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Bu c¢ahismada, 8 Benzinidenilin tiirevlerinin mutajenik etkileri,
metabolik aktivasyon olmadan ve olarak Ames/Salmonella /Mikrozom testi
yoluyla arastirilmistir. Deneyde Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100
suslar1 kullamlmstir. TA 98 cerceve kaymasina yol acan mutajenlerin, TA
100 ise baz cifti degisimine yol acan mutajenlerin belirlenmesi icin
tasarlanmistir.
Deneylerde organizma sayillarinda doza bagh artislar gozlenmistir ve
bunlar zayif mutajenisite olarak diisiiniilmiistiir. Deneysel ve coziicii kontrol
gruplar arasinda 6nemli farkhiiklar olumlu sonug¢lar olarak diisiiniilmiistiir.
Yapr-aktivite iliskileri mutajenler ve zayif mutajenler olarak ele

alinan bilesimler icin tartisilmistir.
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In this study, the mutagenic effects of these 8 Benzinidenilin
derivatives were investigated by Ames Salmonella/Microsome test in the
absence and presence of metabolic activation. Salmonella typhimurium TA 98
and TA 100 strains were used in experiments. TA 98 is designed for
frameshift mutagens, TA 100 is designed for base-pair mutagens.

Dose-dependent increases were observed in the number of organizm
and considered as a weak mutagenicity experiments. Significant differencies
between experimental and solvent control groups were considered as positive
results.

Structure-activity relationships were discussed for the compounds

considered as mutagens and weak mutagens.
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1. GIRIS

Teknolojinin hizla gelistigi gilinlimiizde insanoglu giderek artan gesitli
kimyasal maddelerin, basta ilaglar olmak iizere, ¢esitli katki maddelerinin etkileri
altinda kalmaktadir.

Teknolojik gelismelerin insan yasamina sundugu, fiziksel ve kimyasal
ajanlarin dahil oldugu cok sayida cevresel faktor, saglik agisindan tehlike
olusturma boyutundadir ve insanin genetik biitlinliigiinii tehdit etmektedir [1].

Dogadaki tiim canlilar giinliik yasamda sik sik dogal ya da yapay
kimyasal maddelerle yiiz yiize gelmektedir. Insan populasyonu ¢evredeki
kanserojen ve mutajen maddelerin etkisinden korunmasi i¢in ¢evremizdeki bu
ozellige sahip bilesiklerin tespit edilmesi ve etkilerinin degerlendirilmesi dncelikle
gerekli ve onemlidir [2,3,4,5].

Kimyasal maddelerin olast mutajenik aktivitelerini arastiran ilk
calismalar ikinci diinya savasindan hemen sonra bir grup kimyasal {izerinde
yapilmis ve ilk olarak mustard gazinin etkili bir mutajen oldugu tespit edilmistir.
Ardindan diinyanin hemen her yerinde yapilan deneylerle, diger baz1 kimyasallara
dikkat ¢ekilmistir. 1972 yilinda yapilan bir arastirmada yiyecekleri renklendirme,
koruma ve diger amaglarla kullanilan 2500 kadar katki maddesi oldugu tespit
edilmigtir. Yiyeceklere bulasarak viicuda giren pestisitler ve cesitli amaclarla
kullanilan ilaglar tizerinde durulmus ve bu sayede pek ¢ok mutajenite test sistemi
gelistirilmistir [6].

Kimyasal maddelerin biyolojik aktivitelerine bagli olarak meydana gelen
mutasyon, kanser ile yakindan ilgisi vardir. Genellikle, dogrudan veya metabolize
edildikten sonra kanserojenik etki goOsteren tiim maddelerin, ayni zamanda
mutajenik etki gosterecekleri kabul edilmektedir. Aksine, yani tiim mutajenik
maddelerin ~ kanserojenik  etki  gOstermeleri  beklentisi  ise = bazen
gerceklesememektedir. Bunun nedeni, mutasyonun genetik materyalin dogrudan
etkilenmesiyle ortaya c¢ikabilmesine ragmen, kanserin ¢ok basamakli karmasik
biyolojik olaylar sonucu ortaya ¢ikmasi olabilir. Kimyasal maddeleri mutajenler
ve kanserojenler diye ayr1 gruplar halinde incelemek yerine mutajen/kanserojen

diye bir gruba alabiliriz.



Kimyasal maddelerin karsinojenik risklerini ortaya ¢ikarmak i¢in en
akilc1 yaklagim deney hayvanlarindan tiimor indiiksiyonudur. Ancak bu testlerin
sonuclanmast uzun zaman almakta ve maliyetleri yiiksek olmaktadir. Bu yiizden
arastirmacilar karsinojenite aragtirmalarina esas olabilecek, kisa zamanda sonug
verebilen ve diigiik maliyetli bir ¢ok kisa zamanl test sistemleri gelistirmislerdir.
Bu testler kimyasal maddelerin mutajenik etkilerini belirlemeye yoneliktir. Kisa
zamanl test sistemlerinden en yaygin olarak kullanilanlar1 bakteriyel testlerdir.
Bakteriyel testler bakterilerin basit iireme ortamlarinda hizli iireyebilmesi, basit,
cabuk ve wucuz uygulanabilir olmalari nedeni ile tercih edilmektedir.
Karsinojenlerin taranmasinda mutajenitenin esas alinmasi iki nedene dayanir:

1-Genetik kodun ve genetik sistemin evrensel olusu.

2-Mutajenite ile karsinojenite arasindaki korelasyonun yiiksek olusu.

Bakteriyel test sistemlerinde mutajen oldugu saptanan bir¢ok bilesigin
ayn1 zamanda kanserojen oldugu gosterilmistir. Kanserojen ve mutajenlerin neden
oldugu o6zgiill DNA hasarlar1 tiplerini saptamada, bakteriyel test sistemleri
kullanilmaktadir. Kisa zamanli bakteriyel test sistemleri, karmasik kimyasal
orneklerdeki mutajenik bilesiklerin ve metabolik aktivasyon sonucu ortaya ¢ikan,
reaktif birlesenlerin saptanmasinda analitik araglar haline gelmislerdir [7].

Kanserojen ve mutajen maddelerin arastirilmasi cesitli testlerle tespit
edilebilir [3,8,9,10]. Bunlardan bazilari DNA hasarlarina sebep olan kimyasal
mutajen ve kanserojenlerin test edildigi sitogenetik metotlardir. Bu testler; kardes
kromatid degisimi (SCE= sister chromatid exchange) [9,11,12,13], mikroniikleus
testi (MN) [3,9,14], kromozom bozulma testi ( CA= chramosome aberation) [15],
comet testi ( gen konversiyonlar: ve DNA kirilmalari) [16,17], programlanmamig
DNA sentezi (UBS=Uncheduled DNA synthesis) [18,19,20], SOS kromotest
[10,12], transformasyon yontemi umu test [10] ve Ames/Salmonella/Mikrozom
yontemi seklinde siralanabilir [3,8,9,16,17]. Tiim bu mutajenite test yontemleri
Salmonella test suslari, ¢esitli E.coli suslari, rat, primat ve tavsan tiirleri
kullanilarak hazirlanmig memeli hiicre kiiltiirleri ve memelilerin kan, kemik iligi
hiicreleri, Saccharomyces cerevisia suslar1 ve farkli organizmalar kullanilarak
uygulanmaktadir [16,21,22,23,24]. Bu testlere kisa zamanli (short term) testler de
denir [9,15,22].



S6zii edilen yontemlerin tlimii s6z konusu olast mutajenik etkileri
saptamak amaciyla, bagimsiz ya da birkag1 birlikte karsilastirmali olarak
kullanilmaktadir. Bir testte pozitif olan digerinde negatif olabilir ya da degisik
mutasyona neden olabilmektedir [25,26,27].

