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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

1-ETiL-4,5-DIFENIL-1H-IMIDAZOL TUREVININ MUTAJENIK
ETKIiSININ AMES/SALMONELLA TESTi iLE
ARASTIRILMASI

SEVIL SAGDIC

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damsman: Prof. Dr. Ahmet OZATA
2004, S0 sayfa

Bu tezde ila¢ dnciil maddesi olarak hazirlanan 1-Etil-4,5-Difenil-1H-
imidazol tiirevinin mutajenik etkisi, Salmonella typhimurium’un cerceve
kaymasi ve baz degisimi mutasyonuna sahip iki susu olan TA98 ve TA100’de,
Ames/Salmonella/Mikrozom test yontemi ile arastirdoistir. Bunun icin her
iki sus mikromezal enzimler iceren metabolik aktivasyon (S9) varhgmda ve
yoklugunda, test maddesinin 5 ayn dozu ile 2 bagimsiz paraiel deneyde test
edilmistir. Buna gore 1-Etil-4,5-Dimetil-1H-Imidazol tiirevinin mutajenik
aktivite gosterdigi bulunmustur.

Anahtar sozciikler: Mutajenite, Ames test, Salmonella typhimurium,
imidazol, 1-Etil-4,5-Dimetil-1H-Imidazol
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ABSTRACT

AN INVESTIGATION ON THE MUTAGENIC EFFECT OF
1-ETHYL-4,5-DIPHENYL-1H-IMIDAZOLE
BY AMES/SALMONELLA METHOE

Master of Science Thesis
SEVIL SAGDIC

Anadolu University
Graduate School of Sciences

Biology Program

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet OZATA
2004, SO papes

In this study, mutagenic effect of 1-Ethyl-4,5-Diphenyl-1H-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 mutations with Ames assay. Therefore, both test strains were
tested in the absence or presence of S9 metabelic activation, for five different
doses of the test substance in two parallel independent experiments.
According to the results it has been understood that 1-Ethyl-4,5-Diphenyl-

1H-Imidazole derivative has shown mutagenic activity.

Keywords: Mutagenicity, Ames Assays, Salmonella typhimurium,
Imidazole, 1-Ethyl-4,5-Diphenyl-1H-Imidazole
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1. GIRiS

1.1. Amag

Giinlimiizde insanlan en fazla ilgilendiren ve yagamm temeli olan konular
arasinda gida, saghk ve ¢evre konular Snemli yer tutmaktadur. Hizh niifus artig1,
endiistriyel gelismeler ve buna baéh olarak yagam diizeyinin yiikselisi dogay:
etkilemis, canhlarm yagam ortamlarmda bozulmalara sebep olmustur, Bu
bozulmalar canhlarm saghfm olumsuz yonde etkilemektedir. Bundan dolay:
gevre sorunlari canh hayatinm en 6nemli sorunu haline gelmigtir. {1-3]

Cevremizde biyolojik etkileri bilinmeyen ve saylart milyonlann bulan
sentetik ve dogal kimyasal madde bulunmaktadir. Insanda kanserin olugmasma
yol acan etkenlerin bagmda kimyasal maddeler gelmektedir. Bu maddelerin
¢ofunun giinlik kullanimda yer almasi, son zamanlarda niifusun yaklagik %4’ tiniin
kansere yakalaniyor olmasi, c¢ocuklarm %5-10’unun sakat dogmasi, kanser
sebebiyle olimlerin sayismm yilda bes milyona ulagsmasi, bu hastahfm ortadan
kaldinimamast kanserin temelini olugturan ogelerin tespit edilmesinin geregini
ortaya gikarnustir. {1-3] | |

Mutasyon olaylarmin kanserin temelini olusturdugu bilinmekle beraber
kanser ve mutasyon arasmda kantitatif bir iligki her gesit kanserojenik madde icin
gosterilememektedir. Ancak bugiin cevremizdeki ¢esitli kimyasal maddelerin
kiigiik miktarlari mutajen veya kanserojen olabilir. Cevremizdeki bu ozellie
sahip bilesiklerin bilinmesi ve etkilerinin degerlendirilmesi Snemlidir. [4,5]

Imidazol gekirdegi baz: endojen bilesiklerin ana yapisim olugturan ve insan
organizinasma yabanc: olmayan kimyasal bir bilesiktir. Ayrica giiniimiizde bagta
' antihistaminikler, antifungaller, analjezikler ve antiinflamatuarlar vs. olmak tzere
¢ok sayida ilacm ana yapism olusturmaktadr. Bu nedenle, yapmin mutajenite
yoniinden genis olarak incelenmesi gerekmektedir. Yap: iizerinde mutajenik
etkiye yonelik bazi aragtirmalar yapilmgtir. {6]

Bu arastirmalara biraz da olsun katkida bulunmak amaciyla ¢ahsmamda
1-Etil-4,5-Difenil-1H-Imidazol tiirevinin mutajenik etkisi Ames /Salmonella /
Mikrozom testi uygulanarak saptanmugtir.



1.2. Mutasyonlar ve Biyolojik Onemi

Kalitsal bir materyal olan DNA’ da zaman zaman dogal ve yapay kosullar
altinda degisiklikler gozlenebilir DNA’ nm tiire 0zgii kahtsal kombinasyonu
degismeksizin, tagidhi bilgi iceriinde meydana gelen defismeye mutasyon
denir. Genotipte meydana gelen bu olay bir ya da daha fazla karakterdeki
degisimle kendini belli etmekte, byle bir degisikligin Grlinii mutant olarak
adlandinimaktadir. Bu terim bir gen, bir hiicre veya bir birey igin
kullanilabilmektedir. Mutasyonlar kalitsal, daha Onceden sifrelenmemis,
programlanmanug ve olduk¢a ender meydana gelen degisikliklerdir. Mutasyon
kapsamma giren degismeler kolay anlagimasi igin iki grup altinda
toplanabilir. [1,7-9]

1.2.1. Kromozom mutasyonlan
1.2.1.1 Kromozom say: degismeleri (Genom mutasyonlan)

Organizmalarm  hem dogal hem de labaratuar populasyonlarinda
kendilifinden meydana gelen kromozom sayisindaki deZisimlerdir. Bireylerin
sahip oldugu kromozomlarn sayismda tam katlar halinde artma (poliploidi) ya da
azalmalar (monopleidi) ya da kromozomlardan bazilarimmn sayisindaki artma veya
azalmalan (anoploidi) kapsar. [9,10]
1.2.1.2 Kromozom yapi degisimleri (Kromozom Mutasyonlar)

Bazen kromatidler, krossing-over olmadan da parga degisimine
(kazanlmas1 yada kaybedilmesi) ugrarlar. Kromozom kirilmalan ve tekrar
eslesmeleri sonucu kromozomlar yapisal olarak tekrar organize olurlar. Bunun
gibi degigimler kromozomlarin diizeninin degigmesine sebep olur. Bu degisimde
kromozomlarin yapilarinda farkhha sebep olur. Bu degisiklikler, kromozomlarda
kirlmalar sonucu meydana gelen parga kaymplari (delesyon) veya artiglarmu
(duplikasyon) parca yerlesim dﬁz‘enlerindeki' degisimleri  (inversiyon)
kromozomlar arasi par¢a degis tokuglarim (translokasyon) kapsar. [9,10]

1.2.2. Gen mutasyonlan

Kromozomlarin yapilarimda degisim olmaksizm, DNA’ da bulunan
niikkleotid dizisinin yada bazlarmm degigmesiyle meydana gelmektedir.
Kromozomlarm morfolojik karakterini degistirmezler. Mutasyonlar molekiiler
diizeyde dort tip degisimden kdken alarak ohusurlar. [1,9,10]



1.2.2.1. Baz cifti degigimleri

Bu tip degisimler nokta mutasyonlarim olustururlar. Genin igindeki bir yada
birkag baz ¢iftinin yerini bagka baz ¢iftinin almasiyla meydana gelirler. Bu tip
mutasyonlarda  deZisimler pirin-plirin ~ degigimleri (transisyon) seklinde
olabilecegi gibi piirin- pirimidin degisimleri (transversiyon) seklinde de olabilir.
Bunun dismda bazin kimyasal yapisindaki deZisimle eslesme srasmnda yapilan H
baglarmin sayis: de@isir ve yanhs eslesme yapiwr. Bazin kimyasal yapismin
degismesi 2 sekilde meydana gelir. Gegici tautomerik degisimde genlerin
yapismda bulunan bazlarm halka yapismdaki atomlarm yer degismesi ile
replikasyon srasmda bazlar arasinda yanhs eslesmeler yapilabilir. Ornegin A
hatali olarak G ile eslesebilir. Kahc1 degisimlerde ise DNA nin bir bazinda kalici
yapt degisimleri ile mutasyonlara yol acarlar. Bu tip degisimlerin ortaya ¢ikmasi
i¢in hiicrenin replikasyon gegirmesi gereklidir. Bir bazin yerini bagka bir bazm
almas: ile meydana gelen kahict degisimlerde replikasyon srasmnda meydana gelir
ve degigiklifin ortaya c¢ikmasi igin birkag replikasyon dongiisinin daha
gegirilmesi gereklidir. Baz ¢ifti degisimleri ile meydana gelen mutasyonlarda
‘genin iglevi kalnti olarak devam eder ve genin iriinii olan protein aktivitesi tam
olarak yitirilmez. Bu tip mutasyon Sekil 1.1.’de gosterilmigtir. [1,2,7,10]
1.2.2.2 Cergeve (kodon) kaymasi (Frame-Shift) mutasyonlan

Genin iirlinlini belirleyecek bolgede kodonlarm kaymas: ve genin iriintine
ait bilginin degismesi seklinde olur. Bu mutasyonlar bir baz ¢iftinin aradan ¢ikmas
seklinde olabilecedi gibi yeni bir baz ¢iftinin yapiya girmesi geklinde Sekil 1.2.°de
gosterildigi gibi de olabilir. Her iki bicimde de gergeklesen mutasyon sonucu
mutasyonun meydana geldigi noktadan itibaren tiim kodonlar degisime ugrar ve
genin iirimiindeki degigiklik oldukga fazla olur. Bu nedenle kodon kaymasi ile
olusan mutasyonun feﬁotipde ortaya ¢ikma olasilifi baz ¢ifti degisimi ile olusan
mutasyonlarin ortaya gikma olasiligma gore daha yiiksektir. {7,10]
1.2.2.3.Bazlar arasinda baglarn olusmasi (Dimerizasyon)

Pirimidin bazlarn arasmda kovalent bag olusumuna dayanan bu
mekanizmada bashca etken UV ismlandir. Dimerizasyon nedeni ile DNA
zincirinde yan yana veya karsihkli olarak yer alan pirimidin bazlan arasindaki



mesafe kisalr. Buna bagh olarak DNA zincirinde yamulmalar ortaya gikar ve bu
bolgeler transkripsiyon sirasinda atlanir. Bu $ekil 1.3.” de gosterilmistir. [1,10]
1.2.2.4.Bazlarla sekerler ve sekerlerle fosfatlar arasindaki baglann kopmas:
Bu tip mutasyonlarda DNA zincirinin bitiinlizti bozulur. {1,10]
© 1.2.3. Mutasyonlanm kbkeni

Mutasyonlar canlidarda spontan ya da yapay (tesvik edilmig) bir bigimde
geligirler. [10]
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Sekil 1.3. Bazlar arasi baglarin olugmasi sonucu meydana gelen mutasyon

1.2.3.1.Kendilifinden meydana gelen (spontan ) mutasyonlar

Kendiliginden (spontan) mutasyon meydana gelme olasihig oldukga diisiik
olup her replikasyon swasmda 10°-10"° / hiicre olarak belirtimektedir.
Kendiliginden mutasyonlar ya hiicre metabolizmasmda olusan mutasyon yapict
ara Uriinlerin ya da tautomerik degisim nedeni ile yanhs eslesme sonucu ortaya
¢ikabilir. [10]
1.2.3.2 Yapay mutasyonlar

