.i) ya da 

azalmalar (monoploidi) ya da kromozomlardan bazılarınm sayısındaki artma veya 

azalmaları (anoploidi) kapsar. [9,10] 

1.2.1.2.Kromozom yapı değişimleri (Kromozom Mutasyonlan) 

Bazen kromatidler, krossing-over olmadan da parça değişimine 

(kazanılması yada kaybedilmesi) uğrarlar. Kromozom kırı1ma1arı ve tekrar 

eşleşmeleri sonucu kromozomlar yapısal olarak tekrar organize olurlar. Bunun 

gibi değişimler kromozomların düzeninin değişmesine sebep olur. Bu değişirnde 

kromozomlarm yapılarında furklılığa sebep olur. Bu değişiklilder, kromozomlarda 

kırılmalar· sonucu meydana gelen parça kayıpları (delesyon) veya artışlarını 

(duplikasyon) parça yerleşim düzenlerindeki değişimleri (inversiyon) 

kromozomlar arası parça değiş tokuşlarını (translokasyon) kapsar. [9,10] 

1.2.2. Gen mutasyonlan 

Kromozomların yapılarında değişim olmaksızın, DNA' da bulunan 

nükleotid dizisinin yada bazlarının değişmesiyle meydana gelmektedir. 

Kromozomların morfolojik karakterini değiştirmezler. Mutasyonlar moleküler 

düzeyde dört tip değişimden köken alarak ohışurlar. [1,9,10] 



3 

1.2.2.1. Baz çifti değişimleri 

Bu tip değişimler nokta mutasyonlarmı oluştururlar. Geniniçindeki bir yada 

birkaç baz çiftinin yerini başka baz çiftinin almasıyla meydana gelirler. Bu tip 

mutasyonlarda değişimler pfirin..pürin değişimleri (transisyon) şeklinde 

olabileceği gıbi pürin- pirimidin değişimleri (transversiyon) şeklinde de olabilir. 

Bumm dışmda bazın kimyasal yapısındaki değişimle eşleşme sırasında yapılan H 

bağlarının sayısı değişir ve yanlış eşleşme yapılır. Bazın kimyasal yapısmm 

değişmesi 2 şekilde meydana gelir. Geçici tautomerik değişirnde genlerin 

yapısında bulunan bazlarm halka yapısındaki atomlarm yer değişmesi ile 

replikasyon sırasında bazlar arasmda yanlış eşleşmeler yapılabilir. örneğin A 

hatalı olarak G ile eşleşebilir. Kalıcı değişimlerde ise DNA nm bir bazında kalıcı 

yapı değişimleri ile mutasyonlara yol açarlar. Bu tip değişimierin ortaya çıkması 

için hücrenin replikasyon geçirmesi gereklidir. Bir bazın yerini başka bir bazın 

alması ile meydana gelen kalıcı değişimlerde replikasyon sırasında meydana gelir 

ve değişikliğin ortaya çıkması için birkaç replikasyon döngüsünün daha 

geçirilmesi gereklidir. Baz çifti değişimleri ile meydana gelen mutasyonlarda 

· genin işlevi kalmtı olarak devam eder ve genin ürünü olan protein aktivitesi tanı 

olarak yitirilmez. Bu tip mutasyon Şekill.l.'de gösterilıniştir. [1,2,7,10] 

1.2.2.2 Çerçeve (kodon) kayması (Frame-Shift) mutasyonlan 

Genin ürününü belirleyecek bölgede kodonlarm kayması ve genin ürününe 

ait bilginin değişmesi şeklinde olur. Bu mutasyonlar bir baz çiftinin aradan çıkmas 

şeklinde olabileceği gıbi yeni bir baz çiftinin yapıya girmesi şeklinde Şekil 1 .2. 'de 

gösterildiği gibi de olabilir. Her iki biçimde de gerçekleşen mutasyon sonucu 

mutasyonun meydana geldiği noktadan itibaren tüm kodonlar değişime uğrar ve 

genin ürünündeki değişiklik oldukça fazla olur. Bu nedenle kodon kayması ile 

oluşan mutasyonun tenotipde ortaya çıkma olasılığı baz çifti değişimi ile oluşan 

mutasyonlarm ortaya çıkma olasıhğma göre daha yüksektir. [7,10] 

1.2.2.3.Bazlar arasmda bağiann oluşması (Dimerizasyon) 

Pirimidin bazları arasmda kovalent bağ oluşumuna dayanan bu 

ınekanizmada başlıca etken UV ışmlarıdır. Dimerizasyon nedeni ile DNA 

zincirinde yan yana veya karşılıklı olarak yer alan pirimidin bazları arasındaki 
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mesafe kısalır. Buna bağh olarak DNA zincirinde yamuhnalar ortaya çıkar ve bu 

bölgeler transkripsiyon srrasında atlanır. Bu Şekil 1.3.' de gösterilmiştir. [1,10] 

l.2.2.4.Bazlarla şekerler ve şekerlerle fosfatlar arasındaki bağiann kopması 

Bu tip mutasyonlarda DNA zincirinin bütünlüğü bozulur. [1,10] 

1.2.3. Mutasyonlann kökeni 

Mutasyonlar canlılarda spontan ya da yapay (teşvik edilmiş) bir biçimde 

gelişirler. [10] 

AT G C~G T 
TACG CA 

l Repfkasyon 1 

Şekill.l. Baz çifti degişimi ile meydana gelen mutasyonlar 

Yabanitip ~~~~~~~ 
Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala 

Adisyon ~~t?~~~~ 
Adisyon §~&~~§ 

Şekill.2. Çerçeve kayması mutasyonları 



G-A 
1 \ 

G A 
1 \ 

c c 
f \ 

G G 
1 \ 

A G 
\ 1 
T G 

\ 1 
A A 
\ 1 
G A 'c_ d 

ı ı 
C-G 
t ı 
G-C 

A/ı ı 

\lY 
5' -6-C-A-A-T-C-A-A-A-T C -T-G-G-A-G-T-G-C-C-3' 

ı ı 
3' -C-G-T-T-A-G-T-~ -A-C-C-T-C-A-C-G-G-5' 

/G- C 
r,ı ı 

C-G 
ı ı 
G- C 
ı ı 
G-C 
1 \ 

C T 
1 \ 

T T 
1 \ 

A C 
1 \ 

T C 
' 1 c c 

' 1 G G 
\ 1 
C T 

\ 1 
c-T 

Şekill.3. Bazlar arası bağların oluşması sonucu meydana gelen mutasyon 

1.2.3.l.Kendiliğinden meydana gelen (spontan ) mutasyonlar 

5 

Kendiliğinden (spontan) mutasyon meydana geJme olasılığı oldukça düşük 

olup her replikasyon sırasında ı o-s-ı o-ı o 1 hücre olarak belirtilmektedir. 

Kendiliğinden mutasyonlar ya hücre metaboJizmasmda oluşan mutasyon yapıcı 

ara ürünlerin ya da tautomerik değişim nedeni ile yanlış eşleşme sonucu ortaya 

çıkabilir. [10] 

1.2.3.2 Yapay mutasyonlar 

Yapay olarak gerçekleşen mutasyonlar mutajen adı verilen fiziksel veya 

kimyasal etkenlerle ortaya çıkar. Bu tür bir etkiye maruz kalan bireyin genlerinde 

nıutasyon görülme olasılığı ıo-2 ye kadar yükselebilir. Mutajenler genleri 
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ayırmaksızın etki ettiklerinin bilinmesinin yanmda bazı mutajenlerin bazı 

genlerdeki mutasyon olasılığını oldukça artırdığı da bilinmektedir. [10] 

1.3. Mutajen ve Kanserojen Maddeler 

1.3.1.Mutajen maddeler 

Sanayiinin hızla gelişmesi ve gerek üretim sürecinin yan ürünleri gerek 

ürünün kalitesini artırmak için kuJJanılan kimyasalların sağhğnnız üzerine etkileri 

tam olarak bilinmemektedir. Yapılan testler neticesinde doğal etkenierin ve her an 

karşı karşıya kaldığnnız kimyasallarm mutasyona yol açan maddeler olduğu 

görühnüş ve bunlara mutajen adı verilmiştir. Mutajenler üç ana grup altmda 

toplanmışJardır. [2,7,1 1,12] 

1.3.1.1. Fiziksel mutajenler 

Sıcaklık, manyetik alan, elektriksel alan, UV, x, y, proton, nötron ışınları 

gibi etmenlerdir. Bunlar genellikle bir baz çiftinin yerini bir başka baz çiftinin 

alınasına yol açarlar. Fiziksel mutajenler etki şiddetine ve süresine göre geçici 

veya kalıcı değişimlere yol açar1ar. [2,7,10] 

1.3.1.2. Kimyasal mutajenler 

Bunlar tautomerik değişimden farklı olarak her zaman kalıcı değişimlere 

yol açarlar. Bu tip mutajenler etki şekillerine göre bazlarm kimyasal yapısını 

değiştiren kimyasal maddeler ve baz analogları şeklinde 2 grup altında 

toplanırlar. [2, 7,1 O] 

1. Baziann kimyasal yapısmı değiştiren kimyasal maddeler 

Bazı kimyasal maddeler DNA yı doğrudan etkileyerek onun replikasyon 

sırasındaki kalıp özelliklerini değiştirirler. Bu mutajenlerin bir kısmı DNA 

yapısına girmez fukat bazları modifiye ederek onların replikasyon sırasında yanlış 

eşleşmesine sebep olur. Bu tip kimyasal mutajenlerden nitröz asidi (HNOı) 

bazları deamine ederken, hidroksilamin (NHıOH) sitozin ile tepkimeye girer ve 

hidroksilaminositozin oluşumuna yol açar; alkilleyici maddeler ise (etil metan 

sülfbnat, nitrözoguanidin, metil metan sülfbnat) bazlardaki azot grubuna bir alkil 

grubu ekler. Asilleyici ajanlar (asetik, süksinik, maleik anhidrit) ise arnina ve 

karbaksil gruplarmı etkilerler. Bu mutajenler nötral pH da etkili değildirler. 

Şekil 1.4. 'de gösterildiği gibi bu mutajenler bazlarm H bağı yaptıklan bölgelerde 

ınoditikasyon yaptıkları için yanlış baz çiftlerinin oluşumuna yol açarak 
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mutasyona neden olurlar. Bu mutajenlerin bir kısmı DNA yapısındaki bazlar 

arasına girer ve çerçeve kayınalarına yol açarlar. Akridin boyaları (akriflavin, 

proflavin, akridin orange) bu grupta yer alan mutajenlerdir. [2,10,14,15] 

2. Baz analoglan 

Bunlar molekül yapıları pürin ve pirimidinlere çok benzeyen kimyasal 

maddelerdir. Sadece replikasyon sırasında etkili olurlar. Daha sonraki 

replikasyonda normal bazdan farldı baz eşleşmesi yaptıkları için sonuçta yanlış 

bazların oluşumuna neden olurlar. Bu şekilde baz çifti değişimlerine yol açarlar. 

Örneğin, 2-aminopürin bir adenin analoğu iken 5-bromourasil bir tirnin 

analoğudur. Bunların mutasyon mekanizması Şekil 1.5.'de verilmiştir. 

[2,10,14,15] 

1.3.2. Kanserojen maddeler 

Mutasyona neden olan mutajenlerin kanser oluşumuna neden olduğunun 

ileri sürülmesi sonucu mutajenlerin özellikle kimyasal olanların kanserle olan 

ilişkisi ortaya konuhnaya çalışılnuş ve mutajen o lan maddelerin bir kısmının 

kanserojen olarak adlandırılmasına neden olmuştur. Çevremizde bulunan sentetik 

ve doğal kimyasalların etkilerini tahmin etmek ve bunlardan bir ölçüde 

kaçmabilmek mümkünken vücudumuzda doğal metabolik olaylar sonucu oluşan 

çeşitli mutajenlerden kaçmmamız mümkün değildir. Genellikle kabul edilen bir 

görüşe göre doğrudan veya metabolize edildikten sonra kanserojenik etki gösteren 

tüm maddelerin mutajen olabilecekleri vurgulanmaktadır. Bunun akside 

düşünülmekte yani tüm ınutajenlerin kanserojen olmadıkları ileri sürülmektedir. 