Son yillarda, tip ve farmokoloji alanlarinda yeni ilaglarin gelisiminde
iiretilen ilag hammaddelerinin biyolojik sistemlerdeki toksik ve mutajenik
etkilerinin aragtirilmasinda kisa zamanl testler kullanilmaktadir. Yukarida sayilan
test yontemleri kullanilarak ilag hammaddesi olmasi diisiiniilen test maddelerinin
toksik, mutajenik, karsinojenik etkilerini incelemek i¢in daha ¢ok Ames testi
kullanilmaktadir. Ames testinde mutajenik etkileri diger canli gruplarma gore
daha fazla duyarli olan bakteriler iizerindeki etkilerinin arastirilmasinin yani sira,
bu test ile ayni zamanda ortama ilave edilen memeli metabolik aktivasyon
enzimleri ile, test bakterilerinin memeli metabolizmalar1 sonucu olusabilecek
metabolitlerinin de mutajenik etkileri arastirilmistir [4,5,28,29,30].

Ames /Salmonella /Mikrozom test yontemi 1975 yilinda Prf. Dr. Ames
ve Dr. Maron tarafindan gelistirilen ve daha sonra yaygin olarak uygulanmaya
calisilan mutajenite testidir [4,11,19,31,32,33]. Bu testin amaci, yapay mutasyonla
olusturulmus olan Salmonella typhymuriumun histidin sentezleme yeteneklerini
kaybetmis (His=oksotrof) olan suslarinin test bileseni ile muamele edildikten
sonra ikinci bir mutasyon gegirip his” hale geri déniismesi temeline dayanir. Geri
doniisiim (revertant) bakteri kolonileri sayilarak degerlendirilir. Fakat normalde
mutajenlere maruz kalmadan spontan olarak geri doniisebilen bakterilerde
olmaktadir. Mutajenik etkiden bahsetmek icin spontan revertant sayisindan daha
fazla sayida revertant koloni sayilmasi gerekir [4,34,35]. Bu test ile bir¢cok
mutajenik madde tespit edilmistir. Bu test Salmonella typhymuriumun TA ve YG
suglar ile uygulanmaktadir. En ¢ok kullanilan bakteri suslari, TA 97, TA 98, TA
100, TA 102, TA 1535, TA 1538 suslaridir [36,37,38,39,40,41].

Ames/Salmonella/Mikrozom testi ile yapilan ¢aligmalar hala en giivenilir
test olmasindan dolayr 1975 yilindan bu yana devam etmektedir [4].

Ames/Salmonella/Mikrozom testi kullanilarak memeli hiicrelerinde

P450IA; cDNA gen ifadesi ile promutajenlerin tanimlanmasi saglanmistir [ 42].



Kimyasal maddelerin viicuda alinis yolarindan biri de ¢esitli amaclarla
kullanilan ilaglar araciligryladir, bu calisma da sentetik olarak elde edilen ve ilag
yapiminda baslangic maddesi olarak kullanilmasi amaglanan Benzinidenilin ve
tirevlerinin mutajenik aktivitesi Ames/Salmonella/Mikrozom yontemi ile

arastirilmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kromozom Yapisi

Kalitsal maddenin, boliinme halinde olmayan hiicrelerin ¢ekirdeginde
yani interfaz cekirdeginde meydana getirdigi yapiya “kromatin” adi verilir.
Kromatin, kalitsal materyal olan DNA molekiiliiniin 6zel baz1 proteinlerle birlikte
olusturdugu kromatin iplikleri, hiicre boliinmesi basladiginda, giderek yay
seklinde kivrilip kalinlasarak kromozomlar1 olustururlar. Yani kromozom
yogunlagmis ve bigimlenmis kromatin materyalidir [43,44].

DNA “histon” ad1 verilen kromozomal proteinlerle sikica paketlenerek
kromozomlar1 olusturur. Kromozomlar aralarinda a¢i1 bulunan iki koldan olusur.
Kollar primer bogumla birbirinden ayrilmistir, bu boguma sentromer adi verilir.
Sentromerler kromozomlarin ig ipligine takilmasini saglar. Sentromeri olmayan
bir kromozom boliinmeye katilamaz. Kromozomlar tizerinde primer bogumlardan
baska, sekonder bogumlarda bulunabilir. Bazen kromozomun u¢ kismini da uydu
“satellit” denilen yuvarlak ya da uzunca bir yap1 bulunur, kromozomlarin uglarina
“telomer” ad1 verilir. Sekil 1.1° de goriildiigii gibi 6zel boyama teknikleriyle bir
kromozom iizerinde agik ve koyu bantlar seklinde goriilen kromatin kisimlari
saptanir. A¢ik bantlar az yogunlagmis bolgelerdir ve “eukromatik bolgeler” adini
alir. Ac¢ik bantlar ise ¢cok yogunlagsmis bolgelerdir ve “heterokromatik bolgeler”

olarak adlandirilir (Sekil 1.1) [ 44].

Sekill.1. Kromozomun yapisi (Demirsoy’dan alinmustir)



2.2. Mutasyon

DNA kalitsal bir materyal oldugu i¢in gelecek nesillere degismez bir
formda aktarilmas1 gerekir [45]. Fakat, zaman zaman dogal ve yapay kosullar
altinda mutasyon denen degisiklikler gdzlenebilir. DNA’nin tiire 6zgii kalitsal
kombinasyonu degismeksizin, tasidig1 bilgi igeriginde meydana gelen degismeye
“mutasyon” denir [46,47,48,49].

Bir¢ok genetik kavramin gelistirilmesinde, kalitsal materyalin yap1 ve
iceriginin dolden dole gecerken degismedigi kabul edilir. Her ne kadar, genler
dikkati ¢ekecek kadar kararli ve yeni dollerde biitiin 6zelliklerini koruyarak
katiliyorsa da, zaman zaman dogal ve yapay kosullar altinda mutasyona ugrarlar
[47,48,49].

Mutasyonlar dogada kendiliginden meydana gelebildigi gibi, mutajen ad1
verilen fiziksel ve kimyasal dis etkenler tarafindan da meydana gelebilirler.
Genelde mutasyonun kendiliginden meydana gelebilme olasiliginin ¢ok diisiik
olmasmma karsin, mutajenlerin etkisi ile mutasyon frekanst oldukc¢a
yiikselmektedir. Normal kosullarda kendiliginden olan mutasyon frekansi her
jenerasyonda 10”° — 107 gibi diisiiktiir. iki ayr gende aym anda iki ayn
mutasyonun olusma olasilig1 ise 10'°-10% gibi ¢cok daha diistiktiir [48,49].

Bir genin baz dizisindeki bir degisim bazen o gen tarafindan kodlanmis
olan tiriinde de degisime sebep olabilir. Boyle mutant bir genin mutant enzimi,
aminoasit dizisindeki meydana gelen degisme sebebiyle inaktif ya da daha az aktif
olabilmektedir. Eger hiicre mutasyon sonucu ihtiya¢ duydugu bir fenotipik
ozelligi yitirirse genotipteki bu degisiklik zararli ya da dldiirticii olabilir. Bununla
birlikte bir mutasyon faydali da olabilir. Ornegin mutant bir gen tarafindan
kodlanan enzim, hiicreye avantaj saglayan yeni bir aktiviteye sahip olursa bu
mutasyon ¢esidi nadir de olsa canliya dogal seleksiyonda avantaj kazandirir.
Mutasyonlar, populasyondaki cesitliligi sagladigindan, yeni tiirlerin olusumuna
katkida bulundugundan dolay1 evrimsel 6neme sahiptir [45,50,51,52].

Basit mutasyonlarin bir¢ogu nétraldir. DNA baz dizisindeki degisme, bu

gen tarafindan kodlanan {iriiniin aktivitesinde herhangi bir degismeye yol agmaz.



Mutasyon viicut hiicrelerinde ya da lireme hiicrelerinde olabilir. Viicut
hiicrelerinde olan mutasyonlara “somatik mutasyonlar” denir ve bu mutasyonlar
hastaliklara ve dejenerasyonlara yol acarak gelismeyi ve metabolizmay1 olumsuz
etkileyebilirler. Birgok kanser tiirliniin somatik hiicrelerde genellikle bir mutasyon
nedeni ile ortaya ¢iktig1 bilinmektedir. Ureme hiicrelerinde goriilen mutasyonlara
ise “germinal mutasyonlar” denir. Ureme hiicrelerinin DNA’sinda goriilen
degismeler genetik igerigin farkliligina yol acar ve bu mutasyon kalitsal olarak
yeni nesillere aktarilir [45,52,53].