Yapay olarak gerceklesen mutasyonlar mutajen adi verilen fiziksel veya
kimyasal etkenlerle ortaya g¢ikar. Bu tiir bir etkiye maruz kalan bireyin genlerinde
mutasyon gorilme olasthgn 10 ye kadar yikselebilir. Mutajenler genleri



ayirmaksizin etki ettiklerimin bilinmesinin yamnda bazi mutajenlerin  baz
genlerdeki mutasyon olasthgm oldukga artirdigi da bilinmektedir. [10]
1.3. Mutajen ve Kanserojen Maddeler
1.3.1.Mutajen maddeler

Sanayiinin hizla geligmesi ve gerek iiretim stirecinin yan iiriinleri gerek
tirtiniin kalitesini artrmak i¢in kullamlan kimyasallarm saghfmmz iizerine etkileri
tam olarak bilinmemektedir. Yapilan testler neticesinde dogal etkenlerin ve her an
karsi karsiya kaldigmuz kimyasallarin mutasyona yol agan maddeler oldugu
gorillmils ve bunlara mutajen ad: verilmigtir. Mutajenler {i¢ ana grup altmda
toplanmglardrr. [2,7,11,12]
1.3.1.1. Fiziksel mutajenler

Sicaklik, manyetik alan, elektriksel alan, UV, Y, v, proton, ndtron ismlari
gibi etmenlerdir. Bunlar genellikle bir baz ¢iftinin yerini bir bagka baz ¢iftinin
almasma yol agarlar. Fiziksel mutajenler etki siddetine ve siiresine gore gegici
veya kahei degisimlere yol agarlar. [2,7,10]
1.3.1.2. Kimyasal mutajenler

Bunlar tautomerik degisimden farkh olarak her zaman kahat degisimlere
yol agarlar. Bu tip mutajenler etki sekillerine gore bazlarm kimyasal yapism
degistiren kimyasal maddeler ve baz analoglan seklinde 2 grup altnda
toplanirlar. [2,7,10]
1. Bazlarin kimyasal yapisim degistiren kimyasal maddeler

Bazi kimyasal maddeler DNA y1 dogrudan etkileyerek omun replikasyon
srrasindaki kalip ozelliklerini degistirirler. Bu mutajenlerin bir kistm  DNA
yapisma girmez fakat bazlar1 modifiye ederek onlarm replikasyon srasmda yanhs
eslesmesine sebep olur. Bu tip kimyasal mﬁtajenlerden nitréz asidi (HNO,)
bazlar1 deamine ederken, hidroksilamin (NH,OH) sitozin ile tepkimeye girer ve
hidroksilaminositozin olugumuna yol agar; alkilleyici maddeler ise (etil metan
siilfonat, nitrozoguanidin, metil metan siifonat) bazlardaki azot grubuna bir alkil
grubu ekler. Asilleyici ajanlar (asetik, sitksinik, maleik anhidrit) isc amino ve
karboksil gruplarm: etkilerler. Bu mutajenler ndtral pH da etkili degildirler.
Sekil 1.4. *de gosterildigi gibi bu mutajenler bazlarm H bag: yaptiklan bolgelerde
modifikasyon yaptiklan igin yanhs baz ¢iftlerinin olusumuna yol agarak



mutasyona neden olurlar. Bu mutajenlerin bir kissu DNA yapisindaki bazlar
arasina girer ve gerceve kaymalarma yol agarlar. Akridin boyalari (akriflavin,
proflavin, akridin orange) bu grupta yer alan mutajenlerdir. [2,10,14,15]
2. Baz analoglan

Bunlar molekiil yapilar1 piirin ve pirimidinlere gok benzeyen kimyaéal
maddelerdir. Sadece replikasyon swasmda etkili olurlar. Daha sonraki
replikasyonda normal bazdan farkh baz eslesmesi yaptiklan igin sonugta yanls
bazlarin olugumuna neden olurlar. Bu sekilde baz ¢ifti degisimlerine yol acarlar.
Omegin, 2-aminopiirin bir adenin analogu iken S5-bromourasil bir timin
analogudur. Bunlarm mutasyon mekanizmasi Sekil 1.5.de verilmigtir.
[2,10,14,15]
1.3.2. Kanserojen maddeler

Mutasyona neden olan mutajenlerin kanser olusumuna neden oldugunun
ileri siirlilmesi sonucu mutajenlerin Gzellikle kimyasal olanlarm kanserle olan
iliskisi ortaya konulmaya g¢aligillus ve mutajen olan maddelerin bir kisminm
kanserojen olarak adlandinimasina neden olmugtur. Cevremizde bulunan sentetik
ve dogal kimyasallarm etkilerini tahmin etmek ve bunlardan bir &lgiide
kagmabilmek miimkiinken viicudumuzda dogal metabolik olaylar sonucu olugan
cesitli mutajenlerden kaginmarmmz miimkiin degildir. Genellikle kabul edilen bir
gOriise gore dogrudan veya metabolize edildikten sonra kanserojenik etki gdsteren
tim maddelerin mutajen olabllcceklen vurgulamnaktadlr Bunun akside
diistinililmekte yani tiim mutajenlerin kanserojen olmadiklar ileri siiriilmektedir.
Kimyasal kanserojenler 3 ana grup altmda toplanirlar. [2,7,13,15]
1.3.2.1. Primer veya do@rudan etkili kanserojenler

Bu maddeler molekiiler yapilart itibart ile kimyasal ve biyolojik olarak
aktif bilesiklerdir. Genelde elektrofilik yapida veya serbest radikal durumu
alabilen bu molekiiller hiicresel molekitllerle (DNA,RNA ve proteinler ) dogrudan
reaksiyona girebilir ve onlar1 degistirebilirler. Bu gruba alkilleyici maddeler,
inorganik kimyasallar ve trifenilmetan tiirevleri girer. [2,7,13,15]
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Sekil 1.5, Baz analoglarinin yol agti: baz cifti degisimi mutasyonlan

1.3.2.2. Sekonder kanserojenler

Bu molekiiller kimyasal, biyokimyasal ve biyolojik agidan aktif olmayan
bilesiklerdir. Bunlarm bir kismu kendiliklerinden hidrolize olarak aktif kanserojen
maddeler haline doniigiirler, bir kisiu ise kendilerine 06zgii metabolik
aktivasyonlarla primer kanserojen haline gelirler. Metabolik aktivasyonu yiiriiten
enzimler organizma, organ ve dokulara gﬁré nitelik ve nicelik farklibklar
gosterdiklerinden herhangi bir prokanserojen (sekonder kanserojen) maddenin
etkisi de énzim aktivitelerine bagh olarak farkh organizmalara veya aym
organizmanm farkh organlarma gore farkhhklar gosterebilirler. Sekonder
kanserojenlere Ornek olarak poliniikleararomatik ve heterosiklik hidrokarbonlar,
aromatik ve heterosiklik aminler, azo boyalari, nitroaril ve nitrofuran tiirevieri,
nitrzaminler ve nitrézamidler, nitroziireler, nitr6zkarbamatlar, alkiltriazinler,
safrol, tiyoamidler, klorlanmug hidrokarbonlar, mikotoksinler verilebilir. [13,14]
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1.3.2.3. Ko-kanserojenler

Bu gruptaki kimyasallar kendileri dogrudan bir etkiye sahip degildirler.
Fakat kanserojen veya prokanserojenlerin etkilerini kuvvetlendirirler. Bu
kanserojenler arasinda asetat tiirevleri, oleat tiirevleri, piren tiirevleri sayilabilir,
[8,13,14] |

Mutajenlerle yiiz yiize gelmenin birinci yolu diyetimizde bulunan dogal
kimyasallar1 almamuz, ikincisi endistriiyel kimyasallar, pestisidler, kozmetik ve
ilaclar gibi yapay kimyasallan kullanmamiz, i¢ilinciisii ise sigara dumam, su ve
havadaki kirleticiler gibi karmagik bilesiklere yilz yiize gelmemizdir, Mutasyonun
ortaya ¢ikmasmda kimyasal madde ile yliz yiize gelmenin sonrasmda diger baz
faktorlerde rol oynamaktadwr. Bunlarm en Onemlileri niikleik asitlerin onarim,
inhibisyon ve genetik yatkinhklaridir. {15-19]

Kanseri aragtrmaktaki amag insam bu hastahga karst korumaktrr. Ureme
hiicrelerinin DNA’sinda ortaya ¢ikan hasar kendinden sonra gelecek kugaklarda
bozukluklar gosterebilir. Senatik hiicrelerin DNA’sinda meydana gelen mutasyon
normal hiicresel mekanizmalan etkileyerek kanserli hiicrenin dogmasma neden
olabilmektedir. [15,23]

1.4. Imidazol

Imidazoller genis spektrumlu fungistatik ilaglardir. Antihelmantik olarak da uzun
yillar kullamlmgtr: Cilt ve mukozalarin mantar enfeksiyonlarmda diger ilaclara gore
tistiinlik gosterirler. fmidazo} tiirevi antifungal ilaclar, mantar hiicrelerinin sitoplazma
membranmdaki ana sterol bilesigi olan ergasterol’iin sentezini, 14-metillanosterol’iin
desmetildihidrol-anosterol’a doniisiimii  katalize eden 14 o-dimetilaz enzimi
mikrozomal P450 stokromuna bafmhdir. Imidazol tirevi ilaglar P450 stokromunu
Ozglil olarak mhibe eder. Mantarlarm P-450 sitokromu bu tiir 'ilag:lara, memelilerin bu

' enzimlerine oranla en az 1000 kez daha duyarhdir. [2,17]
1.4.1 ImidazoPiin sentezi ve biyolojik aktiviteleri

Imidazol’tin sentezi: imidazol e.n. 90 °C, k.n. 256 °C olan bir bilesiktir.
Glioksal, formaldehid ve amonyaktan elde edilir. (Sekil 1.6) Bu reaksiyonlarda
glioksal yerine disiibstitiie tiirevlerinin, formaldehit yerine de bagka bir aldehid’in
kullamimas: ile ¢esitli imidazol tiirevieri elde edilir. Bunlar nispeten suda

iherkez Kitiphand
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coziinmezler, fakat DMSO, kloroform, polietilen, glikol ve polietiloksilat, kastor
yag gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziimiirler. [2,18]

CH CH
4 5

Sekil 1.6. Imidazoliin genel formiili

Biyolojik aktivitelert : Imidazol, birgok kompleks bilesigin yapismda oldugu
gibi basit bir heterosiklik molekiildiir. Bu madde, suda kolay ¢oziiliir ve agiz yoluyla
alindifinda, gastrointestinal yoldan ‘hidantoin’ ve daha sonra da ‘hidantoikasit’ olusur.
Hidantoin, hidantoikasit ve degismeden kalan imidazol, iire ile birlikte disari atilr.
Bakteriyal metabolizma somucunda imidazol’den N-asetil imidazol olugur. Imidazoliin
PK degeri 7 civarindadir. Bu 6zellik, imidazole tizyolojik PH seviyelerinde hem proton
alicist hem de vericisi olma niteligi kazandirmaktadir. Imidazol diigiik akut toksisiteye
sahiptir ve fare de oral LD50 degeri 1.88 g/kg oldugu rapor edilmistir. [2,19]

Imidazol yapisma; vitaminlerde, hormonlarda ve nitkleikasit yapisma giren
bazlarda dogal olarak rastlandifi gibi ¢ogu bitkilerde alkoloid yapisma girerek bitkiyi
olumsuz kosullara kars: korumay: da saglamaktadir. Onemli bir imidazol titrevi, hayat
icin gerekli bir aminoasit olan  histidin (4-imidazolilalanin)’dir. Bunun
dekarboksilasyonu. ile viicuttaki cesitli dokularda ve organlarda bulunan ‘histamin’
olugur. Cesiti hayvan ve bitki tirleri histamin (4-imidazoliletilamin) sentezleme
yetenegindedir. Histamin’in gesitli fizyolojik olaylar ile allerji gibi patolojik olaylarda
rol oynadip1 gosterilmigtir. Sindirim yoluyla almmayip da viicuda enjekte edildiginde
cok zehirlidir. Bundan dolayr viicutta proteinlerle beraber kombine halde bulunmas:
gerekir. [2,18,19]
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1.4.2.Cahiymamda kullanilan 1-Etil-4,5-difenil-1H-imidazol tiirevinin tanitilmasi

ve sentezi

!i | CZH,s
]\ />————» ]\ /> ey 4

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

Sekil 1.7. 1-Etil-4,5-difenil-1H-imidazo} tiirevi

4,5-difenil imidazol 0,01 mol 22g
THF ' 60 ml
NaH 0,015 mol 036¢g
Etl 0,015 mol 1,212 ml