Kimyasal kanserojenler 3 ana grup altında toplanırlar. [2,7,13,15] 

1.3.2.1. Primer veya doğnıdan etkili kanserojenler 

Bu maddeler moleküler yapıları itibarı ile kimyasal ve biyolojik olarak 

aktif bileşiklerdir. Genelde elektrofilik yapıda veya serbest radikal durumu 

alabilen bu moleküller hücresel moleküllerle (DNA,RNA ve proteinler ) doğrudan 

reaksiyona girebilir ve onları değiştirebilirler. Bu gruba alkilleyici maddeler, 

inorganik kimyasallar ve trifenilmetan türevleri girer. [2,7,13,15] 
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Şekil 1.5. Baz analoglarmın yol açtığı baz cifti değişimi mutasyonları 

1.3.2.2. Sekonder kanserojenler 

Bu moleküller kimyasal, biyokimyasal ve biyolojik açıdan aktif olmayan 

bileşiklerdir. Bunların bir kısım kendiliklerinden hidrolize olarak aktifkanserojen 

maddeler haline dönüşürler, bir kısmı ise kendilerine özgü metabolik 

aktivasyonlarla primer kanserojen haline gelirler. Metabolik aktivasyonu yürüten 

enzimler organizma, organ ve dokulara göre nitelik ve nicelik :furklılık:lar 

gösterdiklerinden herhangi bir prokanserojen (sekonder kanserojen) maddenin 

etkisi de enzim aktivitelerine bağlı olarak :furkh orgaııizmalara veya aynı 

organizmanm farklı organlarına göre farkhhklar gösterebilirler. Sekonder 

kanserojenlere örnek olarak polinükleararomatik ve heterosiklik hidrokarbonlar~ 

aromatik: ve heterosiklik aıniııler, azo boyaları, nitroaril ve nitro:furan türevleri, 

nitrözaminler ve nitrözamidler, nitrözüreler, nitrözkarbamatlar, alkiltriazinler, 

safro4 tiyoamidler, klorlanmış hidrokarbonlar, mikotoksinler verilebilir. [13,14] 
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1.3.2.3. Ko-kanserojenler 

Bu gruptaki kimyasallar kendileri doğrudan bir etkiye sahip değildirler. 

Fakat kanserojen veya prokanserojenlerin etkilerini k:uvvetlendirirler. Bu 

kanserojenler arasında asetat türevleri, oleat türevleri, piren türevleri sayılabilir. 

[8,13,14] 

Mutajenlerle yüz yüze gelmenin birinci yolu diyetimizde bulunan doğal 

kimyasalları alınannz, ikincisi endistrüyel kimyasallar, pestisidler, kozmetik: ve 

ilaçlar gibi yapay kimyasalları .kulJanmamız, üçüncüsü ise sigara dumanı, su ve 

havadaki kirleticiler gibi karnıaşık bileşiidere yüz yüze gelmemizdir. Mutasyonun 

ortaya çıkmasında kimyasal madde ile yüz yüze gelmenin somasında diğer bazı 

faktörlerde rol oynamaktadır. Bunların en önemlileri nükleik: asiderin onarım, 

inhibisyon ve genetik yatkınlık1arıdır. [15-19] 

Kanseri araştmnaktaki amaç insanı bu hastahğa karşı korumaktır. Üreme 

hücrelerinin DNA'sında ortaya çıkan hasar kendinden sonra gelecek kuşaklarda 

bozukluklar gösterebilir. Senatik: hücrelerin DNA'sında meydana gelen ınutasyon 

normal hücresel me.kanizmaları etkileyerek .kanserli hücrenin doğmasma neden 

olabilmektedir. [1 5,23] 

1.4. İmidazol 

İmidazoller geniş spektrumlu fungistatik ilaçlardır. Antihehnantik: olarak da uzun 

yıllar kullanıJmıştır. Cilt ve mukozalarm mantar enfeksiyonlarında diğer ilaçlara göre 

üstünlük gösterirler. İmidazol türevi antifimgal ilaçlar, mantar hücrelerinin sitoplazma 

membranındaki ana sterol bileşiği olan ergasterol'ün sentezini, 14-metillanosterol'ün 

desmetildihidrol-anosterol'a dönüşümü katalize eden 14 a.-dimetilaz enzimi 

mikrozornal P450 stokromuna bağımlıdır. İmidazol türevi ilaçlar P450 stokromunu 

özgül olarak inhibe eder. Mantarlarm P-450 sito.kromu bu tür ilaçlar~ memeillerin bu 

enzimlerine oranla en az 1000 kez daha duyarlıdır. [2, 17] 

1.4.1 İmidazol'ün sentezi ve biyolojik aktiviteleri 

İmidazol'ün sentezi: İmidazol e.n. 90 OC, k.n. 256 OC olan bir bileşiktir. 

Glioksal, formaldehid ve amonyaktan elde edilir. (Şekil 1.6) Bu reaksiyonlarda 

glioksal yerine disübstitüe türevlerinin, tormaldehit yerine de başka bir aldehid'in 

kullanılması ile çeşitli imidazol türevleri elde edilir. Bunlar nispeten suda 
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çözünmezler, fakat DMSO, ldoroform, polietilen, glikol ve polietiloksilat~ kastor 

yağı gibi organik çözücülerde çözünürler. [2,18] 

3 2 
N ===========CH~ 

ı 

N----H 

CH::=:========cH 

4 5 

Şekil 1.6. İmidazolün genel formnlü 

Biyolojik aktiviteleri : lmidazoı birçok kompleks bileşiğin yapısında olduğu 

gibi basit bir heterosiklik moleküldür. Bu madde~ suda kolay çözülür ve ağız yoluyla 

alındığında, gastrointestinal yoldan 'hidantoin' ve daha soma da 'hidantoikasit' oluşur. 

Hidantoin, hidantoikasit ve değişmeden kalan imidazoı üre ile birlikte dışarı atılır. 

Bakteriyal metabolizma sonucwıda imidazol'den N-asetil imidazol oluşur. İmidazol'ün 

PK değeri 7 civarındadır. Bu özellik, imidazole fizyolojik PH seviyelerinde hem proton 

alıcısı hem devericisi olına niteliği kazandınnaktadır. İrnidazol düşük akut toksisneye 

sahiptir ve fure de oral LD50 değeri 1.88 glkg olduğu rapor edilmiştir. [2,19] 

İmidazol yapısına; vitaminlerde, hormonlarda ve nüldeikasit yapısına giren 

bazlarda doğal olarak rastlandığı gıbi çoğu bitkilerde alkoloid yapısına girerek bitkiyi 

olumsuz koşullara karşı korumayı da sağlamaktadır. önemli bir imidazol türevi, hayat 

ıçın gerekli bir aminoasit olan bistidin ( 4-imidazolilalaııin)' dir. Bunun 

dekarboksilasyonu ile vücuttaki çeşitli dokularda ve organlarda bulunan 'histamin' 

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

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

rol oynadığı gösterilmiştir. Sindirim yoluyla alınmayıp da vücuda enjekte edildiğinde 

çok zehirlidir. Btmdan dolayı vUcutta proteinlerle beraber kombine halde bulunması 

gerekir. [2,18,19] 
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1.4.2.Çahşmamda koDanılan 1-Etil-4,5-difenil-IH-imidazol türevinin tanltılması 

ve sentezi 

4,5-Difenil imidazol 
MA=220 g/mol 

Eti 

Şekill. 7. 1-Etil-4,5-d:ifenil-IH-imidazol türevi 

4,5-difenil imidazol 

THF 

N aH 

E tl 

0,01 mol 

0,015 mol 

0,015 mol 

+Nai+H2 t 

2,2g 

60ml 

0,36g 

1,212 ml 

Başlangıç maddesi kanştın1arak çözünnıe sağlannııştrr. Çözeltiye NaH 

eklenerek Hı gazı çıkışı sağlanmıştır. Karışıma Eti eklenerek önce oda sıcaklığında 

daha sonra soğutucu altmda karıştırma işlemine geçilmiştir~ Kromatografi almarak 

reaksiyona son veri1miştir. Süzülerek kurutuhnuş, san renkte plaklar halinde ürün elde 

edihniştir. [ 6] 

1.5. Mutajen ve Kanserojenlerin Saptamasmda Kısa Zamanlı Test Sistemleri 

Yaşamakta olduğumuz çevre iyi kullamlmadığı veya kullannıı özellikleri iyi 

değerlendirilmediği için gün geçtikçe daha fazla bozulınaktadır. Doğadaki tüm 

canlılar günlük yaşamda sık sık doğal yada yapay kimyasal maddelerde yüz yüze 

geJmektedir. Bu nedenle kimyasalların kullanıma sunulmadan önce k:arsinojenik:, 

mutajenik: ve teratejonik: özelliklerinin bilinmesi çevre kirliliğinin ve canlılarm 

sağlığı açısından çok önemlidir. [20] 
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Kimyasal maddelerin karsinojenik risklerini ortaya çıkannanın en uygun 

yolu deney hayvanlarında tümör indüksiyonudur. Bu testlerde kimyasal maddenin 

uygulanmasıyla deney sonuçiarınm alınması arasında geçen silre oldukça uzun 

olmasından dolayı bunlara ''uzun zamanlı testler" adı verilmektedir. Uzun zamanlı 

testler maliyet açısından yüksektir. Bu nedenle araştırmacılar karsinojenite 

tarama1arma esas olabilecek, kısa zamanda sonuç alınabilen ve maliyeti düşük, bir 

çok kısa zamanlı mutajenite test sistemleri geliştirnıişlerdir. Bu testler 

kimyasaDarm mutajenik etkilerini belirlemeye yöneliktir. Kısa zamanh test 

sistemlerinden en yaygın olarak kullanılan, bakteriyel testlerdir. Bakteriler, basit 

ilreme ortamlarmda 1ıız1a firedilderinden basit, çabuk ve ucuz uygulanabilir 

ohnalarmdan ötürü bakteriyel testler tercih edilmektedir. [1,20] 

Karsinojenlerin taranmasmda mutajenitenin esas a1mması iki önemli nedene 

dayanır. 

1. Genetik kodun ve genetik sistemin evrensel oluşu 

2. Karsinojenite ile mutajenite arasında korelasyonun yüksek oluşu 

Bakteriyel test sistemlerinde mutajen olduğu bulunan birçok bileşiğin aynı 

zamanda karsinojen olduğu saptanmıştır. Karsinojen ve ınutajenlerin sebep olduğu 

özgül DNA hasarlarının tiplerini saptamada Tablo 12'de verilen bakteriyel test 

sistemleri kullanılmaktadır. [1 -3] 

1.6. Ames 1 Salmonella 1 Mikrozom Test Sistemi 

Aınes!Salmanella!Mikrozom testi Dr.Bruce Ames ve arkadaşları tarafindan 

geliştirilmiş olup etkenliği, ucuz ve hızlı uygulanabilirliği nedeniyle yaygın olarak 

kullanılrnaktadır. Bu test mutajen - karsinojen etkisi iyi bilinen kimyasallar ile 

geçerliliği kabul edilen iyi standardize edilmiş bir testtir. Havada, akarsu ve 

göllerde, içme suyundaki kompleks karışımlarda mutajenleri tespit etmek için 

yaygın şekilde kullamJmaktadır. [2,3] 

Salmonella!Mikrozom/ Ames testinde kullanıJan bakteri atesal suşlan 

Salınonella typhimurium LT-2 suşundan çeşitli mutasyonlarla elde edilen 

TA 1535, TA 1537, TA 97, TA 98, TA100, TA 102 ve TA 104 suşlarıdır. Bu 

suşlarm herbirinin histidin operonunda çeşitli tiplerde mutasyonlar 

oluşturulduğundan hepsi his- (histidin sentezi yapamayan histirlin oksotrofu) dur. 
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Bu test sisteminin ana prensibi ise his- bakterilerinin, test edilen kimyasal madde 

tarafuı~ minimal ortamda geri mutasyon ile his+ şekline (histidin 

sentezleyebilen) dönüştürülmesidir. [2,6] 

Bu test yöntemi I 975 yılmda kanserojenik etkiye sahip oldukları canlı 

hayvan deneyleri ile ispatlanınış olan 300 değişik kimyasal maddenin mutajenik 

özelliklerinin araştırılması için kullamlmış ve bu kanserojenik maddelerin % 90'ı 

Salmonella/Mikrozom Testinde ınutajenik bulunmuştur. [2,6] 

İlk kez Salmonella!Mikrozom Testi ile ınutajen olduğu saptanmış kimyasal 

maddeler, daha sonra aynı oranlarda canlı hayvanlarda denenmiş ve % 80'inin 

hayvanlar üzerinde kanserojenik etki gösterdiği bulunmuştur.[ 6] 

Polinükleer aromatik ve heterosiklik hİdrokarbonlar gibi diğer bir çok 

prokanserojen maddelerin metabolik aktivasyon gerektirdiği bilinmektedir. Bu tür 

kimyasal maddeler ancak bu reaksiyonlar sonucu aktif forma dönüşerek etkilerini 

gösterebilmektedirler. Salmonella test bakterilerinin bu enzim sistemleri yoktur. 