Mutasyonlar iki temel grupta incelenebilir. Bunlari “kromozom
mutasyonlar1’” ve “gen mutasyonlar’” olarak siralayabiliriz. Kromozom
mutasyonlart da “kromozom say1 degismeleri” ve “kromozom yap1 degisimleri”

seklinde iki gruba ayrilabilir [45,52].

2.2.1. Kromozom sayisi degismeleri

Organizmalarin hem dogal hem de laboratuvar kosullarinda
populasyonlarinda  kendiliginden meydana gelen kromozom sayisindaki
degisimlerdir.

Canlilarin kromozom sayilar1 cinsten cinse, hatta tiirden tiire degisiklik
gosterir ama her tiir i¢in sabittir. Kromozomlar mitoz ve mayoz bdliinme sirasinda
bazen diizenli olarak ayrilmaz ve sonugta kromozom sayisi bakimindan farkl
hiicreler meydana gelir [47,52].

Kromozom sayist degisiklikleri baslica iki grup altinda toplanir. Bunlar;

euploidi ve aneuploididir.

2.2.1.1. Euploidi

Kromozom takimi sayisindaki  degismelerdir. Bir  takimdaki
kromozomlarin hepsinin birden sayisinin tam katlar halinde artmasi ya da
organizmada sadece tek takim kromozom bulunmasi seklinde olabilir. Bunlar;

monoploidi ve poliploididir.



a. Monoploidi: Nadiren bazi hayvan ve bitki hiicrelerinde sadece bir

takim, yani “n” kromozom igerirler. Bu olaya monoploidi, boyle fertlere de
monoploid adi verilir.

Bir monoploidin germ hiicreleri mayozu normal geg¢iremez, c¢linkii
kromozomlarin eslesen ortaklar1 yoktur. BoOylece monoploidler karakteristik
olarak kisirdirlar.

b. Poliploidi: Bir takimdaki (genomdaki) kromozomlarin hepsinin birden
sayisinin li¢ veya daha fazla kata yiikseltilmesi olayidir. Bu olay sonunda 3n, 4n,
5n ve daha yiiksek katlarda n kromozomlu fertler meydana gelir. Poliploidlerin
meydana gelmesi 2 yoldan biriyle miimkiin olmaktadir.

1. Mayozda kromozom sayisinin yariya inmesinin dnlenmesiyle somatik
hiicrelerdeki kadar genoma sahip gametlerin olugsmasi.

2. Zigotun ilk boliinmeleri esnasinda enine ¢eperin olusumuna engel
olmak suretiyle meydana gelecek bireyde kromozom sayismin 2 kata
yiikseltilmesi.

Poliploidi 3 gruba ayrilmaktadir. Bunlar;

a-) Otopoliploidi: Bir poliploidin igerdigi genomlarin hepsi ayni tiirden
geliyorsa bu durumda otopoliploididen bahsedilir.

b-) Allopoliploidi: Bir poliploidin icerdigi genomlarin bir kismi bir
tiirden bir kism1 da bagka bir tiirden geliyorsa bu duruma denir.

c-) Endopoliploidi: Endomitoz adi verilen olayin sonucudur. Bazen
farklilasmis ve boliinme yetenegini kaybetmis olan hiicrelerde niikleus zari
kaybolmadigi halde iki veya daha fazla kata yiikseldikleri goriiliir. Fakat ig
olusumu ve sitokinez goriilmez. Bu olaya endomitoz denir. Endomitozla olusan
kromatidler birbirinden ayrilarak bagimsiz kromozomlar halini alirsa olaya

endopoliploidi denir.

2.2.1.2. Aneuploidi

Bir takimdaki kromozomlarin birinin veya birden fazlasinin sayisinm

degistirmesi olayidir. Aneuploid bir fert, aneuploid yani normal haploid sayidan

daha fazla veya eksik sayida kromozom iceren gametlerin iiriiniidiir.



Aneuploid baslica 3 gruba ayrilir. Bunlar;

a-) Monosomi: Diploid bir fertle tek bir kromozom eksik olmasi
olayidir.

b-) Nullisomi: Bir canlida bir kromozomun, homologu ile beraber eksik
olmasi olayidir.

c-) Polisomi: Bir takimda bulunan kromozomlardan birinin veya

birkac¢inin sayisini yiikseltmesi olayidir.

2.2.2. Kromozom yapisi degismeleri

Bazen kromatidler, krossingover olmadan da par¢a degisimine ugrar
[47,52]. Kromozom kirilmalar1 ve tekrar eslesmeleri sonucu kromozomlar yapisal
olarak tekrar organize olurlar. Bunun gibi degisimler kromozomlarin diizeninin
degismesine sebep olurlar. Bu degisimde kromozomun yapisinda farkliliga yol
acar. Kromozomlardaki bu degisiklikler c¢esitli sekillerde meydana gelebilirler
[53,54,55,56,57]. Bunlar; delesyon, duplikasyon, inversiyon, translokasyondur.

2.2.2.1. Delesyon
Delesyonun, 1s1, radyasyon, viriisler, kimyasallar, transposibil elementler
ya da hatali rekombinasyon gibi ajanlarin neden oldugu kromozom kirigindan

par¢a koparilmasiyla meydana gelir.Sekil 2.1°de goriildigii gibi delesyonun
meydana gelisi ve delesyon ¢esitleri gosterilmistir (Sekil 2.1 ).

Sekil 2.1. Delesyon ¢esitleri



Bazi aragtirmacilar kromozomun bir ucundan bir parcanin kopup
kaybolmasi olaymna defisiyens, kopup kaybolan par¢anin aradaki her hangi bir
bolgeden olmasi durumunu da delesyon olarak tanimlamiglardir. Her iki sekilde
de organizma bazi genlerini kaybetmis olur. Kopan parca herhangi diger bir
kromozoma baglanmaz, hiicre boliinmesine de katilmaz. Biiylik bir olasilikla yeni
olusacak cekirdegin disinda kalir. Eger hiicre diploid ise, kaybolan genlerin
allelleri kardes kromozom {iizerinde bulunacagindan oldiiriicii olmaz. Fakat gen
dengesinin ve sonucta fenotipin degigsmesine neden olur. Eger yitirilen parca ¢ok
bliyiikse gen dengesi tamamen bozulur ve sonugta 6liim meydana gelir. Erkeklerin
X kromozomunda meydana gelecek bu sekildeki bir parca yitirilmesi, Y
kromozomu iizerinde alleli olmadig1 i¢in 6liimle sonuglanabilir. Parga yitirilmesi
ile bazi canlilarin parazit ya da saprofit yasama uyum gosterdikleri
savunulmustur. Bu yolla bazi enzimler yitirilince, zorunlu olarak parazitizim veya
saprofitizim ortaya ¢ikar [47,49,58,59]. Ayrica kromozomal delesyonlarin,
0zellikle meme kanserinde goriilen patolojik bir gosterge oldugu da bilinmektedir

[60].

2.2.2.2. Duplikasyon

Bir kromozom segmentinin kromozom iizerinde ¢ift olarak tasinmasi
seklinde olusan “duplikasyon” gen alellerinin evriminde 6nemli bir role sahiptir.
Sekil 2.2°de duplikasyonun meydana gelisi gosterilmistir (Sekil 2.2). Ornegin

hemoglobin molekiilii iki alt tinitenin her birinden iki kopya i¢cermektedir [61].
2.2.2.3. inversiyon

inversiyon, kromozomdan kopan bir parganin 180° ters dénerek koptugu
bolgeye tekrar baglanmasidir.Sekil 2.2°de inversiyonun meydana gelisi

gosterilmistir (Sekil 2.2). Inverte olan segment, sentromer iceriyorsa “perisentrik

inversiyon” igermiyorsa, “parasentrik inversiyon” olarak adlandirilir [20].
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Inversiyon sonucunda kromozomlardaki genlerin dizilis sirasinda
degisme olur [7].