Baslangic maddesi kangtnlarak ¢6ziinme saglanmugtr. Cozeltiye NaH
eklenerek H; gazi cikipt saglanmistir. Kangima Etl eklenerek Once oda sicakhigmnda
daha sonra sofutucu altinda kargtirma iglemine gegilmistir. Kromatografi almarak
reaksiyona son verilmistir. Siiziilerek kurutulmusg, sar1 renkte plaklar halinde {iriin elde
edilmistir. [6] _

1.5. Mutajen ve Kansefojenlerin Saptamasinda Kisa Zamanh Test Sistemleri

Yagsamakta oldugumuz gevre iyi kullamimadigi veya kullanim ozellikleri iyi
degerlendirilmedifi icin giin gegtikge daha fazla bozulmaktadr. Dogadaki tiim
canlilar giinlik yagsamda sik sik dogal yada yapay kimyasal maddelerde yiiz ylize
gelmektedir. Bu nedenle kimyasallarm kullamma sunulmadan 6nce karsinojenik,
mutajenik ve teratejonik Ozelliklerinin bilinmesi ¢evre kirliliginin ve canhlarm
saghg1 agismdan ¢ok 6nemlidir. [20]
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Kimyasal maddelerin karsinojenik risklerini ortaya ¢ikarmanm en uygun
yolu deney hayvanlarinda tiimér indiiksiyonudur. Bu testlerde kimyasal maddenin
uygulanmastyla deney sonuclarmm ahnmast arasmda gecgen siire oldukga uzun
olmasmdan dolay: bunlara “uzun zamanh testler” ad: verilmektedir. Uzun zamanh
testler maliyet agisindan yiiksektir. Bu nedenle aragtrmacilar karsinojenite
taramalarma esas olabilecek, kisa zamanda sonhg: almabilen ve maliyeti diisiik, bir
cok kisa zamanh mufajenite test sistemleri gelistirmiglerdir. Bu testler
kimyasallarm mutajenik etkilerini belirlemeye yOneliktir. Kisa zamanh test
sistemlerinden en yaygm olarak kullamlan, bakteriyel testlerdir. Bakteriler, basit
ireme ortamlarinda hizla rediklerinden basit, ¢abuk ve ucuz uygulanabilir
olmalarmndan Stiirii bakteriyel testler tercih edilmektedir. {1,20]

Karsinojenlerin taranmasinda mutajenitenin esas almmasi iki 6nemli nedene
dayanr.

1.  Genetik kodun ve genetik sistemin evrensel olusu

2. Karsinojenite ile mutajenite arasinda korelasyonun yiiksek olusu

Bakteriyel test sistemlerinde mutajen oldufu bulunan birgok bilesigin aym
zamanda karsinojen oldugu saptanmgtrr. Karsinojen ve mutajenlerin sébep oldugu
Ozgil DNA hasarlarmm tiplerini saptamada Tablo 1.2°de verilen bakteriyel test
sistemleri kullaniimaktadir. [1-3]

1.6. Ames / Salmonella / Mikrozom Test Sistemi

Ames/Salmanella/Mikrozom testi Dr.Bruce Ames ve arkadaglari tarafindan
gelistirihmis olup etkenligi, ucuz ve hizh uygulanabilirlifi nedeniyle yaygm olarak
kullamimaktadir. Bu test mutajen - karsinojen etkisi iyi bilinen kimyasallar ile
gecerlilifi kabul edilen iyl standardize edilmig brr testtir. Havada, akarsu ve
gollerde, icme suyundaki kompleks kangmlarda mutajenleri tespit etmek igin
yaygm sekilde kullamilmaktadir, [2,3]

Salmonella/Mikrozom/Ames testinde kullamlan bakteri atesal suslan
Salmonella typhimurium LT-2 susundan c¢esiti mutasyonlarla elde edilen
TA 1535, TA 1537, TA 97, TA 98, TA100, TA 102 ve TA 104 suglaridr. Bu
suglarm  herbirinin  histidin operonunda ¢esitli  tiplerde = mutasyonlar
olugturuldugundan hepsi his” (histidin sentezi yapamayan histidin oksotrofu) dur.
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Bu test sisteminin ana prensibi ise his” bakterilerinin, test edilen kimyasal madde
taratindan, minimal ortamda geri mutasyon ile his' sekline (histidin
sentezleyebilen) doniigtiirittmesidir. [2,6]

Bu test yontemi 1975 yihinda kanserojenik etkiye sahip olduklari canh
hayvan deneyleri ile ispatlannms olan 300 degisik kimyasal maddenin mutajenik
Ozelliklerinin aragtirlmas: igin kullamilmmg ve bu kanserojenik maddelerﬁx % 90’1
Salmonella/Mikrozom Testinde mutajenik bulunmustur. [2,6]

Ik kez Salmonella/Mikrozom Testi ile mutajen oldugu saptanmus kimyasal
maddeler, daha sonra aym oranlarda canh hayvanlarda denenmis ve % 80’inin
hayvanlar lizerinde kanserojenik etki gosterdigi bulunmusgtur.[6]

Poliniikleer aromatik ve heterosiklik hidrokarbonlar gibi diger bir ¢ok
prokanserojen maddelerin metabolik aktivasyon gerektirdigi bilinmektedir. Bu tiir
kimyasal maddeler ancak bu reaksiyonlar sonucu aktif forma doniigerek etkilerini
gosterebilmektedirler. Salmonella test bakterilerinin bu enzim sistemleri yoktur.

Tablo 1.1, Kisa zamanl test sistemleri ve bunlarin dayandii genetiksel ve biyokimyasal yollar

SNO| KISA ZAMANLI TESTLER IZLENEN GENETIKSEL /
BIYOKIMYASAL YOLLAR
| Salmonella typhimurium Histidin okzotrofian
Arjinin-triptofan okzotroflan
. . Profoj indiiksiyonu
2 | Escherichia coli Onarim  eksikligi olan suglann  bityiimelerinin
inhibisyonu
SOS cevabi
3 Drosophila melanogaster Kromozomal hatalar
4 | Neurospora crassa Adenin okzotroflar
5 Cin hamsteri ovaryom ve akciger| HGPRT (Hipoksantin guanin fosforibazil transferaz)
hiicreleri ile lokusunda mutasyonlar
6 | In-vivo DNA sentezi ‘ Hata sikhfinm artmast
7| Bacillus subtilis DNA onarmm hatali suglan
8 Suriye Hamsteri emriyo hiicreleri | Morfolojik tansformasyonlar
9 Sogan ve fasulye kok hiicreleri Kromozom anormallikleri
10 | HelLa hiicreleri, fare hepatositleri,
insan deri fibroblastlar Programsiz DNA onarm
11 | Fare karaciger epitel hiicreleri 8-Azaguanine direglilik
12 | Cin Hamsteri hiicreleri, Kardes kromatit degisimi.
Insan periferal lenfositleri Kromozomal hatalar
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Bu nedenle bunun gibi kimyasal maddelerin mutajenitelerinin tayini icin karaciger
mikrozomu kullamlmaktadir. Bu test sistemi gelistirildifi giinden beri tim
diinyada ¢ok degisik amaglar igin yaygm olarak kullamimakta olup, gesith
materyallere baz1 degisiklikler yapilarak uygulanmaktadw.Bu test 3 sekilde
uygulanabilir. [6] |

Plak Inkorporasyon Yontemi: I¢inde 2 m. top agar ve 0.2 ml histidin/biotin
¢ozeltisi bulunan 45 °C ‘deki su banyosunda tutulan tiiplere sira ile 0.1 ml test
edilecek kimyasal madde, 0.1 ml over-night bakteri kiiltiirii ve gerektiginde 0.5 ml
S-9 kangimu konur. Hafifce el ile calkalanip onceden st MGA plaklarma
dokiilir. Plak saga ve sola hafif¢e c¢evrilerek kangimm plak iizerinde uniform
dagibm saglanr. Plaklarda agarm donmasi beklenerek, ters gevrilip 37 °C’deki
etiive yerlestirilir. 48 saat siire ile inkiibe edilir. Bu siire sonunda his* koloniler
saythr. Koloni sayisma gore, test edilen kimyasal maddelerin mutajenik olup
olmadigma karar verilir. [3,6]

On-inkiibasyon Yéntemi: Bu yontemde 0.5 ml S-9 karisum, 0.1 ml bakteri
ve 0.1 ml test maddesi bir tiipe konup 37 °C ‘de 20-30 dakika inkiibe edilir, Bu
siire sonunda bu karigim 45 °C “deki tiip agar karigmma ilave edilir. Aym gekilde
el ile calkalayip MGA plaklarma dokiliir. Homojen sekilde yayilmas: saglanarak
donmasi beklenir. Daha sonra 37 °C “deki etiive ters cevrilerek yerlestirilir. 48 saat
inkiibe edildikten sonra his* koloniler sayilarak testin degerlendirilmesi yapilr. {6]

Spot Yontemi: Bu testte 0.1 ml bakteri, 0.5 ml S-9 karigmm sira ile
45 °C’deki erimis 2 ml top agar’a konur. Bu karigim MGA plaklarma homojen bir
sekilde yayihr. Agarin donmasindan sonra plagm ortasma 6 mm gaph kagit disk
yerlestirilir. Uzerine mikropipet ile belirli dozda test edilecek kimyasal madde
gozeltisi konur. Sayet test maddesi kristal pargaciklar halinde ise belirli bir miktar:
direkt olarak bu plak fizerine konur. Burada 'kagrt diske emdirilmis veya kati
haldeki test maddesi difiizyonla plak iizerinde yayihrken aym plakta his™ bakteriler
his" haline gevrilecektir. [6]

Bu ¢ahsmada Salmanella typhimuriun TA 98 ve TA 100 suslar: 1-Etil-4,5-
Difenil-1H-Imidazol  tiirevinin  mutajenik  etkisini  belirlemek  amaciyla
kullamlmisgtir. Ames test sistemiyle yapilan bazi galigmalar vardir.
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Antineoplastik ajanlar olarak kullamlmak tizere sentezlenen m-N-N-bis
(2-kloro etil) aminocinnamic asidin homo-aza-steroidal esterleri olan 4 yeni
kimyasal madde mutajenlikleri agismdan test edilmigtir. Aym alkilleme kismi ve
benzer bir kimyasal yapiya sahip olmalarma ragmen test edilen kimyasal maddeler
farkh mutajenik aktiviteler goriilmiigtiir. [24]

Besin maddeleri 6ldukga (}ok cesitli antimutajen ve antikarsinojenlerin
yanmnda mutajen ve karsinojenleri de igcerir. Bu mutajen ve karsinojenlerin pek
cogu islevlerini oksijen radikallerinin doguguyla baslatiwlar. Oksijen radikalleri,
DNA hasart ve mutasyonu gibi kanser, kalp hastaliklari ve yaglanmayla iligkili
olan organ bozulmalarmda endojen baslaticilar olarak da biiyiik rol oynarlar. Besin
maddesi olarak kullanilan bitkiler de dahil olmak iizere dogadaki bitkiler, bocek,
mantar ve difer hayvanlara karst savunma olarak olduk¢a Onemli miktarlarda
toksik kimyasallar sentezlerler. Insan saghfi agismdan bu maddelerin
tanmmlanmasi ¢ok Onemlidir. Bu amacla Ames / Salmonella / Mikrozom testi ile
yapilan bir gahgmada 16 6rnek incelenmistir. [25]

Bazi vitamin ve antioksidantlarm antimutajenik-antikanserojenik etkileri
aragtinhmsg, Askorbik asit,:Retinol, Glutatyon ve Sistein’in kuvvetli, a-Tokoferol
ve Tiamin’in ise c¢ahgmada kullanilan 2-Aminofluoren, N’-metil-N’-nitro-N’-
nitrosoguanidin, Sodyum azid ve Benzo (a) Piren gibi mutajen ve kanserojenler
fizerinde zayif antimutajenik etkileri oldugu saptanmugtir. [26]