Tablo ı. ı. Kısa zamanlı test sistemleri ve bunların dayandığı genetiksel ve biyokimyasal yollar 

S.NO KISA ZAMANLI TESTLER IZLENEN GENETIKSEL 1 
BİYOKİMYASAL YOLLAR 

ı Salınonella typhimuriuın Histidin okzotrofları 

Aıjinin-triptofun okzotroflan 

2 Escherichia coli 
Profoj indüksiyonu 
Onarım eksikliği olan suşların büyümelerinin 
inhibisyonu 
SOS cevabı 

3 Drosophila melanogaster Kromozomal hatalar 

4 Neurospora crassa Adenin okzotrofları 

5 Çin hamsteri ovaryom ve akciğer HGPRT (Hipoksantin guanin fosforibazil transferaz) 
hücreleri ile lokusunda mutasyonlar 

6 In-vivo DNA sentezi Hata sıklığının artması 

7 Bacillus subtilis DNA onarnnı hatalı suşları 

8 Suriye Hamsteri emriyo hücreleri Morfolojik tansformasyonlar 

9 Soğan ve fasulye kök hücreleri Kromozom anormallik1eri 

lO HeLa hücreleri, fare hepatositleri, 
Programsız DNA onarımı 

insan deri fibroblastları 
ll Fare karaciğer epitel hücreleri 8-Azaguanine direçtilik 

12 Çin Hamsteri hücreleri, Kardeş kromatit değişimi. 
İnsan periferal lenfasitleri Kromozomal hatalar 
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Bu nedenle bunun gibi kimyasal maddelerin mutajenitelerinin tayini için karaciğer 

ınikrozomu kullanılınaktadır. Bu test sistemi geliştirildiği günden beri tüm 

dünyada çok değişik amaçlar için yaygın olarak kullanıJrnakta olup, çeşitli 

materyaliere bazı değişiklikler yapıJarak uygu1anmaktadır.Bu test 3 şekilde 

uygulanabilir. [ 6] 

Plak İnkorporasyon Yöntemi: İçinde 2 m top agar ve 0.2 ml histidinlbiotin 

çözeltisi bulunan 45 OC 'deki su banyosunda tutulan tüplere sıra ile 0.1 ml test 

edilecek kimyasal madde, O. ı ml over-nigbt bakteri kültürü ve gerektiğinde 0.5 ml 

S-9 karışımı konur. Hafifçe el ile çalkalarup önceden ısrtılmış MGA plaklarına 

dökülür. Plak sağa ve sola hafifÇe çevrilerek karışnnın plak üzerinde unifonn 

dağılımı sağlanır. Plaklarda agann donması beklenerek, ters çevrilip 37 OC'deki 

etüve yerleştirilir. 48 saat süre ile inkübe edilir. Bu süre sonwıda his+ koloniler 

sayılır. Koloni sayısına göre, test edilen kimyasal maddelerin mutajenik olup 

ohnadığına karar verilir. [3,6] 

Ön-İnkübasyon Yöntemi: Bu yöntemde 0.5 ml S-9 karışnnı, 0.1 ml bakteri 

ve 0.1 ml test maddesi bir tüpe konup 37 °C 'de 20-30 dakika inkübe edilir. Bu 

süre sonunda bu karışınİ 45 °C 'deki tüp agar kanşnnına ilave edilir. Aynı şekilde 

el ile çalkalayıp MGA plaklarma dökülür. Homojen şekilde yayılınası sağlanarak 

donması beklenir. Daha sonra 37 OC 'deki etüve ters çevrilerek yerleştirilir. 48 saat 

inkübe edildikten soma his+ koloniler sayılarak testin değerlendirilmesi yapılır. [6] 

S pot Yöntemi: Bu testte O. ı ml bakteri, 0.5 ml S-9 karışunı sıra ile 

45 °C'deki erimiş 2 ml top agar'a konur. Bu karışım MGA plaklarına homojen bir 

şekilde yayıhr. Agarın donmasından sonra plağın ortasına 6 mm çaplı kağıt disk 

yerleştirilir. Üzerine mikropipet ile belirli dozda test edilecek kimyasal madde 

çözeltisi konur. Şayet test maddesi kristal parçacıklar halinde ise belirli bir miktarı 

direkt olarak bu plak üzerine konur. Burada kağıt diske eındirilmiş veya katı 

haldeki test maddesi difiizyonla plak üzerinde yayılırken aynı plakta his" bakteriler 

his+ haline çevrilecektir. [6] 

Bu çalışmada Salmanella typhimuriun TA98 ve TA ıoo suşlan ı-Etil-4,5-

Düenil-IH-İmidazol türevinin mutajenik etkisini belirlemek amacıyla 

kullanılmıştır. Ames test sistemiyle yapılan bazı çalışmalar vardır. 
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Antineoplastik ajanlar olarak kullanılmak üzere sentezlenen m-N-N-his 

(2-kloro etil) aminociıınaınic asidin homo-aza-steroidal esterleri olan 4 yeni 

kimyasal madde mutajenlikleri açısından test edilmiştir. Aynı alkilierne kısmi ve 

benzer bir kimyasal yapıya sahip oJmalarma rağmen test edilen kimyasal maddeler 

farklı mutajenik aktiviteler görülmüştür. [24] 

Besin maddeleri oldukça çok çeşitli antimutajen ve antikarsinojenlerin 

yanında mutajen ve karsinojenleri de içerir. Bu mutajen ve karsinojenlerin pek 

çoğu işlevlerini oksijen radikallerinin doğuşuyla başlatırlar. Oksijen radikaller4 

DNA hasan ve mutasyonu gibi kanser, kalp hastalıklan ve yaşlanmayla ilişkili 

olan organ bozuhnalamıda endojen başlatıcılar olarak da büyük rol oynarlar. Besin 

maddesi olarak kullanılan bitkiler de dahil olmak üzere doğadaki bitkiler, böcek, 

mantar ve diğer hayvaniara karşı savunma olarak oldukça önemli miktarlarda 

toksik kimyasallar sentezlerler. İnsan sağlığı açısından bu maddelerin 

tannnlanması çok önemlidir. Bu amaçla Ames 1 Salmonella 1 Mikrozom testi ile 

yapılan bir çalışmada 16 örnek incelenmiştir. [25] 

Bazı vitamin ve antioksidantlarm antimutajenik-antik:anserojenik etkileri 

araştınhnış, Askorbik asit, Retinol, Olutatyon ve Sistem'in kuvvet}4 a-Tokoferol 

ve Tiamin'in ise çalışmada kullanılan 2-Aminofluoren, N' -ınetil-N' -nitro-N'­

nitrosoguanidin, Sodyum azid ve Benzo ( a) Piren gibi mutajen ve kanserojenler 

üzerinde zayıf antimutajenik etkileri olduğu saptanmıştır. [26] 

Çinko priton'un (Znpt) mutajenik potansiyeli in vitro 

Sahnonella!Mikrozom Test Sistemi ve CHO 1 HGPRT gen mutasyon deneyi ile 

araştırılmıştır. Znpt, sıçan karaciğeri mikrozornal enzimlerinin varlığı ve 

yokluğunda Ames testindeki 5 test eden suştaveCHO 1 HGPRT testinde negatif 

sonuçlar vermiştir. [27] 

Gıdalara katılan bazı azo boyalarının mutajenik etkileri bu test sistemiyle 

araştırılmıştır. Çalışınada gıdaları renklendirmede yaygın olarak kullanılan 

Ponceau 4R, Amarantb, Sunset Y ellow FCF ve Tetrazine adlı 4 azo boyası 

mutajenik açıdan test edilmiş ve mutajenik özellikleri olmadığı belirlenmiştir. [28] 

Yapıları açısından benzer olan üç substitue anilin mustardları mutajenlikleri 

açısından karşılaştırmalı olarak incelenmiştir. Bunların TAlOO ve TA1535 

suşlarındaki his+ revertantlarmda doza bağlı artışlara neden olan temel-çift 
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substitusyonlan indüklediği bulunmuştur. Substituent grupların pozisyonunun 

bileşiklerin mutajenik aktivitesini etkilediği görülmüştür. Orto izomer metaya göre 

zayıf bir mutajenik etki göstermiştir. Meta da para'dan daha zayıf bir etki 

sergilemiştir. [29] 

Aroınatik aminlerin yapı-aktivite ilişkisi ve izo-butil nitrit solüsyommun ve 

buharın mutajenik aktivitesi de bu test sistemiyle araştmlınıştır. Çalışma, amino 

grubu üzerindeki substituentlerin elektronik ve sterik intramoleküler etkileşimleri 

ve mutajenik olaylar arasındaki ilişkileri kurmak için yapılnnştır. İyonik 

dissosiasyon dengesinde aromatik aminlerin elektronik konumu ile bu 

biotransformasyonlar arasmda bir ilişki olduğu görülmüştür. [30] 

Proteinlerin mutajenlilderi de Ames test sistemi ve fluktasyon metoduyla 

araştırılmıştır. İdrar ekstreleri ve saf L-histidi-HCI, bu test tipindeki oksotrotik 

gelişim faktör etkilerini ölçmek için bir iki-aşamalı fluktasyon testi kullanılarak 

test edildi. Histidinsiz seçici besiyeri eklendiğinde oluşan kuvvetli dilüsyon 

nedeniyle bu çalışmada uygulanan fluktasyon testinin büyüme faktörlerine 

özellikle duyarlı olmadığı bulundu. Kendi mutajenlik testleri için aynı indikatör 

bakterileri kullanan bir canlı deneyinin uygulanmasının, biyolojik örneklerdeki 

histidinle ilişkili büyüme taktörlerini ölçmek için güvenilir bir yol olduğu 

görülmüştür. Plak-inkorporasyon test~ fluktasyon testi ve bunun gibi testlerde 

önerilinektedir. [3 1] 
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2. MATERYAL VE METOD 

2.1. Materyal 

2 .. 1.1. SalmoneUa typhimurium test suşlan 

Testte kullanılan Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 mutant suşları 

Prot:Dr.Bruce N.Ames (University of California, Berkeley, CA, USA)'den 

sağlanmıştır. 

2.1.1.1. Test suşlannm genotip özelliklerinin açıklanması 

HisD3052 

Bu mutasyon bir bazm eklenmesi ya da çıkarıhnası ile kendini gösteren 

çerçeve kayması tipinde bir mutasyon olup, nükleotid eksikliği, his n· geni içinde 

8 kez tekrarlanan~~ g ~ g ~ g ~-- bölgesindedir. Bu nedenle TA 98 suşu daha 

çok çerçeve kayması tipindeki ınutasyonlara sebep olan kimyasallada his+ bale 

dönüşür. 