Cok yakin tiirler ve alt tlirler arasinda meydana gelen melezlemelerden
baz1 uygun olmayan sinapslarin ortaya ¢ikmasinin en biiyiikk nedeni, dogada
kromozom degisiminin en yaygin sekli olarak goriilen inversiyonlar oldugu

saptanmustir [47,49,55].

2.2.2.4. Translokasyon

Homolog olmayan kromozomlar arasinda kromozom pargalariin yer
degistirmesine translokasyon adi verilir. Kromozom parcasinin, homolog
kromozoma taginmasit halinde ise verici kromozom delesyona, alicida
duplikasyona ugramis olur. Basit translokasyonda, bir kromozomda tek bir
noktada kirilma olur ve parcalardan biri bir bagska kromozomun ucuna yapisir.
Kromozom uglarmin yapiskan olmama o6zelligi nedeniyle basit translokasyon
oldukc¢a enderdir. interkalar translokasyonda kromozomlarin birinde iki yerde bir
baskasinda ise tek noktada kirilma olur ve aradan ¢ikan parca tek noktada kirigin
oldugu kromozomun o bdlgesine eklenir. Karsilikli translokasyon ise en fazla
rastlanan1 ve en iyi arastirilmis olamidir. Bu tipte, iki ayr1 kromozomda birer
kirilma olur ve kopan pargalar birbirlerinin yerine geger. Translokasyonlar, yeni
gen kombinasyonlarini ve hiicrede DNA miktarinin degismesini sagladigi igin
evrimsel olarak onemlidir. Translokasyonlar, insanda ¢ogu kez ¢esitli fenotipik
anormallikler meydana getirirler, diisiiklere veya dogumdan sonra birkag ay i¢inde
Olime yol agarlar. Daha uzun yasayabilenlerde genellikle zihinsel kusurlar
goriiliir. Sekil 2.2°de translokasyonun meydana gelisi gosterilmistir (Sekil 2.2)
[47,49,59].
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Sekil 2.2. Kromozom degismeleri ( Duplikasyon,inversiyon,translokasyon )

2.2.3. Gen mutasyonlari

Bir genin, kromozom iizerindeki yerini degistirmeksizin stabil bir halden,
baska bir stabil hale gegmesine gen mutasyonu veya nokta mutasyonu denir.
Bunlar kendiliginden meydana gelebildigi gibi deneysel olarak da meydana
getirilebilir.

Gen mutasyon mekanizmasinin esasini, dis etkilerle AT/GC oraninda
veya bazlarin dizilis sirasinda meydana gelen degisiklikler olusturur. Bir genin
fonksiyonu i¢in gerekli informasyon, bazlarin sirasiyla ilgilidir. Baz sirasinda bir
degisme olursa, informasyon dolayisi ile genin fonksiyonu degisir. Gen
mutasyonlart hem somatik hiicrelerde, hem de gametlerde veya onlar1 verecek
olan ana hiicrelerde meydana gelebilir. Fakat; somatik hiicrelerde olusan
mutasyonlar, eseyli ilireme ile ¢ogalan canlilarda yeni dollere gegemezler.
Mutasyonla genellikle dominant genler resesif hale gecerler yani resesif aleller
meydana getirirler. Cok seyrek olarak, mutasyonla meydana gelmis olan resesif
bir gen, baska bir mutasyonla meydana gelmis olan resesif, bagka bir mutasyonla
tekrar kendisini veren dominant gene donebilir. Bu olaya ters mutasyon veya geri
mutasyon adi verilir. Geri mutasyonun meydana gelme olasiligi, mutant olusturan

ileri mutasyonun olasiligindan daha diistiktiir [56,61,62].
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2.2.3.1. Gen mutasyonlariin simiflandirilmasi

Gen mutasyonlar1 3 sekilde smiflandirilir. Bunlar; transisyon,
transversiyon ve ¢erceve kaymasi mutasyonlaridir.

a) Transisyon : DNA {iizerindeki bir piirin ya da pirimidinin, baska bir
piirin ya da pirimidin ile yer degistirmesidir. Sekil 2.3’de transisyon

mutasyonunun DNA iizerinde meydana gelis asamalar1 gosterilmistir (Sekil 2.3.).

Taurtomerik Ty Iminoe forsmiarna
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Sekil 2.3.Transisyon mutasyonu

b) Transversiyon: Bir pilirin bazinin, pirimidin bazi ile ya da bir
pirimidin bazinin, piirin ile yer degistirmesi durumudur. Sekil 2.4’de
transversiyon ve transisyon mutasyonlarinin meydana gelmesi gosterilmistir

(Sekil 2.4.).

“
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Sekil 2.4. Baz ¢ifti degisimlerinin gematik agiklanmasi (transisyon transversiyon)
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¢) Cerceve kaymasi mutasyonu: DNA zincirinde ¢ogunlukla sik tekrar
eden baz dizilerinin bulundugu “polindromik bdélgeler” de bir veya birka¢ baz
ciftinin eklenmesi ya da c¢ikmasi ile meydana gelen mutasyon seklidir. Sekil
2.5°de normal DNA sentezi ve g¢erceve kaymasina uyramis olan DNA’nin

sentezi gosterilmigtir (Sekil 2.5.).

Sekil 2.5. Replikasyon i¢inde ¢er¢eve kaymasinin meydana gelisi

2.2.4. Mutasyonlarin olusum sekilleri

Geni, depolanmig kimyasal bilgiyi temsil eden niikleotit ¢iftlerinin lineer
(dogrusal) bir dizisi olarak degerlendirmek kolay olacaktir. Genetik sifre ti¢li
(triplet) oldugundan {i¢ niikleotitin her dizisi, ilgili proteinde tek bir aminoasidi
belirler. Bu dizileri veya sifrelenen bilgiyi bazen herhangi bir degisiklik mutasyon
icin yeterlidir. En az karmasik olan degisiklik bir niikleotitin bir niikleotitle yer
degistirmesidir. Bunlar daha uygun olarak baz yer degistirmeleri veya nokta

mutasyonlari olarak adlandirilan mutasyonlara analogdur.
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Niikleotit yer degistirmelerini tanimlamak i¢in genellikle daha bilimsel
olan iki tanim kullanilir. Eger bir pirimidin bir pirimidinle yer degistirirse veya bir
piirin diger bir piirinle yer degistirirse, bir transisyon (gecis) olmustur. Eger bir
plrin ve pirimidin karsilikli yer degistirirlerse bir transversiyon (degisim)
olmustur.

Ikinci tip degisiklik, gen iginde herhangi bir noktaya bir ya da daha fazla
niikleotitin girmesi (inversiyon) veya cikmasidir (delesyon). Tek bir harfin
kaybedilmesi veya eklenmesi, tiim {i¢ harfli kelimelerin degismesine neden olur.
Bu oOrnekler cerceve kaymasi mutasyonlar1 olarak adlandirilir, ¢iinkii okuma
cercevesi degismistir [44].

Temel olarak mutasyon olusturabilen faktorler iic ayr1 grupta; fiziksel,
kimyasal ve biyolojik olmak iizere siniflandirilabilir.

Fiziksel etmenler arasinda ultraviyole (UV) ve X 1smlar1 sayilabilir.
DNA molekiilleri 250-260 nm olan UV 1sinlarin1 spesifik olarak absorbe eder. Bu
1sinlara maruz kalan DNA molekiillerinde mutasyon olusur.

Biyolojik mutajenler olarak viriisler ve transposibil elementler
bilinmektedir. Virlis genomu konak hiicrelerin DNA’sina girdiginde kendi
DNA’sindan da bazi genleri konak DNA’ya aktarmakta veya ayrilirken
beraberinde bir parcay1 da gotiirmektedir.