Cinko  priton'un  (Znpt) mutajenik  potansiyeli in  vitro
Salmonella/Mikrozom Test Sistemi ve CHO / HGPRT gen mutasyon deneyi ile
aragtirlmigtir.  Znpt, sigan karaciferi mikrozomal enzimlerinin varh ve
yoklugunda Ames testindeki 5 test eden susta ve CHO / HGPRT testinde negatif
sonuclar vermistir. [27] | '

Gidalara katilan bazi azo boyalarmm mutajenik etkileri bu test sistemiyle
aragtirilmistr.  Cahgmada gidalan renklendirmede yaygmn olarak kullamlan
Ponceau 4R, Amaranth, Sunset Yellow FCF ve Tetrazine adh 4 azo boyasi
mutajenik a¢idan test edilmis ve mutajenik Szellikleri olmadig: belirlenmigtir. [28]

Yapilar1 agismdan benzer olan {i¢ substitue anilin mustardlar1 mutajenlikleri
agisindan Kkargilastirmah olarak incelenmigtir. Bunlarm TAI100 ve TA1535
suslarmdaki his” revertantlarnda doza bagh artiglara neden olan temel-gift
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substitusyonlar: indiikledigi bulunmustur. Substituent gruplarin pozisyonunun
bilesiklerin mutajenik aktivitesini etkiledigi goriilmiigtiir. Orto izomer metaya gore
zayif bir mutajenik etki gdstermistir. Meta da para’dan daha zayf bir etki
sergilemigtir. [29]

| Aromatik aminlerin yapt-aktivite iligkisi ve izo-butil nitrit soliisyomumm ve
buharin mutajenik aktivitesi de bu test sistemiyle arastridmustir. Cahisma, amino
grubu tizerindeki substituentlerin elektronik ve sterik intramolekiiler etkilesimleri
ve mutajenik olaylar arasmdaki iligkileri kurmak igin yapihmstr. Iyonik
dissosiasyon dengesinde aromatik aminlerin elektronik konumu ile bu
biotransformasyonlar arasmda bir iligki oldugu goériilmigtiir. [30]

Proteinlerin mutajenlikleri de Ames test sistemi ve fluktasyon metoduyla
aragtirilnmgtr, Idrar ekstreleri ve saf L-histidi-HCL, bu test tipindeki oksotrofik
gelisim faktor etkilerini Slgmek i¢in bir iki-agamal fluktasyon testi kullamlarak
test edildi. Histidinsiz segici besiyeri eklendiginde olusan kuvvetli dillisyon
nedeniyle bu cabgymada uygulanan fluktasyon testinin bilylime faktSrlerine
6zellikle duyarh olmadifn bulundu. Kendi mutajenlik testleri igin aym indikator
bakterileri kullanan bir canh deneyinin uygulanmasmm, biyolojik orneklerdeki
histidinle iligkili biiyiime faktorlerini Olgmek i¢in glivenilir bir yol oldugu
gorililmiistiir. Plak-inkorporasyon testi, fluktasyon testi ve bunun gibi testlerde
Onerilmektedir. [31]
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal
2.1.1. Salmonella typhimurium test suslar:

Testté kullarulan Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 mutant suglari
Prof.Dr.Bruce N.Ames (University of California, Berkeley, CA, USA)’den
saglanmgtir.
2.1.1.1. Test suglarmm genotip dzelliklerinin agiklanmas:

His D3052

Bu mutasyon bir bazin eklenmesi ya da ¢ikarilmasi ile kendini gosteren

cergeve kaymasi tipinde bir mutasyon olup, niikleotid eksikligi, his D™ geni icinde

-GCGCGCGC- ., . . .

8 kez tekrarlanan CGCGCGCG- bolgesindedir. Bu nedenle TA 98 sugu daha
¢ok gergeve kaymasi tipindeki mutasyonlara sebep olan kimyasallarla his™ hale
donisiir.
His G46

Bu mutasyon histidin biyosentezinde rol alan ilk enzimi kodlayan gende
losin  kodunu :g ,? g_ " yerine prolin kodunu :g g g_ " gelmesine neden olan
mutasyondur. TA 100 susu bu tip mutasyon icermektedir.

Rfa mutasyonu
Bu mutasyon bakteri hiicre duvarimn lipopolisakkarit tabakasmt kodlayan

genlerde meydana gelir. Hiicre yilizeymi saran lipopolisakkarit tabakasmi zayrlaty.
Boylece, normalde hiicrelere giremeyen biiyilk molekiillerin test bakterilerine
girebilmelerini kolaylagtirmaktadir. TA 98 ve TA 100 suglarmm her ikisi de bu
mutasyonu igermektedir.

wrB _

DNA oranim sisteminde kesip ¢ikarma (=excisia repair) gorevini iistlenen
enzimi kodlayan uvrB geninde delesyon meydana getiren mutasyondur. Bu
kissnda normalde uvr BY, chl” ve bio genleri mevcuttur. Bu mutasyon bir ok
mutajenin ortaya ¢ikarimasmda duyarhhfn artmasma neden olur. TA 98 ve TA
100 suglarmm her ikisi de bu tip mutasyonu igermektedir.
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R faktor (+)

pKM101 Ampisilin direnglilik geni tasiyan bir plazmid’dir. Plazmid ¢eren
suslarm, mutajenik oldugu gosterilmis ajanlara karsi verilen cevaplari, plazmid
icermeyen suslara gore hayli yiikselir. Bu plazmidin hiicrede bulunusu bu
hiicrelerde normalde bulunan ve hata oram yliksek (error-prone) onarmn yolunun
aktivasyonuna, bu sebeple de klmyasal]ann etkisi ‘i]e veya spontan olarak
mutasyonlarm artmasmna neden olur. TA 98 ve TA 100 suglarinin her ikisi de bu
tip mutasyonu igermektedir.
2.1.2. Kullamlan kimyasal maddeler

¢ 2 aminofluoren :Pozitif mutajen olarak,
Dimetilsulfoksit’te ¢5ziilerek 10pg/plak olarak kullamlda.

¢ Sodyum azid :Pozitif mutajen olarak, steril suda
¢dziilerek 1,5 pg/plak olarak kullanuld.

¢ Dimetilsulfoksit (DMSO) :Test edilen maddenin ¢dziilmesi igin
kullamld.

¢ D-biotin :Histidin-Biyotin - plaklan icin,

mutasyon deneyinde kullanildi. |

¢ L-histidin-HCl-monohidrat :Histidin-Biyotin plaklan icin
mutasyon deneyinde kullanilds. )

¢ D-glukoz-6-fosfat :S9  kangmmn  hazrlanmasinda
kullanild.

¢ Fosfat tamponu :S9  kangimmm = hazirlanmasmda
kullamldi.

¢ 3-Metilkolantren ~ :Metabolik aktivasyon igin uyarci
olarak kullanilds. | |

¢ Ampicillin trihidrat :NaOH’te ¢dziilerek master plaklan
icin kullanildi.

¢ NADP :S9  kangmmmm — hazrlanmasmnda
kullamld:.

¢ Nutrient Broth :Bakterileri bir gece bilyilitmek icin

kullanildy. e
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2.1.3. Test maddesi (dozlan ve hazirlanisy)

Bu cabismada 1-Etil-4, S-Difenil-1H-Imidazol titrevinin mutajenik etkisi
Ames /Salmonella / Mikrozom test yOntemiyle aragtilmustir. Test maddesi
Anadolu Universitesi Eczacihk Fakiiltesi Farmasttik Kimya Anabilimdal’ndan
temin edilmigtir. Bu madde dimetil siilfoksit (DMSO) iginde ¢dziilmils ve oda
sicakhiginda saklanmmgtir. Uygulanacak dozlari belirlemek icin maddelerin
0,1pg/plak, 1ug/plak, 10pg/plak, 100ug/plak ve 1000pg/plak konsantrasyonlari
hazirlamp bakteriler iizerinde denenmis ve 1000 pg/plak konsantrasyonunun
tizerindeki konsantrasyonlarm toksik etki yaptig1 goriilmiigtiir.
2.1.4. Kullamilan ortamlann icerikleri ve hazirlanmalan

(50x) Vogel-Bonner Medium E
Kullanim : MGA, HBA ve HB (master) plaklan
Distile su : 670 ml
MgS0, .7 H,0O :10g
Sitrikasit monohidrat :100 g
K,HPO, :500¢g
NaHNH, (PO4.4H,0) 1175 g

Maddeler yukanda yazildiklan sira ile suyun igine eklenir ve hacim
1 litreye tamamlanir. Bir madde ¢dziinmeden digeri eklenmemelidir.
(0,5 mM) Histidin/Biyotin soliisyonu

Kullamm : Mutajenite deneyt (100 ml top agara 10 ml)
D-Biyotin (F.17.247.3) :30.9 mg

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

Distile su :250 ml

Biyotini suyu kaynama noktasma kadar istilarak ¢oziilir. Histidin ilave
edilerek kanigim 121°C’de 20 dakika siireyle otoklav edilir.

Top agar
Kullanmm : Mutasyon deneyi
Agar : 6g
NaCl :5g
Distile su : 1000 m!

Agar, tuz ve su sitihp karistirlarak , 121°C°de 20 dakika otoklav edilir.
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(1,65 M KC1+0,4 M Mg CL) Tuz soliisyonu

Kullanim : S9 kanginm
KCl 615
MgCR2.6H20 :40,7 g
Distile su .500ml

Sterilizasyon i¢in 121°C’ de 20 dakika otoklav edilir.
(0,2 M) (Ph 7,4) Sodyum fosfat tamponu

Kullamim : S9 kangmm

0.2 M NaH,PO..H,O : (13.8 /500 ml) 60 ml

0.2 M Na,HPO4 : (14.2 g/500 ml) 440 ml
(1 M) NADP soliisyonu

Kullanim : S9 karigmm

NADP (F.W.765.4) 383 mg

Steril distile su :5Sm

Sterilizasyon i¢in 0.22 pm delik ¢apl filtrelerden gegirilir.
(1 M) Glikoz-6-fosfat

Kullanim : S9 kanigmm

Glikoz-6-fosfat :2.82¢

Steril distile su : 10 ml

Sterilizasyon igin 0.22 pm delik ¢aph filtrelerden gegirilir.
(%0,8 / 0,2NaOH) Ampisilin soliisyonu

Kullanim : Ampisiline direng¢ deneyi ve HBA
plaklarmm hazirlanmasi
Ampisilin — trihidrat :08¢g

0.02 M Sodyum hidroksit  : 100 m!
Ampisilin trihidrat 0,02 M NaOH i¢inde ¢0ziiliir. Sterilizasyon i¢in 0,22

mM capl filtreden gegirilir.

(%0,1) Kristal viyole
Kullanmm : rfa mutasyonu’nu denemede
Kritsal viyole :0,1g

Distile su : 100 m!
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Minimal Glikoz Agar plaklan
Kullanim : Mutasyon deneyi
Agar :15¢
Distile su : 830 mi
50Xvb Tuzlari :20 ml
%20 Glikoz : 80 ml

15 gr agar 2 litrelik bir kapda bulunan 830 ml'lik distile suya eklenerek
. gozilir. 121 °C’de 20 dakika otoklavlanir. Soliisyon 45°C’ye sogutulup %20°lik
glikoz ve 50xVB tuzlan yavag yavas kanstinlarak eklenir, 45°C’de tutularak
petrilere 30 ml’lik miktarlarda dagstihr.
Histidin/Biyotin plaklan (HB Agar)

Kullanim : Histidin gereksinim deneyi
Agar | :15g

Distile su : 914 ml

50x4B tuzlar : 20 ml

%20 Glikoz : 100 ml

Steril Histidin. HCL.H,O :10 ml

(2gr./400 ml H,0)

Steril 0.5 mM Biyotin :6 ml

Agar ve su otoklavlanmir, 45°C ’ye sofutulup %20’lik glikoz, 50X VB
tuzlan1 ve histidin ¢ozeltisi eklenir. Soliisyon biraz daha sofutulup biyotin eklenir.
Karnstirihp petri kutularma 30 ml olarak dagtilir.