HisG46 

Bu mutasyon histidin biyosentezinde rol alan ilk enzimi kodJayan gende 
-G A G- . . -G G G-

losin kodunu -C T C- yerıne prolin kodunu -C C C- gelmesine neden olan 

mutasyondur. TA 100 suşu bu tip mutasyon içermektedir. 

ıva mutasyonu 

Bu mutasyon bakteri hücre duvarının lipopolisakkarit tabakasını kodlayan 

genlerde meydana gelir. Hücre yüzeyini saran lipopolisakkarit tabakasını zayıflatır. 

Böylece, normalde hücrelere girerneyen büyük moleküllerin test bakterilerine 

girebiline lerini kolaylaştırmaktadır. TA 98 ve TA ı 00 suşlarmm her ikisi de bu 

mutasyonu içermektedir. 

uvrB 

DNA oranmı sisteminde kesip çıkarma (=excisia repair) görevini Ostlenen 

enzimi kodlayan uvrB geninde delesyon meydana getiren mutasyondur. Bu 

kısnnda normalde uvr B+, chı+ ve bio genleri mevcuttur. Bu mutasyon bir çok 

mutajenin ortaya çıkanlmasmda duyarWığın artmasına neden olur. TA 98 ve TA 

ı 00 suşlarmm her ikisi de bu tiJp mutasyonu içermektedir. 
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Rfaktör(+) 

pKM101 Ampisilin dirençlilik geni taşıyan bir plazınid'dir. Plazmid çeren 

suşlann, mutajenik olduğu gösterilmiş ajaniara karşı verilen cevapları, plazmid 

içermeyen suşlam göre hayli yükselir. Bu p1azınidin hücrede bulunuşu bu 

hücrelerde normalde bulunan ve hata oranı yüksek (error-prone) onarım yolunun 

aktivasyonuna, bu sebeple de kimyasalların etkisi ile veya spontan olarak 

mutasyon1arm artmasına neden olur. TA 98 ve TA 100 suşlarının her ikisi de bu 

tip mutasyonu içennektedir. 

2.1.2. Kullanılan kimyasal maddeler 

• 2 aminofluoren :Pozitif mutajen olarak, 

Diınetilsulfoksit'te çözülerek lOJ.1g/plak olarak kullanıldı. 

• Sodyum azid 

çözülerek 1 ,S J.1g/plak olarak kullanıldı. 

• Dimetilsulfoksit (DMSO) 

kullanıldı. 

• D-biotin 

mutasyon deneyinde kullanıldı. 

• L-histidin-HCl-monohidrat 

mutasyon deneyinde kullanildı. 

• D-glukoz-6-tosfat 

kullanıldL 

• Fosfut tamponu 

kullanıldL 

• 3-~etilkolantren 

olarak kullanıldı. 

• Ampicillin trihidrat 

için kullanıldı. 

• NADP 

kullanıldL 

• Nutrient Broth 

kullanıldL 

:Pozitif mutajen olarak, steril suda 

:Test edilen maddenin çözülmesi için 

:Histidin-Biyotin plakları ıç~ 

:Histidin-Biyotin plakları için 

:89 karışımının hazırlanmasında 

:89 karışımının hazırlanmasında 

:~etabolik aktivasyon için uyarıcı 

:NaOH'te çözülerek master plakları 

:89 karışımının hazırlanmasında 

:Bakterileri bir gece büyütmek için 

: ........ 
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2.1.3. Test maddesi ( dozlan ve bazırlanışı) 

Bu çalışınada 1-Etil-4, 5-Difenil-lH-İmidazol türevinin mutajenik etkisi 

Ames /Sahnonella 1 Mikrozom test yöntemiyle araştırı1mıştır. Test maddesi 

Anadolu Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Farmasötik Kimya Anabilimdalı'ndan 

temin edilmiştir. Bu madde dimetil sülfoksit (DMSO) içinde çözülmüş ve oda 

sıcaklığında saklanmıştır. Uygulanacak dozları belirlemek için maddelerin 

O, 1 J.lg/plak, ı J.lg/plak, ı OJ.lg/plak, ı OOJ.lg/plak ve I OOOJ.lg/plak konsantrasyonlan 

hazırlanıp bakteriler üzerinde denenmiş ve I 000 Jlg/plak konsantrasyonunun 

üzerindeki konsantrasyonların toksik etki yaptığı görülmüştür. 

2.1.4. Kullandan ortamiann içerikleri ve hazırlanmalan 

(SOx) V ogei-Bonner Medium E 

KuJJanım 

Distile su 

MgS04 .7Hı0 

Sitcikasit monohidrat 

KıHP04 

NaliNRı (P04.4Hı0) 

: MG~ HBA ve HB (master) p1ak1an 

:670 ml 

:lOg 

: ıoo g 

:500 g 

: ı75 g 

Maddeler yukanda yazıldıklan sıra ile suyun içine eklenir ve hacim 

ı litreye tamamlanır. Bir madde çözümneden diğeri eklenmemelidir. 

(0,5 mM) Histid.in/Biyotin solüsyonu 

Kullanım : Mutajenite deneyi (1 00 ml top agara ı O ml) 

D-Biyotin(F.l7.247.3) :30.9 mg 

L-Histidin.HCl (F.W.l91.7) :24.0 mg 

Distile su :250 ml 

Biyotini suyu kaynama noktasına kadar ısıtılarak çözülür. Histidin ilave 

edilerek karışım 121 °C'de 20 dakika süreyle otoklav edilir. 

Topagar 

Kullanım 

Agar 

NaCl 

Distile su 

: Mutasyon deneyi 

: 6g 

:5 g 

: 1000 ml 

Agar, tuz ve su ısıtılıp karıştırılarak, 121 °C'de 20 dakika oto.klav edilir. 



{1,65 M KCI+0,4 M Mg Clı) Tuz solüsyonu 

Kullanım : S9 karışımı 

KCl :61,5 g 

MgC12.6H20 : 40,7 g 

Distile su : 500 ml 

Sterilizasyon için 121 °C' de 20 dakika otoldav edilir. 

(0,2 M) (Ph 7,4) Sodyum fosfat tamponu 

Kullanım : S9 karışımı 

0.2 M NaHıP04.HıO 

0.2 M NaıHP04 

(1 M) NADP solüsyonu 

Kullanım 

NADP (F.W.765.4) 

Steril distile su 

: (13.8 g/500 ml) 60 ml 

: (14.2 g/500 ml) 440 ml 

: S9kanşımı 

:383 mg 

:Sm 

Sterilizasyon için 0.22 J.tlll delik çaplı filtrelerden geçirilir. 

(1 M) Glikoz-6-fosfat 

Kullanım : S9 kanşımı 

Glikoz-6-fosfat :2.82 g 

Steril distile su : 1 O ml 

Sterilizasyon için 0.22 Jlm delik çaplı filtrelerden geçirilir. 

(%0,8/ 0,2NaOH) Ampisilin solüsyonu 
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KuJJanım : Ampisiline direnç deneyi ve HBA 

plak:1arınm hazırlanınası 

Ampisilin - trihidrat : 0,8 g 

0.02 M Sodyum hidroksit : 100 ml 

Ampisilin trihidrat 0,02 M NaOH içinde çözülür. Sterilizasyon için 0,22 

mM çaplı filtreden geçirilir. 

(%0,1) Kristal viyole 

Kullanını 

Kritsal viyole 

Distile su 

: rfa mutasyonu'nu denemede 

: 0,1 g 

: 100 ml 



Minimal Glikoz Agar plaldan 

Kullanım 

Agar 

Distile su 

50Xvb Tuzları 

: Mutasyon deneyi 

: 15 g 

: 830ml 

:20ml 

%20 Glikoz : 80 ml 
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15 gr agar 2 litrelik bir kapda bulunan 830 ml'lik distile suya eklenerek 

çözülür. 121 °C'de 20 dakika otoklavlanır. Solüsyon 45°C'ye soğutulup %20'lik 

glikoz ve 50xVB tuzlan yavaş yavaş karıştınlarak eklenir, 45°C'de tutularak 

pettilere 30 ınl'Jik miktarlarda dağıtıhr. 

Histidin/Biyotin plaklan (HB Agar) 

Kullannn : Histidin gereksinim deneyi 

Agar :15g 

Distile su : 914 ml 

50x4B tuzlan : 20 ml 

%20 Glikoz : 100 ml 

Steril Histidin.HCLHıO :10 ml 

(2grJ400 ml HıO) 

Steril 0.5 mM Biyotin :6 ml 

Agar ve su otoklavlanır, 45°C 'ye soğutulup %20'lik glikoz, 50X VB 

tuzları ve histidin çözeltisi eklenir. Solüsyon biraz daha soğutulup biyotin eklenir. 

Karıştmlıp petri kutularına 30 ml olarak dağıtıhr. 

Bistidin!Biyotin/ Ampisilin plaklan (BBA agar) 

Kullannn : Ampisiline dirençlilik testi ve 

"Master Plate" hazırlanmasında; 

Agar 

Distile su 

50XVB tuzlan 

%20Glikoz 

Steril Histidin.HCl.HıO 

(2g/400 ml HıO) 

Steril 0,5 mM Biyotin 

: 15 g 

: 910 ml 

:20ml 

: 100 ml 

: 10ml 

: 6 ml 

'\r.,.......,,M::""' .. ;". 
J. ~ :. .. ' 
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Steril ampisilin 

(8mg/ınl, 0.02 M NaOH içinde ) : 3 ml 

Agar ve su 20 dakika otoklavlanır. Glikoz, 50x VB tuzları ve histidin bu 

sıcak solüsyona eklenir. Sıcakbk biraz daha azalmca biyotiıı ve ampisilin eklenir, 

petrilere 30 ml'lik miktarlarda dağıtılır. Petriler TA97, TA98, TAlOO için 4°C'de 

2 ay süreyle saldanabilir. 

Nutrient Agar plaklan 

Kullanmı : Gecelik kültürün ml' sindeki bakteri sayısını 

bulma ve genotip kontrolü; ( a) Kristal viyole 

(b) uv duyarlılığı 

Oxoid nutrient broth no:2 :25 g 

AgM :15g 

Distile su ~ 950 ml 

Yukarıdaki kimyasallar 2 litre hacimli bir kaba konularak 30 dakika 

otoklavlanır. Karıştınhp 30 ml miktarlarda petri kutularma dağıtılır. 

Nutrient sıvı kültür ortamı 

Kullanım 

Oxoid nutrient broth no:2 

Distile su 

: Bakterilerin gecelik kültürde büyütülmeleri 

:5 g 

:200 ml 

Broth ve su kmştırıhp otoklav edilir ve +4°C' de saklanır 

(%10'1uk) S9 kanşımı 

Mikrozom 

MgC12-KCl tuziMI 

Glik.oz-6-fosfat 

0.1 MNADP 

0.2 M Fosfat tamponu 

Steril distile su 

(0,15 M) KCl çözltisi 

Kullanım 

KCl 

Distile su 

:ı ml 

:0,2 ml 

:0,05 ml 

: 0,4ml 

: 5ml 

:3 ml 

: mikrozom izolasyono 

: ı 1,275 g 

: lOOOml 



24 

KCl birmiktar distile suda çözülür ve toplam hacim 1000 ml' ye 

taınarnlanarak otklav edilir ve +4 °C'de saklanır. 

(%0,13) Biotin çözeltisi 

Kullanım 

hazırlanması 

D-Biotin 

Distile su 

: Genotip kontrolü ve HBA plakları 

:0,65 mg 

: 50ml 

Biyotin suyun kaynama noktasına kadar ısıtııarak çözülür ve 121 °C'de 20 

dakika otoklav edilir. 

(o/e0,5) Histidin çözeltisi 

Kul]amm : Genotip kontrolü ve HBA p1akları 

hazırJanması 

L.Histidin HCl (FW.l91.7) :2 g 

Distile su : 400 ml 

Histidin ile distile su kanştınlarak otoklav edilir. 