Kimyasal mutajenler ise etki bi¢imlerine gore 5 alt grupta incelenebilir.
Bunlar;

a) Baz analoglari: Niikleik asit biyosentezi sirasinda, plirin ve
pirimidinler yerine gegebilen molekiillere baz analoglari denir ve bunlar genellikle
mutajenik kimyasallardir. Ornegin, urasilin bir tiirevi olan 5-bromourasil (5-BU),
timin analogu olarak davranir ve pirimidin halkasinin 5 numarali pozisyonunda
halojenir [44].

b) Akridin ajanlar: II. Diinya savasinda kesfedilen kiikiirt iceren hardal
gazlari, kimyasal savas arastirmalarinda tanimlanan ilk kimyasal gruplardan
biriydi. Hardal gazlar1 alkilleyici ajanlardir. Niikleotidlerin amino veya keto
gruplarina -CHjs veya CH3-CH,- gibi bir alkil grubu eklerler. Baz analoglarinda
oldugu gibi, baz eslesme yatkinliklar1 degistirilmis ve sonugta transisyon

mutasyonlar “akridin boyalar1” adin1 alan kimyasal mutajenler ¢erceve kaymasi
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mutasyonlarina neden olur. Proflavin ve akridin saris1 (oranj) akradin
boyalarindan en ¢ok calisan mutajenlerdir ve organik molekiiler grubuna girerler
[44].

c¢) Apiirinik bélgeler ve diger lezyonlar: Mutasyonun diger bir tipi de,
saglikli bir cift-sarmal DNA molekiiliindeki azotlu bazlardan birinin, genellikle
guanin ya da adeninin, spontan olarak kaydedilmesiyle ilgilidir. Piirin halkasinin 9
nolu azotu ile deoksiribozun 1 nolu karbonu arasindaki glikozidik bagin
kirilmasiyla olusan bu bolgelere “Apiirinik bolgeler” (AP bolgeler) denir. Bir AP
bolgede bir bazin yoklugu, eger ilgili zincir transkripsiyon ve translasyona
ugramaktaysa genetik kodu degistirecektir. Eger replikasyon olursa, AP bolge
kalip olarak uygun olmayacak ve replikasyonun durmasina neden olabilecektir.
Eger yapiya bir niikleotid girmisse, bu niikleotid genellikle yanlistir ve diger bir
mutasyonun olugsmasina neden olur. Neyse ki hiicreler genellikle bu tip lezyonlara
kars1 onlar1 onaracak tamir sistemlerine sahiptir [44].

d) Tautomerik degismeler: Watson ve Crick DNA’ daki piirin ve
pirimidinlerin tautomerik formlarda yani azotlu bir bazin her birinin, molekiilde
sadece tek bir protonun kaymasi ile farklilik gosteren, yapisal izomerler olarak
adlandirilan alternatif kimyasal formlar1 halinde bulunabilecegini ileri stirdiiler.
Biyolojik bir 6neme sahip olan tautomerler, sitozin ve adeninin amino-imino
formlar1 ile timin ve guaninin keto-enol formlarini igerir. Bu tiir bir kayma
molekiilin bag o6zelligini degistireceginden, tautomerik kaymalarin baz ¢ifti
degismelerine veya mutasyonlara yol agacagi ileri siiriilmiistiir [44].

e) Ultraviyole radyasyonu ve timin dimerleri: Niikleik asitlerin analiz
ve tanisinda yararlanilan bir 6zelligi, piirin ve pirimidinlerin ultraviyole (UV)
radyasyonunu yaklasik 260 nm dalga boyunda yogun olarak absorbe ettikleridir.
UV radyasyonunun zararli etkisi, Ozellikle iki timin bazi1 arasinda dimerlerin
olustugu pirimidinler iizerindedir. Sitozin —sitozin ve timin — sitozin dimerleri de
olusabilir, fakat sayilar1 daha azdir. Dimerler DNA konformasyonunu bozar ve
normal replikasyonu durdurur. Replikasyonun durmasi, UV radyasyonunun
mikroorganizmalar tizerindeki 6ldiriicii etkisini sorumlusu olarak goériilmektedir

[44].
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2.3. Ksenobiyotiklerin Biyotransformasyonu

Metabolizma yasam i¢in gerekli olan ve organizmada meydana gelen
biitlin kimyasal reaksiyonlar olarak tanimlanabilir. Organizmada yabanci olan
kimyasal maddelere “ksenobiyotik™ ad1 verilir. Bunlarin organizmadaki kimyasal
degisimlerine de metabolizma denmektedir fakat “biyotransformasyon” bu
anlamda daha uygun bir terim olarak kullanilmaktadir.

Insanlar ilaglar, gidalardaki katki maddeleri veya cevre kirliligine neden
olan maddeler v.s. seklinde olsun, giderek artan bir bigimde cesitli yabanci
kimyasal maddelerin etkileri altinda kalmaktadirlar. Cesitli yollarla organizmaya
giren kimyasal maddeler enzimlerin katalitik etkisi ile kimyasal reaksiyonlara
girerler ve bdylece metabolitlere doniisiirler. Genellikle lipitde ¢dziiniir olan bu
yabanci maddeleri metabolize etmedeki amag, onlari daha polar yaparak suda
¢cOziinlir, hale getirmek ve bu sekilde viicut disina atilmalar1 saglanmaktadir
[48,55,63].

Biyotransformasyon, ila¢ etkisinin ortadan kalkmasi, toksisitenin
azalmasi ve ilacin viicuttan daha kolay atilmasi olaylarmi gergeklestirir [48,64].
Buna ragmen ila¢ metabolizma reaksiyonlari sadece zehirsizlenme degildir, ¢linkii
bazi ilaglarin biyolojik aktivitesi metabolitde de gériinmektedir ve bunlara “aktif
metabolit” denir. Bu bilesikler bazi1 durumlarda degisik etkiye sahip bir yapiya
cevrilebilmektedir. Kendileri inaktif olup biyotrasformasyon sonucu etkili
metabolite doniistiiriilen ilaclara “6n ilag” (prodrug) denir [65,66].

Ksenobiyotiklerin  biyotransformasyonlari, genellikle spesifik olan
kompleks enzimlerle gerceklesir. Bu enzimlerin énemli bir kismi karacigerde
yerlesmistir. ~ Karacigerdeki  mikrozomal enzimler toksik  maddelerin
metabolizmasinda 6nemli rol oynarlar.

Mikrozomal enzimlerin yaptig1 oksidasyon olayinda P450 sitokromuna
baghh  degisik etkili oksidazlar (monooksijenaz) rol oynar. Ayrica
biyotransformasyon bagirsak, bobrek, akciger, beyin ve deride de olabilir [54].

Ksenobiyotiklerin ~ biyotransformasyon mekanizmalar1 iki  fazda
toplanabilir. Faz 1 reaksiyonlar1 yiikseltgenme (oksidasyon), indirgenme

(rediiksiyon) ve hidroliz olaylarini, faz II reaksiyonlari ise ¢esitli konjugasyon
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veya sentez olaylarini igerir. Faz I’de lipitde ¢6ziilen ksenobiyotikler daha polar
molekiiller haline gecerler, faz I boyunca hidroksil gibi bir veya daha fazla polar
grup, hidrofobik molekiiller ortaya ¢ikar. Faz I reaksiyonlar ile bilesikler, faz II
icin uygun hale gelirler ve yeterli derecede polar olan iiriinler kolayca hiicre ve
viicuttan ¢ikarilir. Faz I’ de ise endojen maddelerle birlesen polar metabolitler
inaktif olarak eliminasyona ugrarlar. Sekil 2.6’da Faz I ve Faz Il reaksiyonlarinin

meydana gelmesinin birbirine bagl oldugu gosterilmistir (Sekil 2.6.) [54].

Sekil 2.6. Faz-1 ve Faz-1I biyotransformasyon reaksiyonlari

Faz I reaksiyonlarinin 6nemli bir kismi, normal metabolizmanin spesifik

enzimlerinden farkli mikrozomal enzimler tarafindan katalizlenir [54].