Histidin/Biyetin/Ampisilin plaklan (HBA agar)

Kullanim : Ampisiline direnglilik testi ve
“Master Plate” hazirlanmasmda;

Agar :15g

Distile su : 910 ml

50XVB tuzlarn :20ml

%20 Glikoz : 100 ml

Steril Histidin. HCLH,O : 10 ml

(2g/400 ml H,0)

Steril 0,5 mM Biyotin :6ml




23

Steril ampisilin

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

Agar ve su 20 dakika otoklavlanir. Glikoz, 50x VB tuzlari ve histidin bu
sicak soliisyona eklenir. Sicaklik biraz daha azalmca biyotin ve ampisilin eklenir,
petrilere 30 mI’lik miktarlarda dagitilir. Petriler TA97, TA98, TA100 igin 4°C°de

2 ay siireyle saklanabilir.
Nutrient Agar plaklan

Kullanmm : Gecelik kiltiirtin ml’sindeki bakteri sayismi
bulma ve genotip kontrolii; (a) Kristal viyole

(b) uv duyarhh:

Oxoid nutrient brothno:2 :25¢g

Agar :15g

Distile su 1950 ml

Yukaridaki kimyasallar 2 litre hacimli bir kaba konularak 30 dakika
otoklavlanir. Kangtinhip 30 ml miktarlarda petri kutularma dagstilir.

Nutrient siv: kiiltiir ortam: ‘
Kullanim : Bakterilerin gecelik kiiltiirde biiyitiilmeleri

Oxoid nutrient brothno:2 :5g

Distile su :200 ml

Broth ve su kangtirthp otoklav edilir ve +4°C’de saklanir
(%10’luk) S9 kangim

Mikrozom :1ml

MgCR-KCl tuzlan :0,2ml

Glikoz-6-fosfat : 0,05 ml

0.1 MNADP : 0,4 ml

0.2 M Fosfat tamponu :5ml

Steril distile su :3ml
(0,15 M) KCI ¢ozitisi

Kullamm : mikrozom izolasyono

KCl 111,275 g

Distile su : 1000 mi
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KCl birmiktar distile suda ¢Ozilir ve toplam hacim 1000 mPye
tamamlanarak otklav edilir ve +4 °C’de saklanir.

(%9,13) Biotin ¢dzeltisi

Kullamm : Genotip kontroli ve HBA plaklan
hazirlanmast

D-Biotin :0,65 mg

Distile su :50 mi

Biyotin suyun kaynama noktasma kadar isitillarak ¢oziiliir ve 121°C’de 20
dakika otoklav edilir.

(%60,5) Histidin ¢izeltisi

Kullanim : Genotip kontroli ve HBA plaklan
hazirlanmast

L Histidin HC1 (FW.191.7) :2¢

Distile su : 400 mi

Histidin ile distile su kangtirifarak otoklav edilir.
(%20) Glikoz gozeltisi

Kullanm : MGA ve HBA plaklar1 hazirlanmas:

Glikoz :20g

Distile su : 100 m!

Glikoz distile su icerisinde ¢dziilerek otoklav edilir.
(0,1pg/ul) Sodyum Azid c¢ozeltisi

Kullanim :Pozitif kontrol

1,0mg/petri bagma olmak {izere dimetilsiilfoksit’de (DMSO) c¢oziilerek
kullanilir.
(2pg/pl) 2-Aminofluorene (2AF) -

Kullanim :Pozitif kontrol

1,0 mg/petri basma olmak ilizere dimetilsiilfoksit’de (DMSO) c¢oziilerek
kullamhr. S9 karigmm gerektirmeyen kimyasaldir
(2,5 pg/ul) 4-Nitro-o-Fenilendiamin (NPD)

Kullanim :Pozitif kontrol
2,5 ug /petri olmak iizere DMSO’da ¢ozilerek kullamlir. TA 98 susu icin S9
kanismm gerektirmeyen bir kimyasaldir. Oda 1sinda saklanrr.
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(%6,4) 3-Metil kolantren

Kullanim :Metabolik aktivasyonun hizlandinlmasi
3-Metil kolantren :64 mg
Misir yagi :1ml '
(80 mg/kg olmak iizere) musryagmnda ¢dzillerek 0,5ml itraperitonal olarak
enjekte edilir. |
2.2. Metod

Bu calismada ProfDr.Bruce N.Ames (University of California, Berkeley,
CA, USA)’den alman test bakterilerinin stok Kkiiltlirlerinin hazirlanmasi, genetik
6zeltiklerinin kontrol edilmesi ve test Maron ve Ames’in (1983) yontemine uygun
olarak plak inkorporasyon metodu ile yapilmstir. Deneyler S9°lu ve S9’suz olarak
2 grup halinde ¢ahgilmugtir. Her doz paralel 3 plak halinde denenmis ve farkh
zamanlarda iki bagmmsiz deney yapimugtir. Ayrica pozitif kontrol, solvent kontrol
ve spontan kontroller deneye parelel olarak denenmisgtir.
2.2.1.Salmonella suglarnn kiiltiirlerinin ve master plaklarin hazirlanmasi

Bakieri kiiltiirlerinin Histidin/Biyotin/Ampisilin (HBA) plaklarma paralel
ekimleri yapilip 37°C°de 48 saat inkiibe edilmigtir. 48 saat sonunda iyi izole ohnus
bir koloni segilip, 2ml Nutrient Broth i¢inde slispanse edilmig bir gece (12-16 saat)
37°C’de inkiibasyona birakilrmstir. inkilbasyon sonunda bir 6ze dolusu sivi kiiltiir
alinip Histidin/Biyotin/Ampisilin agar {izerine ¢izgi ekim yapimis ve 37°C’de
48 saat inkiibe edilmigtir. Hazrlanan bu plaklar +4°C de iki ay siire ile
saklanabilmektedir.
2.2.2. Salmonella suslarmin stoklanmasi ve stok kiiltiirlerin a¢ilmasi

Test suslarmin canhlifm ve mutant dzelliklerini uzun siire koruyabilmeleri
icin stoklanmalar1 gerekir. Bunun igin Histidin/Biyotin/Ampisilin agarda {iremis
olan Salmonella sustarmdan iyi izole olmus bir koloni 6z almp almp 2 ml
Nutrient Broth igeren tiiplerde siispanse edilir ve 37°C’de bir gece (12-16 saat)
inkiibe edilir. Bu siirenin sonunda steril ependorf tiip icerisine 1ml bakteri kiiltlirti
ve 0,09 ml! dimetil siilfoksit (DMSO) ilave edilmis ve -20°C’de donmasi
saglandiktan sonra -80°C’de saklannugtir.

Kiiltiiriin agilmas: gerektiginde stok bakteri kiiltiirti oda sicakhginda eritilip
bir 8ze dolusu alinarak Histidin/Biyotin(HB) agar plaklarma paralel ekim yapiimisg



26

ve 37°C’de 48 saat inkiibe edilmis ve bu siirenin sonunda iyi izole olan bir koloni
bze ile almp Histidin/Biyotin/Ampisilin agar plaklarma paralel ekim yapiustir.
HBA plaklar1 37°Cde 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi master plaklar
+4°C’de iki ay siire ile saklanmigtir ve gerektifinde gecelik killtiir hazirlamak igin
kullamlnugtir.
2.2.3. Salmonella suslarinn kbntrol testlerinin yapilmasi
2.2.3.1. Bakterilerin genotiplerinin kontrol edilmesi

Ames test sisteminde testin glivenilirlifi agisindan test suslarmm orjinal
mutasyonlara sahip olup olmadifm belirlemek icin deneylere baglamadan dnce
kontrolleri yapilmaktadir. Bu kontroller sirasiyla asagidaki sekildedir.
Histidin gereksinimi kontrolii

Test suslarmin his™ 8zellifi suslarm minimal glikoz agar {izerine ekilmeleri
yolu ile kontrol edilir. Bunun i¢in, bir gece Nutrient Broth iginde tiretilen bakteriler
histidin/biyotin iceren ve sadece biyotin iceren minimal glukoz agarh plaklara
ekilerek 37°C’de 48 — 72 saat inkiibe edilir. Suglarin histidin varliginda iireyip
histidin yoklugunda firememeleri, his" karekterini dogrulamaktadir. Inkiibasyon
sonunda HB plaklarmda tireme goézlenitken MGA plaklarmda tireme olmadig1
gOriilmiigtiir.
R faktoriiniin kontrolii

Test bakterilerinde plazmidlerin varhg: ampisiline direnglilikleri agismdan
test edilir. Bu amagla Nutrient Broth’da biiyiitilen bakteri kiiltiiriiniin histidin /
biyotin / ampisilin iceren HBA plaklarma ¢izgi ekimi yapimustir. 37°C°de
24 saatlik bir inkiibasyon sonucu, R fakt6rii iceren mutant bakterilerin ampisinki
plaklarda biiytidiikleri g6zlenmigtir.
Rfa mutasyonunun kontrolii

Bu mutasyonun varhg kristal viyoleye duyarltik testi ile tespit edilmigtir.
Bu test icin Nutrient Broth’da biiyiitiilen kiiltiirlerden alnan 0,1 ml’lik Srnekler
45°C’lik su banyosunda isitilmig 2 ml top agar iizerine ilave edilmistir. Daha sonra
calkalanarak Nutrient agar plaklarma dokiilmiigtiir. Donduktan sonra 0,5 cm
capmnda kesilmis steril filire kafidmdan bazwrlanmmg ve %0,1’lik 10 pl kristal
viyole ¢ozeltisi emdirilmis diskler plaZm ortasma yerlestirilmigtir. Plaklar 37°C’de
24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda diskin cevresinde bakteri
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biiylimesinin goriilmedigi gdzlenmistir. Kristal viyole bakteri icine kolayca girip
etkiledifi icin bakterilerin tiremeleri engellenmis ve bakterilerin Rfa mutasyonu
tagidiklar1 gosterilmigtir.
uvrB mutasyonunun kontrolii

Bu mutasyonun varkg: ultroviyole igmlarma duyarlilik testi ile kontrol
edilir. Bu test i¢in Nutrient Broth’da bir gece {iretilen bakteri kiiltiiriinden 6ze ile
ahpan Ornekler, Nutrient Agar bulunan plagin bir kenarindan diger kenarmna
uzanacak gsekilde c¢izgi ekimi yapidmustir. Plagm yaris1 bir plastikle kapatilip
15 watt’bk UV lambas: altinda, 33 cm uzakhktan 8 sn siireyle igmlanmigtir. UV’ye
maruz brakilan plagm kapa@: kapatilarak 37°C°de 24 saat inkiibe edilmistir.
Kullamilan UV 1181 dozu, uvrB mutasyonu tagiyan bakterileri 8ldiirecek diizeyde
oldugundan UV’ye maruz kalan kisimda biylime olmamugtir. Kapatidan kisimda
normal tireme gozlenmistir. Bu sonug bize kullanilacak olan bakterilerin uviB
mutasyonu tagidigm géstermistir.
Kendiliginden geriye diniis sikhgmin kontrolii

Test suglarmin kendiliginden his” durumundan his* durumuna doniismesi
belirli smurlar igindedir. Bu smirlar TA98 igin, 30-50 revertant/plak, TA100 igin
90-130 revertant/plak’tir. Kendiliinden geri doniig frekanslarim saptayabilmek
i¢in minimal glikoz agarh plaklar hazirlamir. Nutrient Brot’da 12 — 14 saat siireyle
37°C’de biyiitiilen test bakterilerinin 0,1 ml almarak 45°C’deki su banyosunda
ssiilan ve 0,05 mm histidin biyotin igeren 2 ml top agar iizerine ilave edilmigtir.
Daha sonra 0,2 ml 0,5 M histidin biyotin solisyonu da eklenip test tilpd
calkalanarak MGA plaklarma yayimis ve 37°C’de 48 saat inkibe edilerek
inkiibasyondan sonra plaklarda geriye donen koloniler sayilmugtr.
2.2.3.2. S kiiltiiriin mPsindeki bakteri sayismin beﬁrlenmesi

Deneyde kullamlan gecelik kiiltliriin ml’sinde bulunan bakteri sayisms
bulmak i¢in HBA plaklarindan bir koloni ahnarak NB icinde siispanse edilmis
calkalamah inkiibatorde 37°°de bir gece inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
gecelik kiiltiirin 10°, 107, 102, 103, 10*, 107 ,10° olacak sekilde bir dizi
seyreltmeleri  hazirlannmstir. Bu  seyreltmelerden NA  plaklarma  10pl’lik
miktarlarda damlatarak ekim yapihp 37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra
plaklardaki koloniler sayilmis ve bakteri sivi kiiltiiriiniin ml’sinde 2,4 x 10° bakteri



28

oldugu belirlenmigtir. Ayrica bakteri kiiltiiriiniin optik densitesi 650 nm dalga
boyunda spektrofotometre ile olgiiliip saf kaltiirtin (10° ) optik dansitesi 0,165
olarak belirlenmigtir.
2.2.4. Test maddelerinin sitotoksik etkilerinin saptanmas

Kullanilan test bilesiklerinin test bakterileri igin dldfirticii olmayan dozunun
saptanmast igin top agara 0,1 ml bakteri kiiltiirii ve 0,1 ml test bilegiginin degisik
konsantrasyonlar: eklenmistir. Karisim nutrient agarli plaklara dokiilerek 37°C’de
24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra plaklardaki koloni sayilari ile
kontrol plaklan kargilagtinilarak toksik ve toksik olmayan dozlar belirlenmistir.
Buna gore test bilegifinin 1000 pg/plak dozunun {izerindeki konsantrasyonlarmnin

toksik oldufu bulunmug ve 1000 pg/plak, 100pg/plak, 10 pg/plak, 1 pg/plak,
0,1 pg/plak olmak fizere 5 doz seviyesinde mutajenite deneylerinin yapilmasina
karar verilmistir.