(%20) Glikoz çözeltisi 

Kullanım 

Glikoz 

Distile su 

: MGA ve HBA plakları hazırlanması 

:20g 

: 100 ml 

Glikoz distile su içerisinde çözülerek otoklav edilir. 

(0,1Jlg/Jll) Sodyum Azid çözeltisi 

Kullanım :Pozitifkontrol 

l,Omg/petri başına olmak üzere dimetilsülfoksit'de (DMSO) çözülerek 

kullarulır. 

(2Jlg/Jll) 2-Aminoftuorene (2AF) 

Kullanım :Pozitifkontrol 

1,0 mg/petri başına olmak üzere dimetilsülfoksit'de (DMSO) çözülerek 

kuJianılır. 89 karışımı gerektirmeyen kimyasaldır 

(2,5 Jlg/Jll) 4-Nitro-o-Fenilendiamin (NPD) 

Kullanım : Pozitifkontrol 

2,5 Jlg /petri olmak üzere DMSO'da çözülerek kullanılır. TA 98 suşu için S9 

karışımı gerektirmeyen bir kimyasaldır. Oda ısında saklanır. 



(%6,4) 3-Metil kolantren 

Kullanım 

3-Metil kolantren 

Mısıryağı 

:Metabolik ak:tivasyonun hızlandırılması 

:64mg 

:1 ml 
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(80 ıng/kg olmak üzere) mısıryağmda çözilierek 0,5ml itraperitonal olarak 

enjekte edilir. 

2.2. Metod 

Bu çalışmada Prof.Dr.Bruce N.Ames (University of California, Berkeley, 

CA, USA)' den alınan test bakterilerinin stok kültürlerinin hazırlanması, genetik 

özelliklerinin kontrol edilmesi ve test Maron ve Ames'in (1983) yöntemine uygun 

olarak plak inkorporasyon metodu ile yapılmıştır. Deneyler S9'lu ve S9'suz olarak 

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

zamanlarda iki baWınsız deney yapılmıştır. Ayrıca pozitif kontrol, solvent kontrol 

ve spontan kontroller deneye parelel olarak denenmiştir. 

2.2.1.Salmonella suşlannm kültürlerinin ve master plaklann hazırlanması 

Bakteri kültürlerinin Histidin/Biyotinl Ampisilin (HBA) plaklarma paralel 

ekimleri yapılıp 37°C'de 48 saat inkübe edilmiştir. 48 saat sonunda iyi izole ohnuş 

bir koloni seçilip, 2ml Nutrient Broth içinde süspanse edilmiş bir gece (12-16 saat) 

37°C'de inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda bir öze dolusu sıvı kültür 

alınıp Histidin/Biyotin/Ampisilin agar üzerine çizgi ekim yapılmış ve 37°C'de 

48 saat inkübe edilmiştir. Hazırlanan bu plaklar +4°C de iki ay süre ile 

sak.lanabilmektedir. 

2.2.2. Salmonella suşlannm stoklanması ve stok kiiltürlerin açılması 

Test suşlarının canlılığını ve mutant özelliklerini uzun süre koruyabilmeleri 

için stoklanmaları gerekir. Bunun için Histidin!Biyotin/ Ampisilin agarda üremiş 

olan Salmonella suşlarından iyi izole olınuş bir koloni öze alınıp alınıp 2 ml 

Nutrient Broth içeren tüplerde süspanse edilir ve 37°C'de bir gece (12-16 saat) 

inkübe edilir. Bu sürenin sonunda steril ependorf tüp içerisine 1ınl bakteri kültürü 

ve 0,09 ml dimetil sütfoksit (DMSO) ilave edilmiş ve -20°C'de donması 

sağlandıktan sonra -80°C'de saklanmıştır. 

Kültürün açılınası gerektiğinde stok bakteri kültürü oda sıcaklığında eritilip 

bir öze dolusu almarak Histidin/Biyotin(HB) agar plaklarına paralel ekim yapılınış 
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ve 37°C'de 48 saat inkübe edihniş ve bu sürenin sonunda iyi izole olan bir koloni 

öze ile alınıp Histidiıi!Biyotin!Aınpisilin agar plaklarına paralel ekim yapıhnıştır. 

HBA plakları 37°Cde 48 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası master plaklar 

+4 oc• de iki ay süre ile saldanmıştır ve gerektiğinde gecelik kültür hazırlamak için 

kullanılınıştır. 

2.2.3. Salmonella suşlannın kontrol testlerinin yapılması 

2.2.3.1. Bakterilerin genotiplerinin kontrol edilmesi 

Ames test sisteminde testin güvenilirliği açısından test suşJannın orjinal 

mutasyonlara sahip olup olmadığını: belirlemek için deneyiere başlamadan önce 

kontrolleri yapılmaktadır. Bu kontroller sırasıyla aşağıdaki şekildedir. 

Histidin gereksinimi kontrolü 

Test suşlarının hiS özelliği suşların minimal glikoz agar üzerine ekilmeleri 

yolu ile kontrol edilir. Bunun için, bir gece Nutrient Broth içinde üretilen bakteriler 

bistidinlbiyotin içeren ve sadece biyotin içeren minimal glukoz agarlı plaklara 

ekilerek 3 7°C' de 48 - 72 saat inkübe edilir. Suşların histirlin varlığında üreyip 

histidin yokluğunda ürememeleri, his. karekierini dogruia.rnaktadır. İnkübasyon 

sonunda HB plaklarında meme gözlenirken MGA plaklarında tırerne olmadığı 

görülmüştür. 

R faktörünün kontrolü 

Test bakterilerinde plazmidlerin varlığı ampisiline dirençlilikleri açısından 

test edilir. Bu amaçla Nutrient Broth' da büyütülen bakteri kültürünün histirlin 1 

biyotin 1 aınpisilin içeren HBA plaklarına çizgi ekimi yapılmıştır. 37°C'de 

24 saatlik bir inkübasyon sonucu, R faktörü içeren mutant bakterilerin aınpisinli 

plaklarda büyüdülderi gözlenmiştir. 

llfa mutasyonunun kontrolü 

Bu mutasyonun varlığı kristal viyoleye duyarlılık testi ile tespit edilmiştir. 

Bu test için Nutrient Broth'da büyütülen kültürlerden alınan 0,1 ml'lik örnekler 

45°C'lik su banyosunda ısıtılmış 2 ml top agar üzerine ilave edilmiştir. Daha sonra 

çalkalanarak Nutrient agar plaklarına dökülmüştür. Donduktan sonra 0,5 cm 

çapında kesilmiş steril filtre kağıdından hazırlanmış ve %0,1 'lik 1 O J!l kristal 

viyole çözeltisi emdirilmiş diskler plağın ortasına yerleştirilmiştir. Plaklar 37°C'de 

24 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda diskin çevresinde bakteri 
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büyümesinin görülınediği gözlenmiştir. Kristal viyole bakteri içine kolayca girip 

etkilediği için bakterilerin üremeleri engellenmiş ve bakterilerin Rfa mutasyonu 

taşıdıldarı gösterilmiştir. 

uvrB mutasyonunun kontrolü 

Bu mutasyonun varlığı ultroviyole ışınlarına duyarlılık testi ile kontrol 

edilir. Bu test için Nutrient Broth' da bir gece üretilen bakteri kültüründen öze ile 

alınan örnekler, Nutrient Agar bulunan plağın bir kenanndan diğer kenarına 

uzanacak şekilde çizgi ekimi yapılmıştır. Plağın yarısı bir plastikle kapatılıp 

ı 5 watt'lık UV lambası altında, 33 cm uzaklıktan 8 sn süreyle ışmlanmıştır. UV'ye 

maruz bırakılan plağın kapağı kapatılarak 37°C'de 24 saat inkübe edilmiştir. 

Kullanılan UV ışığı dozu, uvrB mutasyonu taşıyan bakterileri öldürecek düzeyde 

olduğundan UV'ye maruz kalan kısımda büyüme olmamıştır. Kapatılan kısımda 

nonnal üreme gözlenmiştir. Bu sonuç bize kullanılacak olan bakterilerin uvrB 

mutasyonıı taşıdığını göstermiştir. 

Kendiliğinden geriye dönüş sıkhğmm kontrolü 

Test suşlarmm kendiliğinden his- durumundan his+ durumuna dönüşmesi 

belirli sınırlar içindedir. Bu sınırlar TA98 için, 30-50 revertant/plak, TAıoo için 

90-130 revertant/plak'tır. Kendiliğinden geri dönüş frekanslarını saptayabilmek 

için minimaJ glikoz agarlı plaklar hazırlanır. Nutrient Brot'da ı2- ı4 saat süreyle 

37°C'de büyütüten test bakterilerinin o,ı ml alınarak 45°C'deki su banyosunda 

ısıtılan ve 0,05 mm histidin biyotin içeren 2 ml top agar üzerine ilave edilmiştir. 

Daha sonra 0,2 ml 0,5 M histidin biyotin solüsyonu da eklenip test tüpü 

çalkalanarak MGA plaklarına yayılmış ve 37°C'de 48 saat inkübe edilerek 

inkübasyondan sonra plaklarda geriye dönen kolonller sayı1mıştır. 

2.2.3.2. Sm kültürlin ml'sindeki bakteri sayısmm belirlenmesi 

Deneyde kn11anı1an. gecelik kühürün ml' sinde bulunan bakteri sayısını 

bulmak için HBA . plaklarmdan bir koloni alınarak NB içinde süspanse edilmiş 

çalkalamalı inkübatörde 37°'de bir gece inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda 

gecelik kültürün 10°, ıo-ı, ıo-2, ıo-3, ıo-t, ıo-5 ,ıo-6 olacak şekilde bir dizi 

seyreltmeleri hazırlanmıştır. Bu seyreltmelerden NA plaklarma ı OJ.!l'lik 

miktarlarda danılatarak ekim yapılıp 37°C'de 24 saat inkübe edildikten sonra 

plaklardaki kolonller sayılmış ve bakteri sıvı kültürünün ml'sinde 2,4 x 109 bakteri 
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olduğu belirlenmiştir. Ayrıca bakteri kültürünün optik densitesi 650 nın dalga 

boyunda spektrofotometre ile ölçülüp saf kültürün (ı0° ) optik dansitesi o,ı65 

olarak belirlenmiştir. 

2.2.4. Test maddelerinin sitotoksik etkilerinin saptanması 

Kullanılan test bileşiklerinin test bakterileri için öldürücü olmayan dozunun 

saptanması için top agara o,ı ml bakteri kühürü ve 0,1 ml test bileşiğinin değişik 

konsantrasyonları eklenmiştir. Kanşım nutrient agarlı plaklara dökülerek 37°C~de 

24 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyondan soma plaklardaki koloni sayıları ile 

kontrol plakları karşılaştırılarak toksik ve toksik olmayan dozlar belirlenmiştir. 

Buna göre test bileşiğinin ı 000 J.tg/plak dozunun ÜZerindeki konsantrasyonlannın 

toksik olduğu bulunmuş ve 1000 J.tg/plak, ı OOııglplak, ı O J.lg/plak, ı J.tg/plak, 

O,ı J!g/plak olmak ÜZere 5 doz seviyesinde mutajenite deneylerinin yapılınasına 

karar verilmiştir. 

2.2.5. Memeli karaciğer mikrozomlanmn hazırlanışı 

Promutajen maddelerin saptanabilmesi için karaciğer mikroromJan 

hazırlanarak plak üzerinde ya da tüpte kimyasalların metabolik aktivasyonları 

sağlanır. Sıçanların öldürülmelerinden beş gün önce karın boşlukianna 

mikrozornal enzimlerin. miktarlarını arttırmak için. mısır yağında çözülmüş 3-metil 

kolantren 80 mg/kg miktarmda olacak şekilde enjekte edilmiştir. 