2.4. Kimyasal Mutajenler ve Kanserojenler

Kimyasal mutajenler, DNA molekiilliinde neden olduklar1 degismelere
gore ¢ tipte toplanabilir. Tahrip edici, katilma (addison) ve yer alma
(substitiisyon).

a) Tahrip edici mutajenler: Bu mutajenlere 6rnek olarak hidrojen
peroksit (H20, ) ve nitrdz asiti verilebilir. Nitroz asit, bakteri ve mantarlarda
mutajeniktir. Insanlarda ise mutajenik potansiyeli goriinmemistir. insan icin
tehlikesi netrik tuzlari ile mide asiditesinde olusan nitréz asitin, sekonder ve
tersiyer aminlerle kuvvetli nitr6z aminleri olusturmasi ile ilgilidir [54].

b) Katilma seklinde etki gosteren mutajenler: Bu gruptaki mutajenlere
alkillendirici etkenleri o6rnek verebiliriz. Alkillendirici etkenler, alkil gruplar
DNA molekiiliine eklerler yani alkillendirirler. Histolojide niikleikasitlerin

boyanmasinda kullanilan akridin boyalari DNA molekiillerine eklenerek
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mutasyona neden olurlar. Akridinler, DNA iizerinde baglanarak kompleks
olustururlar. Bu durumda iki baz arasindaki mesafe acilacaktir. DNA
replikasyonunda bu agilmis yerin karsisina, yeni sentez edilen DNA ipliginden
yeni bir baz yerlesir. Boylece de mutasyon olusacaktir. Bu boyalar insanlarda
baslica lokal antiseptik olarak kullanilir [54].

¢) Yer degistirme seklinde etki gosteren mutajenler: DNA yapisinda
degismeye neden olan bu kimyasal mutajenlere niikleik asit baz analoglar
ornektir [54].

Kimyasal maddelerin kanser olusturabilecegi ise, deneysel olarak ancak
1915 yilinda Katsusabura Yama Givva ve Koichi Ichikawa isimli iki Japon
arastiricinin, tavsan derisinde siirekli ve lokal olarak katran uygulamalarinda cilt
kanserini gézlemlemeleri ile baglamistir [54,67].

Kanserojenesiz, somatik hiicrelerin baskisiz bir sekilde biiyiyiip
cogalmasi olarak tarif edilir. Kanserlerde goriilen kotii tabiatli bliyiime olayinin
kaynaginin yani baslangicinin gen kokenli bir DNA degisikligi yani bir tiir
mutasyon oldugu diisiiniilmektedir [54,67].

Dis etkenlerden kimyasal maddeler, viriisler ve fiziksel faktorlerin
kansere neden oldugu gosterilmistir. Bu etkenlerden kimyasal kanserojenler 3 ana
grupta inceleyebiliriz:

1. Primer veya dogrudan etkili kanserojenler,

2. Sekonder ve prokanserojenler,

3. Ko- kanserojenler veya kanser uyarici kimyasallar [54,67].

1. Primer kanserojenler: Genelde elektrofitik (elektron eksikligi olan)
tabiath veya serbest kok durumu alabilen bu molekiiller, hiicresel makro
molekiillerde (DNA, RNA ve proteinler) dogrudan reaksiyona girebilir ve onlari
modifiye ederler. Bu gruba alkilleyici maddeler, inorganik kimyasallar ve bazi
trifenil metan boyalar1 girer [48].

2. Sekonder kanserojenler: Kanserojenlerin ¢ogu bu gruba girer. Bu
molekiiller kimyasal, biyokimyasal ve biyolojik agidan aktif olmayan (inert)
bilesiklerdir. Bazilar1 kendiliginden veya kimyasal yolla hidrolize olarak
kanserojen haline donerler. Bazilar1 spesifik metabolik aktivasyonlar sonucu

primer kanserojenik formlarma cevrilirler. Metabolik aktivasyonu yiiriiten
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enzimler organizma, organ ve dokulara gore farkliliklar gosterdiklerinden
herhangi bir prokanserojen maddenin etkisi de enzim aktivitelerine paralel olarak
farkli organizmalarda veya ayni organizmanin farkli organlarinda farkli etkiler
gostereceklerdir. Prokanserojenlerden bazilari; poliniikleer aromatik azo boyalari,
nitroaril, nitrosoiireler, alkoloid karbomatlar girer [48,54].

3. Ko-kanserojenler: Bu gruptaki kimyasallar kendileri kanserojenik
etkiye sahip degildirler, fakat primer veya sekonder kanserojenlerin etkilerini
arttirirlar. Ko-kanserojenlerden bazilari; forbol miristat asetat, antralin, linalil,

pren katekol gibi bilesikler girer [48,54].
2.5. DNA Onarim ve Teknikleri

Spontan ya da indiiklenen mutasyonlar DNA’da hasara sebep olmaktadir
[67]. Bu hasar eger giderilmezse replikasyon yoluyla aktarilabilir. Bunun sonucu
olarak mutant hiicre ya da organizmalar olusur. Buna karsin, prokaryotik ve
Okaryotik hiicrelerde cesitli onarim sistemleri geliserek bu DNA hasarlarini
giderme yolunda iglev gérmektedir [68,69]. Bilinen DNA onarim mekanizmalari
asagida aciklanmaktadir.

a) DNA polimeraz proofreading ile onarim

Bakterilerde baz ciftlerinin spontan degigsme siklig1 her replikasyon icin
107-10" civarmdadir. Diger yandan DNA polimerazin yeni sentezlenen iplige
niikleotidleri eklerken yaptig1 hata sikhig1 ise 10” dir. Bu iki deger arasindaki fark
polimerazin proofreading aktivitesidir. Cogu bakteriyel DNA polimerazin 5'-3'
yoniinde polimerizasyon, 3'-5' yoniinde ise ekzoniikleaz aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir. Bu sayede dogru olmayan nikleotidler 3'-5' yoniinde
tekrarlanmaktadir. DNA  polimerazin  proofreading aktivitesi, ¢evresel
mutajenlerden polisiklik aromatik hidrokarbonlardan (PAH) tarafindan
engellenebilmektedir [68].

b) Fotoreaktivasyon ile onarim
UV 15181 uyarisiyla olusan timin ya da diger pirimidin dimerleri 320-370 nm
dalga boylu goriilir 151831n  varliginda direkt olarak geri doniistiiriiliir.

Fotoreaktivasyon ya da 1sik onarimi denilen bu mekanizma, fotoliyaz enzimi
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tarafindan katalize edilir. Fotoliyaz 1sikla aktif hale gelerek dimerleri
ayirmaktadir. Fotoliyaz tiim prokaryotlarda ve ilkel 6karyotlar da var iken insanda
bulunmamaktadir. Sekil2.7’de goriildiigli lizere hasarli DNA fotoreaktivasyon
tamir sistemi ile onarilir. Timin dimerini olusturan bag, mavi 1sikla aktive olmasi

gereken fotoreaktivasyon enzimi (PRE) tarafindan kirilir (Sekil 2.7.) [70].
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Sekil 2.7. Fotoreaktivasyon onarim mekanizmas

¢) Alkilasyon hasari onarimi

Alkilleyici ajan olarak bilinen mutajenler, memeli hiicre DNA’sindaki
metil ya da etil gruplarini aktarirlar [71]. Alkillenen bazlar yanlis baz eslesmeleri
yaparlar. DNA’ daki bu hasar, metil transferaz enzimi ile 6zgiin bir sekilde
onarilir. Bu enzim hatali bazlar1 degil, sadece onlara bagli metil gruplarini
kopararak uzaklagtirilir [61].

d) Kesme-¢ikarma onarim yolu
Bu mekanizma 1964 yilinda bir grup bilim adami tarafindan kesfedilen ve tiim
canlilarda gergeklesen bir onarim mekanizmasidir [72]. Bu sistem dimerleri 11k
gerektirmeyen bir reaksiyonla onardigi i¢in “karanlik onarim” olarak da
adlandirilir. E.coli’ de sadece pirimidin dimerlerini degil, DNA heliksinin
distorsiyonunu (biikiilme, katlanma) uyaran ciddi hasarlar1 da onara bilmektedir.
Hasar uvrA, uvrB, uvrC genleri tarafindan kodlanan uvr ABC endoniikleaz enzimi
tarafindan taninmaktadir. Bu enzim DNA tek ipligindeki hasarli bolgede 12

niikleotitli kismi kesmekte ve olusan bosluk DNA polimeraz 5'-3' aktivitesiyle
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doldurulmaktadir. Sekil 2.8’de goriildiigi gibi UV tarafindan uyarilan bir timin

dimerinin niikleotit kesip-¢ikarma onarimi (Sekil 2.8.).