2.2.5. Memeli karaciger mikrozomlannin hazirlamgi

Promutajen maddelerin saptanabilmesi i¢in karacifer mikrozomlan
hazirlanarak plak iizerinde ya da tiipte kimyasallarn metabolik aktivasyonlan
saglanr. Siganlarm  oldtirilmelerinden bes gin once karm  bogliklarma
mikrozomal enzimlerin miktarlarim arttrmak icin misir yaginda ¢éziilmiis 3-metil
kolantren 80 mg/kg miktarmda olacak sekilde enjekte edilmigtir.

Rathus norvecicus tiirlinde erkek bir rat basmn arkasi sert bir yere
vurularak Oldtiriilmiigtiir. Hayvan ayaklarmdan otopsi kutusuna sabitlegtirilerek
steril makas ve bistiiri ile aseptik sartlarda karaciferi almmugtir. Alinan karaciger
—4 °C’de sogutulmug olan 0,15 M KCl soliisyonuna 1 g karaciger, 1 ml KCl olacak
sekilde onceden tartilmg steril behere konularak tartimi yapilmgtir. Sonra birkag
kez sopuk KCl ile ykanarak karacigerler yeni bir behere gegirilmis, 3 ml
0,15 M KCl/1 g karaciger oram gozetilerek KCl eklenmistir. Karacigerler steril bir
sekilde kiigtik pargalara ayrilmugtir. Doku pargalar zamanla homojenize edilmis ve
homojenat 9000 xg’de 10 dakika siireyle santrafiijlenmigtir. Stipernetant kisim (S9)
almp bundan 0.1 ml aynlarak S9 preporasyonunun steril olup olmadif: nutrient
agar iizerine ekim yapilarak saptanmugtir. Komtaminasyon oldugu durumlarda 89
preparasyonu 0,25 pm g¢aph filtre kagitlarindan gegirilerek steril hale_~_'g9ti1ﬂmi§ ve

-20°C’de saklanmmgtir,
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2.2.6. Karaciger S9 kansmmimun hazirlanmasi

S9 fonksiyonunda bulunan mikrozomal enzimlerin metabolik aktivasyon
reaksiyonlarini yiiriitebilmeleri igin gercken su kofaktorler S9 homejantina
eklenmistir. 8mM MgCh, 5 mM Glikoz-6-fosfat; 33 mM KCl, 4 mM Sodyum
fosfat (pH 7.4) ve S9 (0,04 ml 59/1 ml S9 karigim)

2.2.7. Ames testinin yapihs1 | |

Bu c¢alismada Ames/Salmonella/Mikrozom testinin Maron ve Ames
(1983)’in yontemine uygun olarak plak-inkorporasyon metodu uygulanmgtir.

Her birinin i¢inde 2 ml top agar bulunan ve 45 °C’Iik su banyosunda 1sitilan
tiiplere 0,1 ml test bilesigi, 0,2 ml Histidin-Biyotin ¢ozeltisi ve 0,1 ml bir gecelik
bakteri kiiltiiriini eklenmigtir. Iyice calkalamp Minimal Glikoz Agar (MGA)
plaklarma dokiilmiistiir. Bu plaklar hizla gevrilerek homojen dagihm saglanmugtir.
15 dakika bekledikten sonra 37°C’de 48-72 saat inkiibasyona birakimigtir.
Inkiibasyon sonunda petrilerde koloniler sayilmstir.

S9 kangim varliginda yapilan deneylerde 45 °C’ lik su banyosunda isitilan
tiiplerde bulunan 2ml top agar’m lizerine 0,2 ml Histidin-Biyotin soliisyonu, 0,1 ml
bakteri kiiltiiri, 0,1 ml test maddesi 0,5 ml buzda bekletilen S9 karigmmindan
eklenerek iyice calkalanmig, MGA plaklarma dokiilerek 37°C’de 48 — 72 saat
inkiibasyona birakilnustir. Inkiibasyon sonunda petrilerde koloniler sayimugtir.
Deneyler her bir doz igin 3 ayn plak olmak fizere yapimustir. Her deney iki kez
tekrar edilmigtir. Sonuglarin deZerlendirilmesi i¢in deneylere paralel olarak pozitif,
spontan ve solvent (DMSO) kontrollerde gergeklestirilmigtir. S9 yoklugunda
pozitif kontrol olarak TA 100 i¢cin Sodyum azid, TA 98 igin 4-nitro-o-
fenilendiamin, S9 varh@inda ise her iki sus igin de 2-Aminofluorene kullanitmstir.
2.2.8. Sonuglann degerlendirilmesi | |

Bu ¢alismada 1-Etil-4,5-Difenil-1H-Imidazol tiirevi mutajenite testine tabi
tutulmustur. Orneklerin belirlenen dozlan 3 paralel olarak aym anda test edilmis ve
birbirinden bagimsiz olarak farkh zamanlarda 2 deney yapilmistir. Ayrica test
bilegenlerinin etkilerinin memelilerin metabolik aktivasyonlart sonucunda degisip
degismedigini belirlemek amaciyla S9 fraksiyonu varbgmmda da deney aynen
tekrarlanmugtir. Deneylerde her bir plaktaki revertant kolonilerin sayisin
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aritmetik ortalamasi almmig ve sonuglarin degerlendirilmesi igin SPSS istatistiksel
programmin student-t testi kullamlmugtir.

SPSS istatistiksel programmnm student-t testinde kullamlan, her bir plaktaki
revertant kolonilerin sayis1  agagida verilmistir. Bu verilerle elde edilen student-t
testinin sonuglan Ek’ de gc")steri]mektedir.

TA98 (S9-)

DMSO 22+28+27+20+18+24

A 6+7+2+5+8+3

Ao’ 27426+26+20+21420

Agp? 32+36+304334244+24

Ay? 31430424+20+20422

At 24+20+21+18+24422

TA98 (S9+)

DMSO 30+25+34432+29+28

A 25421+13+28+23425

Ayt 18+12+15+19+10+11

Ay? 234274+20+28+19+28

Ay? 26+28425+27+21+23

A? 24421+30+18422420
TA100 (S9-)

DMSO 141481+136+128+138+119
A, 90+101+94+84+91+93

Ao 120+105+147+206+172+187
A? 129+178+180+127+142+130
Ay? 140+115+1214110+129+127
A 95+90+107+96+88+110
TA100 (S9+)

DMSO 139+135+141+126+144+129
Ay 104+102+107+140+98+106
Ao’ 138+151+144+146+127+156
A? 145+107+121+119+133+139
Ao’ 123+132+135+114+122+127
Ap? 107+101+119+121+116+120

A: Test kimyasah (1-Etil-4,5-Difenil-1H-Imidazol tiirevi )
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3.BULGULAR

120 -

80 -

40 -

Revertants / petri

40 -

-80 -

Dozlar

120 -

80 -

Revertants / petri

Dozlar

» TA98
A TA 100

Sekil 3.1 Metebolik aktivasyon yoklugunda (a) ve metebolik aktivasyon varhiginda (b) 1-Etil-4,5-
Difenil-1H-Imidazol tarafindan indiiklenen revertantlarin doz-yamitl: egrileri. Sonuglar iki ayni
gahsmadan alman alti petrinin ortalamasidir. Coziicti kontrol deferleri ¢ikartilmigtir. Her
konsantrasyonlarin sonuglar student-t vasitas: ile yapilan ¢dzilcii kontrolleri ile kargilagtirimistir
*P<0,05
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Tablo 3.1 1-Etil-4,5-Difenil-1H-Imidazol tiirevinin metabolik aktivasyon yoklugunda ve metabolik
aktivasyon varhifinda yapilan mutajenite analizlerinin ortalama sonuglari ve degerlendirmesi

Ornekler mg/pt

S9(-)
Negatif kontrol

'll'ggt Kimyasali
10t
102
10°
10

S9(+)
Negatif kontrol

’ll‘ggt Kimyasah
101!
102
10?
1 0—4

TA98
Rev/pl

23,113,9

5,1+2.3

23,3433
29,8+4.9
24,5+4,8
21,5423

29,613,1

22,5+5,2
14,1437
24,144,07
25 12,6
22,5+4,1

Rev/pl: Revertant koloni sayisi/petri.

P: Student -t testi sonuglarina gore sig (2-tailed) sonuglar1.

M: Mutajenite.

P

0

0,93
0,02
0,76
0,39

0,01
0
0,02
0,01
0

S9(-): Metabolik aktivasyon yoklufunda

S9(+): Metabolik aktivasyon varhifinda

+ o+ 4+ o+

TA1G0

Rev/pl

123,83422.4

92,1 45,5
156,1439,2

147,6+24,8

123,6+10,7
97,6+8,9

135,6+7

109,5+15,2
143,6+10,2
127,3+14,1
125,547,5
114 +8,1

0 +
0,11 -
0,11 -
098 -
0,02 +

0,14 -
0,22 -
0,03 +
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Tablo 3.2. Metabolik aktivasyon varliginda ve yoklugunda Salmonella mutajenite testinde ¢dziicl
kontrol ve pozitif kontrollerinin sonuglan

Revertant / petri
Kimyasallar(ug / plate) -89 + 89
DMSO 23 +39° 30 +£3.1*
123 £ 224° 136 +7.0°
4-NPD (20) 1223 £742
AZS (1.5) 586 +51.4°
2-AF (10) 714 *6.4°

692 +41.8°

-S9 : metabolik aktivasyonsuz; +S9: metabolik aktivasyonlu; DMSO: dimetilsulfoksit, (¢oziicii
kontrol); 4-NPD: 4-nitro-o-fenilen diamin; AZS: sodyum azid; 2-AF: 2 aminofloren (pozitif
kontroller); a: TA 98; b: TA 100

Tablo 3.3. 1-Etil-4,5-difenil-1H-imidazol tiirevinin mutajenik aktiviteleri

TA 98 TA 100
Test kimyasal: . -S9/+89 -89/+ 89
1-Etil-4,5-difenil-1H-imidazol +° 4 +0 4D

-S9 : metabolik aktivasyonsuz; + S9: metabolik aktivasyonlu; -: mutajenik degil, +: mutajenik, TD:
dos-iligkili toksisite,+'" : mutajenik etkiden sonra en yiiksek doz toksiktir
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4, TARTISMA ve SONUC

Giiniimiizde ¢ok miktarda kimyasal maddeyle i¢ ice oldugumuzdan dolay:
kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin  aragtinlmast  olduk¢a 6nem
ta§ﬁnaktad1r.Ya§ad1gnnxz ortamlan kirleten i¢ ve dis etkenlerin olup olmadigi , bu
kirlilik derecesinin Dilnya Saglk Orgiitiinlin belirledigi smirlar iginde olup
olmadifi ve olasi mutajenik etkileri gesitli test yontemleriyle arastiriimaktadir.
{2,13]

Bu cahsmada 1-Etil-4,5-difenil-1H-imidazo! tiirevinin mutajenik aktivitesi
Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 suslari kullamlarak aragtiribgtir.
Sitotoksik deger belirlenerek bu degerin altmdaki dozlar denenmigtir. Deneyler 5
ayn dozda yapilmistir. Her doz igin 3 ayn plak kullamhp aritmetik ortalamalan
almmugtir.