Rathus norvecicus türünde erkek bir rat başının arkası sert bir yere 

vurularak öldürülmüştür. Hayvan ayaklarından otopsi kutusuna sabitleştirilerek 

steril makas ve bistüri ile aseptik şartlarda karaciğeri alınmıştır. Alınan karaciğer 

-4 °C'de soğutulmuş olan 0,15 M KCl solüsyonuna ı g karaciğer, ı ml KCl olacak 

şekilde önceden tartılmış steril behere konularak tartıını yapılmıştır. Soma birkaç 

kez soğuk KCl ile yıkanarak karaciğerler yeni bir behere geçirilmiş, 3 ml 

0,15 M KC111 g karaciğer oranı gözetilerek KCl eklenmiştir. Karaciğerler steril bir 

şekilde küçük parçalara aynJmıştır. Doku parçaları zamanla homojenize edilmiş ve 

homojenat 9000 xg'de 10 dakika süreyle santrafiijlenmiştir. Süpernetant kısım (S9) 

alınıp bundan O. ı ml ayrılarak S9 preporasyonunun steril olup olmadığı nutrient 

agar üzerine ekim yapılarak saptanmıştır. Komtaminasyon olduğu durumlarda S9 

preparasyonu 0,25 ıım çaplı filtre kağıtlarmdan geçirilecek steril bale .~etirilmiş ve 

-20°C'de saklanmıştır. 
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2.2.6. Karaciğer S9 kanşımının hazırlanması 

S9 fonksiyonunda bulunan mikrozornal enzimierin metabolik aktivasyon 

reaksiyonlarını yürütebilmeleri için gereken şu kofaktörler 89 homejantma 

eklenmiştir. 8mM MgClı, 5 mM Glikoz-6-fosfut; 33 mM KCl, 4 mM Sodyum 

fosfut (pH 7.4) ve S9 (0,04ml 59/1 ml 89 kanşımı) 

2.2. 7. Ames testinin yapıhşı 

Bu çalışmada Ames/SalmoneUa!Mikrozom testinin Maron ve Ames 

(1983)'in yöntemine uygun olarak plak-inkorporasyon metodu uygulanmıştır. 

Her birinin içinde 2 ml top agar bulunan ve 45 °C'Iik su banyosunda ısıtılan 

tüplere 0,1 ml test bileşiğ~ 0,2 ml Histidin-Biyotin çözeltisi ve 0,1 ml bir gecelik 

bakteri kültürünü eklenmiştir. İyice çalkalarup Minimal Glikoz Agar (MGA) 

plaklanna dökühııüştür. Bu plaklar hızla çevrilerek homojen dağılım sağlanmıştır. 

15 dakika bekledikten sonra 37°C'de 48-72 saat inkübasyona bırakılrnıştır. 

İnkübasyon sonunda petrilerde kolaniler sayılmıştır. 

89 karışımı varlığında yapılan deneylerde 45 °C' lik su banyosunda ısıtılan 

tüplerde bulunan 2ml top agar'm üzerine 0,2 ml Histidin-Biyotin solüsyonu, O, 1 ml 

bakteri kültürü, O, 1 ml test maddesi 0,5 ml buzda bekletilen 89 kanşımmdan 

eklenerek iyice ça1kalanmış, MGA plaklanna dökülerek 37°C' de 48 - 72 saat 

inkübasyona bırakı1mıştır. İnkübasyon sonunda petrilerde koloniler sayılmıştır. 

Deneyler her bir doz için 3 ayrı plak olmak üzere yapılmıştır. Her deney iki kez 

tekrar edilmiştir. Sonuçlarm değerlendirilmesi için deneyiere paralel olarak pozitif, 

spontan ve solvent (DMSO) kontrollerde gerçekleştirilmiştir. 89 yokluğunda 

pozitif kontrol olarak TA 100 için Sodyum azid, TA 98 için 4-nitro-o­

fenilendiamin, 89 varlığında ise her iki suş için de 2-Aminofluorene kullanılmıştır. 

2.2.8 .• Sonuçlann değerlendirilmesi 

Bu çalışmada 1-Etil-4,5-Difunil-lH-İmidazol türevi mutajenite testine tabi 

tutuhnuştur. örneklerin belirlenen dozlan 3 paralel olarak aynı anda test edilmiş ve 

birbirinden bağımsız olarak furklı zamanlarda 2 deney yapılmıştır. Ayrıca test 

bileşenlerinin etkilerinin memelilerin metabolik aktivasyonlan sonucunda değişip 

değişmediğini belirlemek amacıyla 89 fraksiyonu varlığında da deney aynen 

tekrarlanmıştır. Deneylerde her bir plaktaki revertant koloniletin sayısının 
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aritmetik ortalaması alınmış ve sonuçların değerlendirilmesi için SPSS istatistiksel 

programının student-t testi kuJlanılmıştır. 

SPSS istatistiksel programının student-t testinde kulJanılan, her bir plaktaki 

revertant kolonllerin sayısı aşağıda verilmiştir. Bu verilerle elde edilen stn<lent-t 

testinin sonuçları Ek' de gösterilmektedir. 

TA98 (S9-) 
DMSO 

Aı 
A -1 

10 

A -2 
10 

A -3 
10 

A1o4 

TA98 (S9+) 
DMSO 

Aı 
A -ı 

lO 

A -2 
10 

A -3 
10 

Aıo4 

TAlOO (S9-) 
DMSO 

Aı 
A -1 

ı o 
A -2 

10 

A -3 
lO 

Aıo4 

TAIOO (S9+) 

22+28+27+20+18+24 

6+7+2+5+8+3 
27+26+26+20+21+20 
32+36+30+33+24+24 
31+30+24+20+20+22 
24+20+21+18+24+22 

30+25+34+32+29+28 

25+21+13+28+23+25 
18+ 12+ 15+ 19+ 10+ ı ı 
23+27+20+28+19+28 
26+28+25+27+21+23 
24+21+30+18+22+20 

141+81+136+128+138+119 

90+101+94+84+91+93 
120+105+147+206+172+187 
129+178+180+127+142+130 
140+115+121+110+129+127 
95+90+107+96+88+110 

DMSO 139+135+141+126+144+129 

A1 
A -ı 

lO 

A -2 
lO 

A -3 
lO 

Aıo4 

104+102+107+140+98+106 
138+151+144+146+127+156 
145+107+121+119+133+139 
123+132+135+114+122+127 
107+101+119+121+116+120 

A: Test kimyasalı (l-Etil-4,5-Düenil-1H-İmidazol türevi) 
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3.BULGULAR 

120 

80 
:s 
8. 40 ....... 
.!9 
ı::: 

~ 
~ o mg/pt 
&! 

-40 

-80 

Dozlar 

120 

80 
:s 
Q) 
cı. 

40 ....... 
.!9 
ı::: 

{g o mg/pt 
~ o. & 

-40 

..so 
Dozlar 

~ 
TA98 

A TA 100 

Şekil3.1 Metebolik aktivasyon yokluğunda (a) ve metebolik aktivasyon varlı~ında (b) 1-Etil-4,5-

Difenil-lH-İmidazol tarafindan indüklenen revertantların doz-yanıtlı $ileri. Sonuçlar iki ayrı 

çalışmadan alınan altı petrinin ortalamasıdır. Çözücü kontrol d~erleri çıkartılmıştır. Her 

konsantrasyonlarm sonuçları student-t vasıtası ile yapılan çözücü kontrolleri ile karşılaştırılmıştır 

*P:s;Q,05 
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Tablo 3.1 I -Etil-4,5-Difenil-IH-İmidazol türevinin metabolik aktivasyon yokluğunda ve metabolik 

aktivasyon varlıaında yapılan mutajenite analizlerinin ortalama sonuçları ve değerlendirmesi 

Örnekler mg/pt TA98 

Rev/pl p M 

S9(-) 

Negatifkontrol 23,1±3,9 

Test Kimyasalı 
10° 5,1±2,3 o + 
ıo-ı 23,3±3,3 0,93 
ıo·2 29,8±4,9 0,02 + 
10·3 24,5±4,8 0,76 
104 21,5±2,3 0,39 

S9(+) 

Negatifkontrol 29,6±3,1 

Test Kimyasalı 
10° 22,5±5,2 0,01 + 
10-ı 14,1±3,7 o + 
ıo·2 24,1±4,07 0,02 + 
10·3 25 ±2,6 0,01 + 
104 22,5±4,1 o + 

Rev/pl: Revertant koloni sayısılpetri. 
P: Student -t testi sonuçlanna göre sig (2-tailed) sonuçları. 
M: Mutajenite. 
S9(-): Metabolik aktivasyon yokluğunda 
S9( + ): Metabolik aktivasyon varlığında 

TAIOO 

Rev/pl p M 

123,83±22,4 

92,1 ±5,5 o + 
156,1±39,2 0,11 

147,6±24,8 0,11 
123,6±10,7 0,98 

97,6+8,9 0,02 + 

135,6±7 

109,5±15,2 o + 
143,6±10,2 0,14 -
127,3±14,1 0,22 -
125,5±7,5 0,03 + 

ll4 ±8,1 o + 
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Tablo 3.2. Metabolik aktİvasyon varlığında ve yokluğunda Salmonella mutajenite testinde çözücü 

kontroi ve pozitifkontrollerinin sonuçlan 

Kimyasallar(ı.ıg 1 plate) 

DMSO 

4-NPD(20) 
AZS(1.5) 
2-AF (10) 

Revertant 1 petri 

- S9 

23 ± 3.9· 
123 ± 22.4b 
1223 ±742! 
586 ±51.4b 

+S9 

30 ±3.ı· 
136 +7.0b 

714 ±16.4. 
692 :±ı:ıl.Sb 

-S9 : metabolik aktivasyonsuz; +S9: metabolik aktivasyonlu; DMSO: dimetilsulfoksit, (çözücü 

kontrol); 4-NPD: 4-nitro-o-fenilen diamin; AZS: sodyum azid; 2-AF: 2 aminofloren (pozitif 

kontroiler); a: TA 98; b: TA 100 

Tablo 3.3. 1-Etil-4,5-difenil-lH-iınidazol tilrevinin mutajenik aktiviteleri 

Test kimyasalı 

1-Etil-4,5-difenil-1 H-imidazol 

TA98 

-S9/+S9 

TA 100 

-S9/+ S9 

-S9 : metabolik aktivasyonsuz; + S9: metabolik aktivasyonlu; -: mutajenik değil, +: mutajenik, TO: 

dos-ilişkili toksisite, +·m: mutajenik etkiden sonra en yüksek doz toksiktir 
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4. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Günümüzde çok miktarda kimyasal maddeyle iç içe olduğumuzdan dolayı 

kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin araştınJması oldukça önem 

taşımaktadır. Yaşadığımız ortamları kirleten iç ve dış etkenierin olup olmadığı , bu 

kirlilik derecesinin Dünya Sağlık Örgütünün belirlediği sınırlar içinde olup 

olmadığı ve olası mutajenik etkileri çeşitli test yöntemleriyle araştırılmaktadır. 

{2,13] 

Bu çalışmada 1-Etil-4,5-difenil-1H-imidazol türevinin mutajenik aktivitesi 

Salmonella typhimurium TA98 ve TAIOO suşları k:ul1anı1arak araştınlmıştır. 

Sitotoksik değer belirlenerek bu değerin altındaki dozlar denenmiştir. Deneyler 5 

ayrı dozda yapılmıştır. Her doz için 3 ayrı plak kullanılıp aritmetik ortalamaJan 

alınmıştır. 

1 -Etil-4,5-difenil-lH-imidazol türevinin mutajenitesi Tablo 3.1' de ve 

Tablo 3.3'de gösterilmiştir. Bir bileşik revertantlarmm sayısı bağlantılı doz 

biçiminde arttığı zaman zayıf mutajen olarak kabul edilmektedir. Revertantlarınm 

sayısının ve doz ilişkili pozitif cevaba eşlik eden çözücü kontrol değerlerinin 

arasındaki belli :furkhlık mutajenitenin delili olmaktadır. 

Bu çalışmada TA98 ve TAIOO suşları bileşiğe farklı mutajenik 

hassasiyetler sergilemiştir. Genel biçimde test edilen türev TA98 üzerinde 

TAIOO'deki cevaplarta karşılaştırdığımızda daha büyük mutajenik aktivite 

gösterdiği tespit edilmiştir. 