Sekil 2.8. Kesip-gtkarma onarim mekanizmast

e) AP bolgelerinin onarimi

DNA iizerindeki bazlarda deaminasyon gibi bir etki olustugunda, sitozin
— urasile, adenin ise hipoksantine doniisiir. DNA glikosilaz enzimi bu anormal
bazi tanir ve hidroliz ederek dizinden koparir. Boylelikle DNA baz dizisi
tizerinde, kiiciik bir bosluk seklinde meydana gelen Apiirinik ya da Apirimidinik
bolgeler (AP), AP endoniikleaz tarafindan tanmir. Mol (2000) ve arkadaglari
tarafindan, prokaryot ve Okaryotlarda homolog oldugu kaydedilen bu AP
endoniikleaz enzim grubu, DNA ipligini AP boélgesi yakinindan keserek bir
centik acar. Bu noktada DNA polimeraz 1 devreye girerek eksoniikleaz
aktivitesiyle birka¢ niikleotidi koparir. Ardindan 5'-3'  polimerizasyon
aktivitesiyle, yeni iplik sentezi gerceklesir ve eksik olan bazin yeri, dogru

niikleotitle tamamlanir [72,73].

f) Yanhs eslesme onarimi (mismatch onarimi)

DNA replikasyonundan sonra dizide yer alan yanlis baz eslesmelerinin
pek c¢ogu, yanlis eslesme onarimi denilen diger bir sistem tarafindan
diizeltilebilmektedir. Bu mekanizma E.coli’ de mut S, mut Z ve mut H genlerinin

tirlinleri tarafindan baglatilir. Yanlis bazlar ekzoniikleazla c¢ikarilir. DNA
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polimeraz III ve ligaz ile tamamlanir. Yanlis esleme onarimi, 6karyotlarda da
E.coli’ dekine c¢ok benzer sekilde, ancak bagka genler tarafindan yiiriitiiliir. Bu
genler hWMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2 olarak belirlenmistir. h\MSH2, E.coli’
nin mut S geni ile diger ii¢c gen de E.coli mut L geni ile homoloji gostermektedir.
Bu genlerin fonksiyon kaybi, genomdaki mutasyon birikimini arttirdigi igin
“mutotor genler” olarak bilinirler.

g) SOS onarim sistemi

E.coli’ de hasarli DNA’ ya farkli bir sekilde yanit veren diger bir onarim
seklidir. DNA sentezi esnasinda bir lezyonun {istiinden atlamak yerine bu sistem,
DNA polimerazin lezyon karsisinda replikasyonun devamina olanak veren
kosullar1 hazirlar. Bosluk olusturulmazken, replikasyonun dogrulugundan
fedakarlik edilerek uyum saglanir. Bu nedenle sistem ‘“hataya meyilli” olarak
tanimlanir.

Bu sistemde lexA, RecA ve Uvr ‘de dahil olmak tizere 20 kadar farkl
genin iriinlerinin, SOS yanitinda gérev yapmak lizere DNA hasar1 tarafindan
uyarildig1 saptanmistir. Burada ilgi ¢ekici olan nokta; sentezlendigi zaman recA
ve uvr genleri ile diger onarim genlerinin transkripsiyonunu baskilayan lexA
protein iirliniidiir. Bununla beraber recA proteinini bosluk bolgesindeki tek zincirli
DNA’ ya baglandigi1 zaman, bu baglanma her nasilsa lexA baskilayict molekiiliin
yikimini aktivite eder ve onun regiilatdr gérevini bozar. Islevsel bir repressor
molekiiliiniin yoklugu, RecA ve Uvr genlerinin aktivasyonuna ve bu yolla onlarin
kodladig1 proteinlerin iiretiminin artmasina olanak saglar. Bu iirlinler lezyonu
gecerek DNA’ y1 replike etmesini saglar. Olay tamamlaninca; recA proteini
inaktive hale gelir. Bu durumda, lexA artar, bu da recA ve hedef geni inhibe

ederek, SOS sistemini kapatir.

2.6. Mutajenik ve Kanserojenik Maddelerin Saptanmasi Teknikleri ve Ames
Testi

Cevremizde bulunan ve biyolojik etkileri bilinmeyen sayilar1 milyonlari
bulan sentetik ve dogal maddelerin kanserojenik potansiyelleri agisindan test

edilmeleri sagligimiz acisindan gerekmektedir [48].
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Bir maddenin kanserojenik potansiyeli, deney hayvanlariyla veya
insanlarla yapilan uzun zamanli testlerle veya edipemiyolojik ¢aligmalarla
Ol¢iilmektedir. Uzun zamanl testler, uygun hayvan tiirleri secilerek hayvansal
maddenin uygulanmasini takiben yapilan otopside patolojik ve histolojik
calismalarla ol¢tilmektedir [41,48].

Memelilerde mutasyon testlerinin yapilmasinda en O6nemli zorluk
memeliler mikroorganizmalar gibi mutajenlere ¢ok duyarli degildirler.

DNA c¢ok farkli bolgelerde ve ¢esitli mekanizmalarla hasara
ugrayabildigi i¢in hasarin direkt olarak gdsterilmesi teknik olarak zordur.
Kimyasallarin insanda olusturdugu mutajenik ve karsinojenite olgusunun
belirlenmesinde bakterilerin kullanimi, yasayan tiim canlilarin ortak genetik
materyali olan DNA’ nin primer yapisinin incelenmesi temeline dayanmaktadir.
Fiziksel ya da kimyasal ajanlarin DNA’ da meydana getirdigi hasar, bakteriyel
mutasyonlar1 Ol¢ebilen kisa-zamanli testlerle saptanmaktadir [74]. Bakteriler
gecelik kiiltiirlerinde c¢ok sayida gelisirler ve nadir mutasyonel olaylarin
saptanmasina olanak tanirlar.

Bakteriyel testlerde; mutajenik etki “ileri=forward” ve “geri =reverse”
mutasyonlar1 belirleyen yontemlerle 6l¢iilebilmektedir. ileri mutasyonu belirleyen
genetik sistemler, genis bir hedef bolgesinde gerceklesen mutajen atagindan sonra
olusan genetik degismelerin fenotipe yansiyarak saptanmasini sagladigi i¢in teorik
olarak avantajlidir.

Geri mutasyon yonteminde ise mutant bakteriler kullanilmaktadir. Bu
bakteriler, fenotipik etkileri kolayca belirlenebilen gen lokuslarinda istenilen tip
mutasyonun olusturulmasiyla, amaca uygun halde hazirlanmaktadir. Bu yontem
maruz kalinan test kimyasalinin etkisiz olma ya da var olan mutasyonu baskilama
sikligin1 belirlemektedir. Test kimyasalinin genetik hedefi kiigiik, 0zgiil ve
secicidir. Kullanilan bakteri suslari mutajenlerin 6zgiilliigiinii gosterecek cesitli
markerlere sahiptir. Geri mutasyon yonteminde en yaygin olarak kullanilan
marker, bakterinin biliylimesi i¢in gereksinim duydugu bir aminoasitin,
bulunmadigi ortamda geliserek, geri donilisim yapmasidir.

Mutajenleri tanimlamakta kullanilan test sisteminin her biri farkli bir

mutasyonu gosterdigi icin degisik test sistemleri gelismistir. Bunlardan bazilari
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DNA hasarlarina sebep olan kimyasallarin test edildigi sitogenetik metotlardir. Bu
testler kardes kromatid degisimi (SCE = sister chromatid exhange), comet testi
(gen doniisiimleri ve DNA kirilimlart ), programlanmis DNA sentezi (UBS =
unscheduled DNA synthesis ), SOS kromotest, transformasyon yoOntemi ve
Ames/Salmonella yontemi seklinde siralanabilir [3,9,11,14,15,16,18,19]. Simdi
bunlar1 tek tek inceleyelim.

a) Kardes kromatid degisimi (SCE) yontemi

SCE yonteminin prensibi; kardes kromatidlerin birbirine kontrast
saglayacak sekilde boyanmasina dayanir. Kardes kromatidlerden meydana gelen
parca degisimi, boyama farkliliindan hemen anlasilir. Bu yontemler sadece
kromozomlarda olusan yapisal degisimler gbzlendiginden dolayr SCE yontemi
sinirlt amaglar i¢in kullanilabilir [3,8,9,13,15,19].

b) Mikroniikleus test yontemi

Mikrontikleus testi boliinme yetenegine sahip tiim hiicrelerde yapilabilen
bir testtir ve temel prensibi, bazi mitoz anomalileri ve kromozom kaybi gibi
durumlarin ortaya cikarilmasina yoneliktir. Cekirdek boyanmasi ile incelenir. Bu
amacgla en ¢ok memelilerin polikromotofil (PCE) ve normokromotofil (NCE)
eritrositlerinde ¢alismalar yapilmaktadir [3,9,14,16,17].