1-Etil-4,5-difenil-1H-imidazol tlirevinin mutajenitesi Tablo 3.1’de ve
Tablo 3.3°de gosterilmistir. Bir bilesik revertantlarmin sayisi baglantih doz
bi¢iminde arttifs zaman zayif mutajen olarak kabul edilmektedir. Revertantlarmm
sayismin ve doz iliskili pozitif cevaba eslik eden ¢ozicti kontrol degerlerinin
arasmdaki belli farklilik mutajenitenin delili olmaktadr.

Bu c¢ahsmada TA98 ve TA100 suglann bilesige farkh mutajenik
hassasiyetler sergilemistir. Genel bigimde test edilen tiirev TA98 iizerinde
TA100°deki cevaplarla kargilastrdigimuzda daha biiyilk mutajenik  aktivite
gosterdigi tespit edilmigtir.

Test sonuglarmmza gore 1-Etil-4,5-difenil-1H-imidazol bilesigi ile
muamele edilen TA98’ in metabolik aktivasyon yoklugunda revertant koloni sayisi
kontrolle kargilastmildignda 102 dozu igin istatistiksel agidan anlamb
sayllabilecek bir fark belirlenmistir. TA100® {in ise revertant sayisi doza bagh
artmaktadr. Bu artiy mutajenitenin bir diger gostergesi sayildifindan mutajenik
aktivitesinin oldugu diistiniilebilir.

Metabolik aktivasyon varhgmda her iki suy icinde denenen dozlarm
tamamina yakininda revertant koloni sayis1 negatif kontrolden daha azdir. Bu
durum 1-Etil-4,5-difenil-1H-imidazol tiirevinin metabolitlerinin suglar {izerinde
toksik etki gosterdiginin kamtidir.
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Cesitli imidazol tiirevleri ile ilgili yapilan pek ¢ok benzer c¢alismalar
mevcuttur.

Vikse ve arkadaglan pisirilmis et ve baliklarda bulunan heterosiklik
aminlerden olan 2-amino-3-metilimidazo [4,5-f] quinolin (IQ) bilesiginin
mutajenik aktivitesini Ames testi ile arastrmuglar ve gesitli pozisyonlarinda pridin
N. atomu igeren IQ bilesiklerinin tlim pozisyonlarinm Salmonella iizerine yiiksek
mutajen etki gdsterdigini bulmuglardir. [32]

Forster ve arkadaglari tarafindan imidazol ve onun metabolitleri olan
hidantoin, hidantoik asit ve bakteri metabolizmasi sonucu olusan bir metabolit
liriin olan N-asetil-imidazol, hiicre kiiltiirtindeki UDS y6nteminde, transformasyon
yonteminde ve Ames yonteminde test edilmis ve sonug olarak imidazol ve onun
metabolit tirlinlerinin her {i¢ testte de negatif sonuclar verdigi rapor edilmigtir. [33]

Yen ve Chen’de aym yontemle gesitli ¢ay ekstratlarinm ve yapraklarmm
icerdikleri katekin, kafein, folik asitli bilegikler, askorbik asit, karoten ve
tokoferoller’in antimutajenik aktivitesini arastirmuglardir. Bunun igin, yine
heterosiklik imidazol bilesikleri ile bakteriyal mutajenite uyarimistir. [34]

Sa¢ boyalari, pestisitler ve fungisitlerin yapismda bulunan bazi imidazol
halkasi igeren bilegiklerden olan DAP (2,3, diaminofenazin) ve AHP (2-amino 3-
hidroksifenazin) Ames ySntemiyle test edilmis ve TA 98 susunda S9 varhigmmda ve
yoklugunda maddelerin olduk¢a mutajen olduklan (P<0.001) bulunmusgtur. [35]

Britvic ve arkadaslari metimidazol’iin Salmonella kullamlarak Ames
yonteminde test etmigler ve metabolik aktivasyon igin sazan bahfmm sindirim
bezlerinden56 elde ettikleri fraksiyonu kullanmuslardir. Sonugta, TA 98 susunda
metimidazol etkisiyle yiiksek oranda geri doniisiim gozlenmistir. [36] _

Pigirilmis besinlerden izole edilebilen 2—amino-6-meti1diprido[l,2-aﬁ3,2—d]
imidazol  (Glu-P-1), 2-amino-3-dimetilimidazo  [4,5-f] guinoln (IQ),
2-amino-1-metil-6-fenilimidazo  [4,5-f] quinolin (MelQ) ve daha birgok
heterosiklik aminlerin mutajenik  aktiviteleri, bakteriler ve transgenik
kemirgenlerde invivo mutajenik testler kangtirilarak arastriltg ve sonugta,
saydigmuz bilegiklerin bakteriyal test sistemlerinde daha mutajenik sonuglar
verdikleri Joseph, ve arkadaglari tarafindan bulunmustur. Bu bilesiklere cesitli
sekillerde maruz kahndiginda, bir dizi biyokimyasal mekanizma sonucu mutajen

Aradetn Unlverciizel

Lerkez Kitiphane
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ve kanserojen etki olusturdugu ve S.0.S. sistemin wmu genleri’ni uyararak DNA
hasarlarma yol agtiklar1 gdriilmiigtiir. [37]

Ayrica bazi imidazol tiirevleri (IQ, MelQ, PhIP ve aflatoksin B1 (AFB1)
gibi) pozitif mutajen olarak kullamlarak, bazi molekilllerin antimutajenik etkisi
Ames testi ile aragtirtmstir. Cesitli imidazol’ler ile uyanlan mutajenik aktiviteyi
besin koruyucusu olarak kullamlan arakidonik asitin inhibe ettifi bulunmustur.
[38]

Debnath ve arkadaslari, 30 adet imidazol tlirevi nitro bilesiklerinin ve
icerdikleri nitro gruplarmmn metabolik aktivasyon sonucunda DNA’ya baglanma
affinitelerinin arttifm ve mutasyona sebep olduklarm bulmuslar. [39]

Baska bir ¢aligmada ‘da aneorobik bakteri ve protozoalar lizerinde etkili
oldugu bilinen S-nitro imidazol tiirevi ila¢ olan metronidazol (MNZ) ve tinidazol
(INZ), Salmonella ‘nm TA ve YG suglan ile test edilmis ve MNZ ve TNZ’nin
benzer yiiksek mutajenik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. [40]

Bu ¢alismanm sonucunda test edilen bilesifin TA98 ve TA100 suslarmmn
her ikisi i¢inde, metabolik aktivasyonsuz ortamda mutajenik 6zellk gosterdii
belirlenmistir. Bu mutajenite gerg:evé kaymas: mutasyonu olarak daha giiclii
sckilde gozlenmigtir.

Bu maddenin metabolitleri de her iki suy i¢in mutajenik Ozellikte olup,
6zellikle TA98 susu iizerinde toksik etkileride gbzlenmisgtir.

Ames testi yitkksek duyarlilikta kolaylikla uygulanabilen , iyi tesis edilen bir
test olsa da bazen yanhs negatif ya da pozitif sonuglar géstermektedir. Bu madde
farkh genotip Ozellige sahip test suslan ile ve farkh organizma gruplarmin
kullamldif1 farkh test yontemleriyle de test edildikten sonra genel bir sonuca
gidilmelidir. Sadece tek bir ¢aliymaya dayénarak kesin bir sonu¢ -ortaya koymak
miimkiin degildir.Bu baglamda imidazol tiirevlerinin 6nciil ilag molekiilleri olarak
nitelendirilmeden Gnce, farkh test sistemlerinden gelen sonuglar ile kargilagtrmak
i¢in daha fazla aragtirilmas: gerekmektedir.
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EKLER

EK-1 Test kimyasalnmn (a) 10° dozunda (b) 10" dozunda revertant koloni sayilarmin TA98’ de
metabolik aktivasyon yoklugundaki student-t testi sonuglan

a Grup Istatistikleri
VAR00002 N Ortalama [Standart Sapmal Standart Hata
YAR00001 1,00 6 23,1667 3,9200 1,6003
2,00 6 5,1667 2,3166 ,9458
Bagimsiz Ornekleme Testi
Levene’ in
Varyasyonlann Ortalama Esitligi Igin t Testi
Egitligi Testi
: Sig. Ortalama | Standart Hata
F o} Se t 4 | Qailed) | Farkithn Farklan
IVARO0001 | Varyasyonlar egit
varsayildizunds 228 | 162 | 9683 10 ,000 18,0000 1,8589
Varyasyonlar esit
olmach 9,683 8,113 000 18,0000 1,8589
varsayildiginda
b Grup Istatistikleri
VAR00002 N Mean Standart Sapmal Standart Hata
VAR00001 1,00 6 1 23,1667 | 13,9200 1,6003
2,00 6 23,3333 3,3267 1,3581
Bagmmsiz Ornekleme Testi
Levene’ in . .
Varyasyonlarm Ortalama Esitligi I¢in t Testi
Esitligi Testi
) Sig. (2-]Ortalama| Standart Hata
F Sig. t af | ailed) |Farkiiiga] Farkian
[VAR00001 Varyasyonlar egit | . 0 _ _
varsayikdignda 046 834 079 10 938 ,1667 2,0989
Varyasyoniar egit olmadifn _ ] ‘ _
varsayldigand 079 9742 938 L1667 2,0989
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Ek-1 (Devam) Test kimyasahnn (c) 102 dozunda (d)10°dozunda revertant koloni sayilarmin
TA98’ de metabolik aktivasyon yoklugundaki stadent-t testi sonuclan

< Grup Istatistikleri
VAR00002 N Ortalama  [Standart Sapmal Standart Hata
VAR00001 1,00 23,1667 3,9200 1,6003
2,00 29,8333 49160 2,0069
Bagimsiz Omekleme Testi
Levene’ in
Varyasyonlarm Ortalama Esitligi i t Testi
Egitligi Testi
) Sig. Ortalama | Standart Hata
F | sig 4 | Quiled) | Fakhiis | Farklan |
Varyasyonlar esit
ARGooo; | Veevikignda 335 | 57 l2591) 10 027 46,6667 2,5669
Varyasyonlar egit
olimadigsvarsayldynd 2597 9528 028 -.6667 2,5669
d Grup Istatistikleri
VAR00002 N Ortalama  JStandart Sapma} Standart Hata
VARO00001 1,00 23,1667 3,9200 1,6003
2,00 22,5000 3,5637 1,4549
Bagimsiz Ornekleme Testi
- Levene’ in
Vi Ortalama Egithigi Igin ¢ Testi
Esitligi Testi -
. Sig. Ortalama | Standart Hata
F Sig. t 4 o ailed)| Faklizs | Farklan
Varyasyonlar egit |
— donctponlio Jo4 | 754 | 308 10 764 6667 2,1628
Varyasyoniar esit olmadif 08 | o011 | 764 6667 2,1628
varsuynld:gnda‘ 3 ’ ) i ?
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Ek-1 (Devamn) Test kimyasahnm (¢) 10* dozunda metabolik aktivasyon yoklugunda (f)
10°dozunda metabolik aktivasyon varhiginda TA98” de revertant koloni sayilanimin student-t testi