Test sonuçlarımıza göre 1-Etil-4,5-difenil-1H-imidazol bileşiği ile 

muamele edilen TA98' in metabolik aktivasyon yokluğunda revertant koloni sayısı 

kontrone . karşılaştırıldığında ı o-2 dozu için istatistiksel açıdan anlamlı 

sayılabilecek bir fiırk belirlenmiştir. TAIOO' ün ise revertant sayısı doza bağlı 

artmaktadır. Bu artış mutajenitenin bir diğer göstergesi sayıldığından mutajenik 

aktivitesinin olduğu düşünülebilir. 

Metabolik aktivasyon varlığında her iki suş içinde denenen dozların 

tamamına yakınmda revertant koloni sayısı negatif kontrolden daha azdır. Bu 

durum 1-Etil-4,5-difenil-IH-imidazol türevinin metabolitlerinin şuşlar üzerinde 

toksik etki gösterdiğinin kanıtıdır. 
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Çeşitli imidazol türevleri ile ilgili yapıJan pek çok benzer çalışmalar 

mevcuttur. 

Vikse ve arkadaşları pişirilmiş et ve balık1arda bulunan heterosiklik 

aminlerden olan 2-amino-3-metilimidazo [4,5-t] 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. [32] 

Forster ve arkadaşları tarafindan 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 negatifsonuçlar verdiği rapor edilmiştir. (33] 

Yen ve Chen' de aynı yöntemle çeşitli çay ekstraılarının ve yapraklannın 

içerdikleri katekin, kafein, folik asitli bileşikler, askorbik asit, karoten ve 

tokoferoller'in antimutajenik aktivitesini araştırınışlardır. Bunun için, yine 

heterosiklik imidazol bileşikleri ile bakteriyal mutajenite uyarılmıştır. (34] 

Saç boyaları, pestisitler ve fungisitlerin yapısında bulunan bazı imidazol 

halkası içeren bileşiklerden olan DAP (2,3, diaminofenazin) ve AHP (2-amino 3-

hidroksifenazin) Ames yöntemiyle test edilmiş ve TA 98 suşunda 89 varlığında ve 

yokluğunda maddelerin oldukça mutajen oldukları (P~O.OOI) bulunmuştur. [35) 

Britvic ve arkadaşları metimidazol'ün Salmonella kullanılarak Ames 

yönteminde test etmişler ve metabolik aktivasyon için sazan balığının sindirim 

bezlerinden56 elde ettikleri fraksiyonu kullammşlardır. Sonuçta, TA 98 suşunda 

metimidazol etkisiyle yüksek oranda geri dönüşüm gözlenmiştir. [36] 

Pişirilmiş besinlerden izole edilebilen 2-amino-6~metildiprido[l,2-a:3,2-d] 

imidazol (Glu-P-1), 2-amino-3-dimetilimidazo [4,5-t] guinolin (IQ), 

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

heterosiklik arninierin mutajenik aktiviteleri, bakteriler ve transgeDik 

kemirgenlerde invivo mutajenik testler karıştırılarak araştırıhnış ve sonuçta, 

saydığunız bileşiklerin bakteriyal test sistemlerinde daha mutajenik sonuçlar 

verdikleri Joseph, ve arkadaşları tarafindan bulunmuştur. Bu bileşiklere çeşitli 

şekillerde maruz kalındığmda, bir dizi biyokimyasal mekanizma sonucu mutajen 
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ve kanserojen etki oluşturduğu ve S.O.S. sistemin umu genleri'ni uyararak DNA 

hasariarına yol açtıkları görühnüştür. [37] 

Ayrıca bazı iınidazol türevleri (IQ, MeiQ, PhiP ve aflatoksin Bl (AFBl) 

gibi) pozitif muuyen olarak kullanı1arak, bazı moleküllerin antimutajenik etkisi 

Ames testi ile araştınlmıştır. Çeşitli iınidazol'ler ile uyanlan mutajenik aktiviteyi 

besin koruyucusu olarak kullanılan arakidonik asitin inhibe ettiği bulunmuştur. 

[38] 

Debnath ve arkadaş~ 30 adet imidazol türevi nitro bileşiklerinin ve 

içerdikleri nitro gruplarmın metabolik aktivasyon sonucunda DNA'ya bağlanma 

affinitelerinin arttığını ve mutasyona sebep olduklannı bulmuşlar. [39] 

Başka bir çalışmada 'da aneorobik bakteri ve protozoalar üzerinde etkili 

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

(1NZ), Salmonella 'nın TA ve YG suşlan ile test edihniş ve MNZ ve 'INZ'nin 

benzer yüksek mutajenik aktiviteye sahip olduğu bulunmuştur. [40] 

Bu çalışmanın sonucunda test edilen bileşiğin T A98 ve TAI 00 suşlarımn 

her ikisi içinde, metabolik aktivasyonsuz ortamda mutajenik özeilk gösterdiği 

belirlenmiştir. Bu mutajenite çerçeve kayması mutasyonu olarak daha güçlü 

şekilde gözlenmiştir. 

Bu maddenin metabolitleri de her iki suş için mutajenik özellik:te olup, 

özellikle TA98 suşu üzerinde toksik etkileride gözlenmiştir. 

Ames testi yüksek duyarlılıkta kolaylıkla uygulanabilen , iyi tesis edilen bir 

test olsa da bazen yanlış negatif ya da pozitif sonuçlar göstermektedir. Bu madde 

farklı genotip özelliğe sahip test suşları ile ve farklı organizma gruplarının 

lrullanıld.ığı fiırklı test yöntemleriyle de test edildikten sonra genel bir sonuca 

gidilmelidir. Sadece tek bir çalışmaya dayanarak kesin bir sonuç ortaya koymak 

mümkiln değildir.Bu bağlamda imidazol türevlerinin öncül ilaç molekülleri olarak 

nitelendirihneden önce, farklı test sistemlerinden gelen sonuçlar ile karşılaştırmak 

için daha fuz1a araştırılması gerekmektedir. 
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EKLER 

EK-1 Test kimyasalının (a) 10° dozwıda (b) ıo-ı dozwıda revertant koloni sayılarının TA98' de 

metabolik aktivasyon yokluğundaki student-t testi sonuçlan 

a Grup Istatistikleri 

VAR00002 N Ortalama Standart Sapma Standart Hata 

VAROOOOI 1,00 6 23,1667 3,9200 1,6003 

2,00 6 5,1667 2,3166 ,9458 

Bağtmsız örnekleme Testi 

Leveııe' in 
Varyasyonların Orta1ama Eşitliği İçin t Testi 
EşitliJf Testi 

F Sig. t df 
Sig. Orta1ama Standart Hata 

(2-tailed) Fadddığı Farklan 
VAR00001 Varyasyonlar eşit 

2,286 ,162 9,683 10 ,000 18,0000 1,8589 
varsa Yıldığında 

Varyasyonlar eşit 
olmadığı 9,683 8,113 ,000 18,0000 1,8589 

varsayıldıibnda 

b Grup istatistikleri 

VAR00002 N M ean Standart Sapma Standart Hata 

VAROOOOl 1,00 6 23,1667 3,9200 1,6003 

2,00 6 23,3333 3,3267 1,3581 

Bağtmsız örnekleme Testi 

Leveııe' in 
Varyıısyoaların Ortalama Eşitliıi Için t Testi 
Eşitli~· Testi 

F Sig. t df Sig. (2- Ortalama Standart Hata 
tailed) Farklılığı Farklan 

fVAROOOOI Varyasyonlar eşit ,046 ,&34 -JJ79 lO ,938 -,1667 2,0989 
varsayıldığında 

Varyasyonlareşit olmadığı 
varsayıldlğıııda -,079 9,742 ,938 -,1667 2,0989 
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Ek-1 (Devamı) Test kimyasalının (c) ıo-2 dozunda (d)10-3dozunda revertant koloni sayılannın 

T A98.' de metabolik aktivasyoo yokluğundaki student-t testi sonuçlan 

Grup İstatistikleri 

VAR00002 N Ortalama Standart Sapma Standart Hata 

VAROOOOI 1,00 6 23,1667 3,9200 1,6003 

2,00 6 29,8333 4,9160 2,0069 

Bağımsız Örnekleme Testi 

Levene'in 
Varyıısyorılamı 
Eşitliği Testi 

Oı1alama Eşit!~ İçin t Testi 

F Sig. t df Sig. OrtııJama Standart Hata 
(24ailed) Farklılığı Farklan 

Vaıyasyonlaı: eşit 
,335 ;516 -2;597 10 ,027 ..fJ,6667 2;5669 

VAROOOOI 
varsayıJdığında 

Vary~oıılar eşit 
-2.S97 9.S28 ,028 ..(,_6667 2,5669 

olmadığı varsa-yıldığında 

d Grup Istatistikleri 

VAR00002 N Ortalama ~dartSapma Standart Hata 

VAROOOOI 1,00 6 23,1667 3,9200 1,6003 

2,00 6 22,5000 3,5637 1,4549 

Bağımsız örnekleme Testi 

Levene' in 
Varyıısyoıılamı Ortalama Eşitliği İçin tT esti 
Eşitli i Testi 

F Sig. t df 
Sig. Oıtalama Standart Hata 

(2-ıa.iled) Farklılığı Farklan 

Vaıyasyonlaı: eşit 
,104 ,754 ,308 ı o ,764 ,6667 2,1628 

VAROOOOl 
varsayı ldığında 

Varyasyonlar eşit olmadığı ,308 9,911 .764 .6667 2,1628 
varsayıldığıııda 
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Ek-I (Devamı) Test kimyasalının (e) 104 dozunda metabolik aktivasyon yokluğunda (f) 

1().
0dozunda metabolik aktivasyon varlığında TA9S.~ de revertant koloni sayılarının student-t testi 

sonuçları 

e Grup İstatistikleri 

VAR00002 N Ortalama ~tandart Sapma Standart Hata 

VAROOOOl 1,00 6 23,1667 3,9200 1,6003 

2,00 6 21,5000 2~452 ,9574 

Bağımsız örnekleme Testi 

Leveııe' in 
Varyasyoolann Ortalama Eşidi~ İçin t Testi 
Eşitliği Testi 

F Sig. t df 
Sig. Ortalama Standart Hata 

(2-tailed) Farldılığı Farklan 

Varyasyonlar eşit 
2,222 ,167 ,894 10 .392 1,6667 1,8649 

VAROOOOI 
varsayıldığında 

Varyasyonlar eşit olınadıgı 
,894 8,173 ,397 1,6667 1,8649 -·· -

f Grup Istatistikleri 

VAR00002 N Ortalama !Standart Sapma Standart Hata 

VAROOOOI 1,00 6 29,6667 3,141 ı 1,2824 

2,00 6 22,5000 5,2058 2,1252 

Bağımsız ömekıeme Testi 

Leveııe' in 
Vıuyasyoulann Oı1alama Eşitli~ İçin t Testi 
Eş"tliği Testi 

F Sig. t df Sig. Ortalama Standart Hata 
(2-tailed) Farldılığı Farklan 

Varyasyonlar eşit 
,746 ,408 2,887 10 ,016 7,1667 2,4822 

VAROOOOI 
varsayıldığında 

Vaıyasyonlar eşit olmadığı 2,887 8,215 ,020 7,1667 2,4822 
varsayıldiğmda 
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Ek-1 (Devamı) Test kimyasalının (g) ıo-ı dozımda (h)10"2dozunda revertant koloni sayılarının 