sonuglar:
e Grup Istatistikleri
VAR00002 N Ortalama {Standart Sapma' Standart Hata
VARO00001 1,00 23,1667 3,9200 1,6003
2,00 6 21,5000 2,3452 ,9574
Bagimsiz Ornekleme Testi
Levene’ in
Varyasyonlarm Ortalama Egitligi Icin t Testi
Esitligi Testi
. Sig. Ortalama | Standart Hata
F Sig |t | A o iled)| Farkhig: | Faridan
Varyasyontar egit ]
AROO0D1 vy 2202 | 167 | 894 | 10 | 392 | 16667 1,8649
Varyasyonlar esit olmadiiy gos 18173] 397 | 16667 | 18649
vusaydixg;_nda ’ ? > ’ ’
f Grup Istatistikleri
VAR00002 N Ortalama [Standart Sapmaj Standart Hata
VAR0O0001 1,00 29,6667 3,1411 1,2824
2,00 22,5000 5,2058 2,1252
Bagmmsiz Ornekleme Testi
Levene’in
Varyasyonlann ‘Ortalama Egitligi Icin t Testi
Egitligi Testi
. Sig. Ortalama | Standart Hata
F Sig t 4 | owiled)| Farklilgn |  Farklan
Varyasy °“"‘" : < it Yoae| 408 | 287} w0 | o6 | 71667 24822
VAR00001 Varynsyonla: esit olmpadify
e 2,887 | 8215 | 020 | 7.1667 24822
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Ek-1 (Devami) Test kimyasalinm (g) 10™ dozunda (h)10?dozunda revertant koloni sayilarmin
TA98’ de metabolik aktivasyon varhfimdaki student-t testi sonuglan

g Grup Istatistikleri
VARO00002 N Ortalama [Standart Sapmal Standart Hata
VARO00001 1,00 6 29,6667 3,1411 1,2824
2,00 6 14,1667 3,7639 1,5366
Bagmsiz Ornekleme Testi
Levene’ in
Varyasyonlann Ortalama Esitligi I¢in t Testi
Esitligi Testi
. Sig. Ortalama Standart Hata
F Sig. |t ) U | oG | Faklim Farklan:
Varyasyonlar egit
VAR00001 varsayildigmda 762 403 § 7,745 10 000 15,5000 2,0014
Varyasyonlar egit !
of m@m yiidizmd 7,745 | 9,690 000 15,5000 2,0014
h Grup Istatistikleri
VAR00002 N Ortalama [Standart Sapmaj Standart Hata |
VARO0001 1,00 6 29,6667 3,1411 1,2824
2,00 6 24,1667 4,0702 1,6617
Bagimsiz Ornekleme Testi
Levene’ in ‘
" Varyasyonlann Ortalama Esitligi Igin t Testi
Esitligi Testi
F si ¢ & Sig. Ortalama | Standart Hata
& Q-ailed)| Farklihg Farklan
Varyasyonlar egit |
VARGOOOL varsayildrnda 1571 | 239 {26201} 10 026 5,5000 2,0989
Varyasyonlar egit olmadifn
varsaydigand 2620 { 9,396 | 027 5,5000 2,0989
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Ek-1 (Devamu) Test kimyasalinm (1) 10 dozunda (j)10~*dozunda revertant koloni sayilarinin
TA98’ de metabolik aktivasyon varhifindaki student-t testi sonuglar:

I Grup Istatistikleri
VAR00002 N Ortalama lStandart Sapma] Standart Hata
VARG0001 1,00 6 29,6667 3,1411 1,2824
2,00 6 25,0000 2,6077 1,0646
Bagunsiz Ornekleme Testi
Levene’ in
Varyasyonlarm Ortalama Egitlifi Icin t Testi
Esitligi Testi
. Sig. | Ortalama | Standart Hata
F S}t 4 o tafled)| Farkihga | Farkdan
Varyasyonlar esit
—— Idigmda ,125 ,731 2,800 10 019 4,6667 1,6667
Varyasyoniar egit
olmadsgs vareaytld emd 2800 | 9673 | 019 | 46667 1,6667
i Grup Istatistikleri
VAR00002 N Ortalama [Standart Sapmal Standart Hata
VARO00001 1,00 6 29,6667 3,1411 1,2824
2,00 6 22,5000 4,1833 1,7078
Bagmsiz Ornekleme Testi
Levene’ in
Varyasyontarm Esithigi Ortalama Esitlii Igin t Testi
Testi
. Sig. | Ortalama }Standart Hata
F Sig. t 4 Vo salled)| Farkithgz | Farklan
Varyasyonlar egit
VARG00 varsayildignda 266 017 3356 10 007 7,1667 21357
01 Varyasyonlar esit olmadigs :
varsayildsganda 3356 | 9278 | 008 | 71667 | 21357
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Ek-1 (Devam) Test kimyasalinin (k) 10° dozunda (1) 10”" dozunda revertant koloni sayilarinin
TA100° de metabolik aktivasyon yoklugundaki student-t testi sonuglar:

k Grup Istatistikleri
VAR00002 N Ortalama [Standart Sapma! Standart Hata
VAR00001 1,00 6 123,8333 22,4447 9,1630
2,00 6 92,1667 5,5648 22718
Bagmmsiz Omekleme Testi
Levene’ in
Varyasyonlarm Ortalama Egitligi Igin ¢ Testi
Egitigi Test
. Sig. Ortalama | Standart Hata
F Sig. |t 4 \oialed) Farkibp | Farkden
Varyasyonlar egit ;
ARooog, | VersiaiEnds a2 | omn 3354 10 007 | 31,6667 9,4405
Varyasyonlarcsit | 3354 | se1z | o7 | 316667 94405
olnnd!&mlm‘w > 2 k) ¥ k4
1 Grup Istatistikleri
VAR00002 N Ortalama [Standart Sapma) Standart Hata
VARO00001 1,00 6 123,8333 22,4447 9,1630
2,00 6 156,1667 39,2297 16,0154
Bagimsiz Omnekleme Testi
Levene’ in
Varyasyonlarm . Ortalama Egitligi Icin t Testi
Esitligi Testi
. Sig. | Ortalama | Standart
F Sig. t ¥ bosailed)| Farklilipn Farklan
Varyasyonlar egit R - 8.4514
anon va:ﬁ (:fi:"da ) 3091 { 104 1,752 | 10 | .0 | 323333 | 18,
aryasy olmads ' .
anayidgands 752 | 7957 | s | 323333 | 184514 |
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Ek-1 (Devam) Test kimyasalinin (m)10” dozunda (n)10”dozunda revertant koloni sayilarmin
TA100’ de metabolik aktivasyon yoklugundaki student-t testi sonuglar:

m Grup Istatistikleri
VARO00002 N Ortalama JStandart Sapm.al Standart Hata
VARO00001 1,00 123,8333 22,4447 9,1630
2,00 6 147,6667 24,8408 10,1412
Bagimsiz Ornekleme Testi
Levene’ in
Varyasyonlarm Ortalama Egifligi I¢in ¢ Testi
EsitliZi Testi
) Sig. Ortalama | Standart Hata
F ] Se t 4 widd)| Fakibp | Fardan
Varyasyonlar esit ]
VAROOD  vamayddigmds 510 | 492 | 174 10 112 23,8333 13,6677
o Varyasyonlar cgit 784 | 9899 | 12 | 238333 13,6677
ol varsa' )
n Grup Istatistikleri
VARO00002 N Ortalama lStandart Sapmaj Standart Hata
VAR0000] 1,00 123,8333 22,4447 9,1630
2,00 123,6667 10,7269 4,3792
Bapumsiz Ornekleme Testi
Levene’ in
Varyasyonlarm Ortalama Esitligi Iin t Testi
Esitlizi Testi
) Sig. [ Ortalama | Standart Hata
F Sig. t 4 | iailed) | Farkithgs | Farklan
Varyasyonlar egit
AROOOO! varsapnda 1473 | 253 016 10 987 1667 10,1557
Varyasyonlar esit olmadi3 o1 7171 98 1667 10,1557
varsayildipmda 016 ’ 87 ’ ’
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Ek-1 (Devam) Test kimyasalmm (o) 10” dozunda metabolik aktivasyon yokluunda (p)
10°dozunda metabolik aktivasyon varhiginda TA100” de revertant koloni sayilarinmn student-t testi

sonuclar

° Grup Istatistikleri
VARO00002 N ~ Ortalama  [Standart Sapmal Standart Hata
VARG0001 1,00 6 123,8333 22,4447 9,1630
2,00 6 97,6667 8,9592 3,6576
Bagimsiz Ornekleme Testi
Levene’ in
Varyasyontarm Esitligi Ortalama Egitligi Igin t Testi
Testi
] Sig. | Ortalama [Standart Hata
F Sig. t 4 | (2tailed) | Farkihzn | Farkian
Vatyasyonlar egit
ARGy B 2,063 J81 | 2652 10 024 | 261667 | 938660
Varyasyonlar egit
clmadsg, i gnd 2652 | 6554 035 | 26,1667 | 98660
Grup Istatistikleri
VAR00002 N Ortalama [Standart Sapmaj Standart Hata
VAR00001 1,00 6 135,6667 7,0333 2,8713
2,00 6 109,5000 15,2807 6,2383
Bagimsiz Ornekleme Testi
Levene’ in
Varyasyonlarm Ortalama Esitligi Igin t Testi
Egitlizi Testi
; . Sig. | Ortalama [Standart Hata]
F Sig. | ¢ & | @-tailed) | Farkliligs | Farklan
Varyasyonlar esit 1009 | 339 |3810] 10 003 | 26,1667 | 68674
VAROOOO] V va:]ymﬂm gl Ed ’3 Ea B £ 4
“‘yasyvamyﬂ b 3810 | 7,027 007 | 261667 | 638674
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Ek-1 (Devam) Test kimyasalnm (r) 10" dozunda (s}10%dozunda revertant koloni sayilarmm
TA100’ de metabolik aktivasyon varligindaki student-t testi sonuglar

r Grup Istatistikleri
VARQ00002 N Ortalama lStandart Sapmal Standart Hata
VARO00001 1,00 6 135,6667 7,0333 2,8713
2,00 6 143,6667 10,2111 4,1687
Bagimsiz Ornekleme Testi
Levene’ in
Varyasyonlarm Ortalama Egitligi Igin t Testi
Esitligi Testi
. Sig. | Ortalama [Standart Hata
F Sig. t 4 ) @-tailed)| Farkitigs | Farktan
Varyasyonlar egit
VARO0O1 varsayildigmda 389 547 | -1,580 10 J45 | 80000 | 50618
Varyasyonlar esit olmadi R .
varsayikgznd 1,580 8,873 ,149 80000 | 50618
s Grup Istatistikleri
VAR00002 N Ortalama [Standart Sapmal Standart Hata
VAR00001 1,00 6 135,6667 7,0333 2,8713
2,00 6 127,3333 14,1657 5,7831
Bagimsiz Ornekleme Testi
Levene’ in
Varyasyonlarin Ortalama Egitlipi Igin t Testi
Egitligi Testi .
. Standart
. Sig. Ortalama
F Sig. t df : Hata
@uailed) | Farkdbga | 8
Varyasyonlar egit
VARG0001 ) dlgnda 4475 060 1291 10 226 8,3333 6,4567
Varyasyonlar esit olmadi 1291 | 7324 | 236 83333 | 64567
varsay:ldgmda
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Ek-1 (Devam:) Test kimyasahinmn (t) 10° dozunda (y)10™*dozunda revertant koloni sayilarinin
TA100’ de metabolik aktivasyon varhgindaki student-t testi sonuglar:

t Grup Istatistikleri
VAR00002 N Ortalama  [Standart Sapmal Standart Hata
VARO00001 1,00 6 135,6667 7,0333 2,8713
2,00 6 125,5000 7,5565 3,0849
Bagimsiz Ornekleme Testi
Levene’ in
Varyasyonlarm Egitlizi Ortalama Egitligi Icin t Testi
Testi
. Standart
. Sig. | Ortalama
F Sig t 4t} (2-tmited) | Farkhlsp: ol
Varyasyonlar egit
VARGO0O1 v ldiBind 006 939 2412 10 037 10,1667 42144
Varyasyonlar egit olmadiZ
varsayldismda 2412 1 9949 037 10,1667 42144
¥ Grup Istatistikleri
VAR00002 N Ortalama [Standart Sapmaj Standart Hata
VAR00001 1,00 6 135,6667 7,0333 2,8713
2,00 6 114,0000 8,1486 3,3267
Bagimsiz Ornekleme Testi
Levenc’ in
Varyasyonlarm Ortalama Esitligi Igin t Testi
Egitligi Testi
. Standart
. Sig. Ortalama
F Sig t 4 | omiled) | Fakiti praia
Varyasyonlar egit
) varsayldigmda 250 628 4,930 10 ,001 21,6667 43944
olmadip 4930 9,791 0ot 21,6667 | 43944
varsaydifmda