TA98' de metabolik aktivasyon varlığındaki student-t testi sonuçlan 

g Grup İstatistikleri 

VAR00002 N Ortatama Standart Sapma Standart Hata 

VAROOOOI 1,00 6 29,6667 3,14Il 1,2824 

2,00 6 14,1667 3,7639 1,5366 

Bağımsız Örnekleme Testi 

Levene' in 
Varyasyonlarm Or1ıı1ama Eşitliıi Için tTesti 
Eşitliği Testi 

F Sig. t df 
Sig. Ortalama Standart Hata 

(2-Wied) Farldılı~ Farklan 

Varyasyonlar eşit 
,762 ,403 7,745 10 ,000 15,5000 2,0014 

VAROOOOI varsayı ldığında 

V aryasyoıılar eşit 
7,745 9,690 .000 15,5000 2,0014 

olmadığı varsayıldığmda 

h Grup İstatistikleri 

VAR00002 N Ortalama ~tandart Sapma Standart Hata 

VAROOOOI 1,00 6 29,6667 3,1411 1,2824 

2,00 6 24,1667 4,0702 1,6617 

Bağımsız örnekleme Testi 

Levene'in 
Varyasyonlann 0rtıı1arna Eşitliği İçin t Testi 
Eşitli~ Testi 

F Sig. t df 
Sig. Ortalama Standart Hata 

(2-tailed) Farklılığı Farkları 

Varyasyonlar eşit 
1,571 ,239 2,620 lO ,026 5,5000 2,0989 

VAROOOOI 
varsayıl dı~ 

Varyasyonlar eşit olmadı~ 2,620 9,396 ,027 5,5000 2,0989 
varsayıldlğında 
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Ek-l (Devamı) Test kimyasalının (ı) ıo-3 dozunda (J)I04 dozunda revertant koloni sayılarının 

TA93' de metabolik aktivasyon varlığındaki student-t testi sonuçlan 

1 Grup İstatistikleri 

VAR00002 N Ortalama Standart Sapma Standart Hata 

VAROOOOI 1,00 6 29,6667 3,141 ı 1,2824 

2,00 6 25,0000 2,6077 1,0646 

Bağımsız örnekleme Testi 

Levene' in 
VaıyıısyonJarm 
Eşitli ti Testi 

Or1alama Eşit!~ Jçin tTesti 

F Sig. t df Sig. Or1alaınıı Standart Hata 
(2-tailed) Farklı!~ Farklan 

Vaıyasyonlar eşit 
,125 ,731 2,800 ı o ,019 4,6667 1,6667 

VAROOOOI 
varsayı ldığında 

Varyasyonlar eşit 
2,800 9,673 ,019 4,6667 1,6667 o~wısa • 

j Grup İstatistikleri 

VAR00002 N Ortalama ~tandart Sapm~ Standart Hata 

VAROOOOI 1,00 6 29,6667 3,1411 1,2824 

2,00 6 22,5000 4,1833 1,7078 

Bağımsız Örnekleme Testi 

Levene' in 
VaıyıısyonJarm Eşitliği 0r1a1ama Eşitliği Için t Testi 

Testi 

F Sig. df 
Sig. Ortalama Stııııdart Hata 

t 
2-tailed\ Farklılığı FarkJan 

Varyasyonlar eşit 
,266 ,617 3,356 lO ,007 7,1667 2,1357 

VAROOO varsayıl dığında 

Ol Varyasyonlar eşit olmadığı 
3,356 9.278 ,008 7,1667 2,1357 varsa_,.,_. 
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Ek-1 (Devamı) Test kimyasaltnın (k) 10° dozunda (1) ıo-ı dozunda revertant koloni sayılannın 
TAlOO' de metabolik aktivasyon yokluğundaki student-t testi sonuçlan 

k Grup İstatistikleri 

VAR00002 N Ortalama $tandart Sapma Standart Hata 

VAROOOOI 1,00 6 123,8333 22,4447 9,1630 

2,00 6 92,1667 5,5648 2,2718 

Bağımsız örnekleme Testi 

Levene' in 
Varyasyoıılann 
Eşiıt~· Testi 

Ortalama Eşitligi İçin tT esti 

F Sig. t df Sig. Ortalama Standart Hata 
2-taiJed) Faıklılığt Farldan 

Varyasyonlar eşit 
4,072 ,071 3,354 ı o ;007 31,6667 9,4405 

VAR00001 
varsayıldı ğınıla 

Varyasyonlar eşit 
~ı - 3,354 5,612 ,017 31,6667 9,4405 

1 Grup İstatistikleri 

VAR00002 N Ortalama ~dartSapma Standart Hata 

VAROOOOI 1,00 6 123,8333 22,4447 9,1630 

2,00 6 156,1667 39,2297 16,0154 

Bağımsız örnekleme Testi 

Levene' in 
Vaıyasyonlann Ortalama Eşittiği İçin t Testi 
Eşitli ~Testi 

F Sig. t df 
Sig. Ortalama Standart 

2-lailed) Farklılığt Hata Farklan 

Varyasyonlar eşit 
3,191 ,104 -1,752 10 ,II O -32,3333 18,4514 

VAROOOOI 
varsa yıldığında 

Vıuyasyonlareşit olmadıgJ -1,752 7,957 ,118 -32,3333 18,4514 
varsayıldıji;ında 
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Ek-1 (Devamı) Test kimyasalının (m)Io-2 dozunda (n)ıo-3dozunda revertant koloni sayılarının 

TAlOO' de metabolik aktivasyon yokluğundaki student-t testi sonuçlan 

m Grup İstatistikleri 

VAR00002 N Ortalama Standart Sapma Standart Hata 

VAROOOOI ı.oo 6 123,8333 22,4447 9,1630 

2,00 6 147,6667 24,8408 10,1412 

Bağımsız örnekleme Testi 

Leveııe' in 
Vaıyasyoolarm Ortalııma Eşitliği Için t Testi 
~idi ~Testi 

F Sig. t df 
Sig. Ortalama Standart Hata 

(2-tailed) Farldıl® Farklan 

Vaıyıısyonlar eşit 
,sı o ,492 -1,744 lO ,112 -23,8333 13,6677 VAROOO varsayıldığında 

Ol Varyasyonlar eşit 
-23.8333 

oloıadığı varsa _u_-
-1,744 9,899 ,112 13,6677 

R Grup İstatistikleri 

VAR00002 N Ortalama Standart Sapma Standart Hata 

VAROOOOI 1,00 6 123,8333 22,4447 9,1630 

2,00 6 123,6667 10,7269 4,3792 

~sız örnekleme Testi 

Levene' in 
Varyasfoıılarm Ortalııma Eşitliği Için tTesti 
Eşitl iği Testi 

F Sig. t df 
Sig. Ortalama Standart Hata 

(2-tailed} Farklılığı- . Farklan 

Varyasyonlar eşit 
1,473 ,253 ,016 lO ,987 ,1667 10,1557 

V AROOOO I varsayıldığında 
Varyıısyoıılar eşit olmadığı ,016 7,171 ,987 ,1667 10,1557 

vıırsayıldığmda 
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Ek-1 (Devamı) Test kimyasaimm (o) 10-4 dozunda metabolik aktivasyon yokluğwıda (p) 

1011dozunda metabolik aktivasyon varlıgiDda TA100' de revertant koloni sayılarının student-t testi 

sonuçları 

o Grup İstatistikleri 

VAR00002 N Ortalama !Standart Sapma Standart Hata 

VAROOOOl 1,00 6 123,8333 22,4447 9,1630 

2,00 6 97,6667 8,9592 3,6576 

Bağımsız örnekleme Testi 

Leveııe' in 
Varyasyoıılarm Eşitliti 0r1a1amiı Eşitliği Için tT esti 

Testi 

F Sig. t df 
Sig. Ortalama Standart Hata 

(2--tailed) Farklılııı Farldan 

Varyasyonlar eşit 2,063 ,181 2,652 10 ,024 26,1667 9,8660 
VAR00001 

varsayı ldığında 

Varyasyonlar eşit 2,652 6,554 ,o35 26,1667 9,8660 
olmadığı varsayıldığında 

Grup istatistikleri 

VAR00002 N Ortalama !Standart Sapm~ Standart Hata 

VAROOOOI 1,00 6 135,6667 7,0333 2,8713 

2,00 6 109,5000 15,2807 6,2383 

Bağımsız örnekleme Testi 

Levene' in 
Varyıısyoıılarm Ortalama Eşitliği İçin tT esti 
Eşitliği Testi 

F Sig. t df 
Sig. Oı1alama iSfaııdart Hata 

(2-tailed) Farklıl$ Farklan 

Varyasyonlar eşit 1,009 ,339 3,810 10 ,003 26,1667 6,8674 
VAROOOOJ varsayılıtıımda 

Varyasyonlar eşit olmadığı 3,810 7,027 ,007 26,1667 6,8674 
varsayı ldığında 
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Ek-1 (Devamı) Test kimyasaimm (r) ıo·' dozunda (s)10"2dozunda revertant koloni sayılannın 

TA1 00' de metabolik aktİvasyon varlığındaki student-t testi sonuçları 

r Grup Istatistikleri 

VAR00002 N Ortalama Standart Sapma Standart Hata 

VAR00001 1,00 6 135,6667 7,0333 2,8713 

2,00 6 143,6667 10,211 ı 4,1687 

Bağımsız örnekleme Testi 

Levene' in 
Varyasyoıılarm Ortalaml Eşitliıi İçin t Testi 
Eşitli . Testi 

F Sig. t df 
Sig. Ortalama Standart Hata 

(2-aüled) Farldılııı Faıklıın 

Varyasyonlar eşit 
,389 ,547 -1,580 10 ,145 -8,0000 5,0618 

VAROOOOI 
varsayıl dığında 

Varyasyonlar eşit olmadııı -1,580 8,873 ,149 -8,0000 5,0618 varsa -

s Grup İstatistikleri 

VAR00002 N Ortalama ~tandart Sapma Standart Hata 

VAROOOOI 1,00 6 135,6667 7,0333 2,8713 

2,00 6 127,3333 14,1657 5,7831 

Bağımsız örnekleme Testi 

Leveııe' in 
Varyasyoıilann 

EsitJij . Testi 
Ortalama Eşitliği İçin t Testi 

Sig. Ortalama Standart 
F Sig. t df Hata (2-tailed) Farklıl@ 

Farkları 

Varyasyonlar eşit 
4,475 ,060 1,291 lO ,226 8,3333 6,4567 

VAROOOOI varsayıldı~ 

Varyasyonlar eşit olıııadığı 1,291 7,324 ,236 8,3333 6,4567 
varsayı ldığında 
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Ek-1 (Devamı) Test kimyasalının (t) 10"3 dozwıda (y)IO-tdozwıda revertant koloni sayılannın 

TAIOO' de metabolik aktivasyon varlığındaki student-t testi sonuçları 

t Grup İstatistikleri 

VAR00002 N Ortalama Standart Sapma Standart Hata 

VAROOOOI 1,00 6 135,6667 7,0333 2,8713 

2,00 6 125,5000 1,5565 3,0849 

Bağımsız Örnekleme Testi 

Levene' in 
Varyasyoolann Eşitliği Oı1alama Eşitliği İçin t Testi 

Testi 

Sig. Ortalama Standart 
F Sig. t df (2-tailed) Farkhtıgı 

Hata 
Farklan 

Varyasyoolar eşit ,006 ,939 2,412 10 ,037 10,1667 4,2144 
VAROOOOI varsayıld®nda 

Varyasyoolar eşit olmadığı 2,412 9,949 ,037 10,1667 4,2144 
varsayı ldığında 

y Grup İstatistikleri 

VAR00002 N Ortalama ~tandart Sapma Standart Hata 

VAROOOOl 1,00 6 135,6667 7,0333 2,8713 

2,00 6 114,0000 8,1486 3,3267 

Bağımsız Örnekleme Testi 

Levene' in 
Varyasyonlarm 
Eşitıw Testi 

Ortalama Eşitliği İçin t Testi 

Sig. Ortalama Standart 
F Sig. t df Hata 

(2-taıled) Farklılığı 
Farkları 

Varyasyonlar eşit 
,250 ,628 4,930 lO ,001 21,6667 4,3944 

varsayıldığıııda 

VAR00001 Varyasyonlar eşit 
olmadığı 

varsayıldıimda 
4,930 9,791 ,001 21,6667 4,3944 