¢) CA ve COMET test yontemi

CA ve comet yonteminde ise hiicreler metafaz sathasinda incelenerek
kromozom hatalarini ortaya ¢ikarildig: sitogenetik bir yontemdir [9,15,23,50].

d) UDS yontemi

UDS yontemi, “programlanmis DNA sentezi” testi olarak adlandirilir.
Bu yontemin prensibi, primer rat hepatositlerinde DNA tamirinin uyarilmasina
dayanmaktadir. UV ile pozitif kontrol deneyleri yapilip otoradyografik olarak
degerlendirilmektedir [9,18,19,20].

e) S.0.S. kromotest yontemi

S.0.S. kromotestin temeli, E.coli’ de hasarli DNA da S.0.S. cevabinin
uyarilmasina yoneliktir. E.coli’ de SOS sisteminin genel reseptorleri ile gen
kontrol edildiginden dolay1 S.O.S. kromotest, DNA hasarlarini tespit etme olanagi
saglar [10,12].
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f) Transformasyon yontemi

Transformasyon yonteminde, M2-C3H fare fibroblast hiicrelerinde
malignant transformasyonun uyarilmasiyla kimyasal maddelerin mutajenik ve
tiimorojenik etkileri dl¢iiliir. Kanserojenik maddelerin tespiti i¢in daha uygun bir
testtir [22].

g) UMU test yontemi

Umu test yontemi, DNA hasarlari i¢in bir kromojenik testtir. Bu test i¢in
sadece tek bir bakteri susu gereklidir. Yiiksek bakteriyotoksik etkilere sahip olan
kimyasallarin teshisinde kullanilabilir. Umu test susu olan TA 1535/ psk 1002’ye
eklenen ¢ok kopyali plazmidler, NR (nitroaren) geni, NAT (N-asetil transferaz)
geni ya da her ikisini bakteriye aktarmaktadir. Sonug olarak bu bakteri susu DNA
hasarina sebep olan “nitroantren” ve “aromatik aminler”e kars1 hassasiyet kazanir
[10].

h) Salmonella / Mikrozom (Ames) test

Ames testi, 1970’lerin basinda Bruce Ames tarafindan gelistirilen ve
daha sonra yaygin olarak kullanim alan1 bulmus olan kisa zamanli, bir geri
mutasyon testidir [4]. Salmonella / Mikrozom testi bakteriyel mutasyon testleri
icinde detaylar1 en 1iyi bilinen ve karakterilize edilen, gecerliligi uygulama
kolayligi ve hassasligi nedeniyle en fazla kabul gorerek tercih edilen ve
giiniimiizde de siklikla kullanilan bir yontemdir [74]. Test organizmasi olarak
kullanilan ~ Salmonella  typhimurium, histidin geninde olusturulan farkli
mutasyonlarla (his G, his C yada his D), gelismek i¢in histidin gereksinimi duyan
degisik tipte oksotrofik mutantlara doniistliriilmiistiir. Cok yaygin kullanilan
suslar ¢izelge 2.1°de verilmistir.

Bilinen bakteriyel mutajenlerin biiyiik bir kismin1 belirlemede ¢ok hassas
olduklar1 i¢cin TA 98 ve TA 100 kombinasyonu kabul gormiistiir [74].

Bu testin temeli, yapay mutasyonla olusturulmus olan Salmonella
typhymuriumun histidin sentezleme yeteneklerini kaybetmis (His = oksotrof) olan
suslarinin test bileseni ile muamele edildikten sonra ikinci bir mutasyon gegirip
his” hale geri doniismesi temeline dayanir. Cizelge 2.1°de yaygin kullanilan

Salmonella typhimurium suslar1 ve sahip olduklari mutasyonlar gosterilmektedir

(Cizelge 2.1).
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Diger bakteriyel testlerde oldugu gibi Ames testinde de eksik olan unsur,
memelilerde detoksifikasyon mekanizmasini gergeklestiren enzim sisteminin
olmayisidir. Bu sistem pek ¢ok kimyasal grubu reaktif olmayan hale getirirken,
baz1 bilesikleri de DNA ile etkilesime girebilen yiiksek Olciide elektrofilik
mutajenik hatta karsinojenik forma doniistiirmektir [75]. Enzim 0ziitii, kofaktor,
tuzlar ve tampon sistemle tamamlandiginda, S9 karisimi adinm1 alir. Ames testinde
de S9 enzimi kullanilir.

Ames yonteminde pozitif sonu¢ veren bir ajanin insan ya da diger
memelilerde mutajenik veya karsinojeniktir denilemez. Bakteriyel mutasyonun
pozitif olmasi, ajanin potansiyel zarar1 konusunda bir 6n uyar1 anlamimni tasir.

Ames testi bu sebeple diinya ¢capinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Cizelge 2.1. Yaygin kullanilan Salmonella typhimurium suslart

Mutasyon Sus Mutasyon Tipi Geri Doniisiim
Tipi
hisG428 TA102 w/t CAG-AGC-AAG-CAA-GAG-CTG- Transisyon
TA104 Transversiyon
mutant CAG-AGC-AAG-TAA (ochre)
Kiiciik delesyon
hisG46 TA100 w/t GTG-GTC-GAT-CTC-GGT-ATT Baz cifti
TA1535 degisimleri
mutant CCC
hisD6610 TA97  w/t GTC-ACC-CCT-GAA-GAG-ATC- Cerceve kaymasi
GCC

mutant GTC-ACA-CCC-CCC-TGA

hisD3052 TA98  w/t GAC-ACC-G@&L-CGG-CAG-GCC- Cerceve kaymasi
TA1538 CTG-AGC

mutant ~ GAC-ACC-GCC-GGC-CCC-
TGA
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2.7. Ames /Salmonella/ Mikrozom Testi ile Tlgili Yapilan Calismalar

Ames testi kullanilarak g¢esitli aragtirmalar yapilmistir. Bunlardan bazilar
sunlardir;

In vitro salmonella mutajenite testi kullanilarak rat ve baliktaki karaciger
S9 enzim aktivitesi karsilagtirilmistir. Sonug olarak; S9 enzimiyle birlikte 8
promutajen, rat ve baliga uygulanmis. Ratta metabolik aktivitede degisiklik
gozlenirken, balikta ise karaciger metabolik aktivitede Onemli bir degisim
bulunamamustir [6].

Salmonella / mikrozom test sisteminde kullanilan TA 98 ve TA 100
suslariyla birlikte ¢esitli faktorler arastirilmis ve geriye donen koloni sayilarina
bakilmis. Daha sonra S9 enzimiyle de ayni ¢alisma yapilmis sonugta; geriye
donen koloni sayisinda degisiklik oldugu goriilmiistiir [76].

Onemli nitrobenzenlerin ve nitroanilinesin genotoksik aktivitelerinin
Ames testi ile arastirilmis. Nitro ve aminobenzenler ve patlayici trinitrobenzen
yoklugunda mutajenite testi yapilmis, TA 98 i¢in biitiin maddeler pozitif sonug
gosterirken, TA 100 i¢in sadece 4 maddenin mutajenik oldugu goriilmiistiir [77].

Aromatik Nitro bilesiklerin Ames pozitif ile; antiseptik, AMP 397
ilacinin  genotoksisitesi degerlendirilmis ve genotoksik ve karsinogenetik
calismalarda Nitro aromatik bilesiklerden 4- nitro quinoline- 1-oxide potansiyel
kanserojen bulunmustur (TA 98+ kontrolde kullaniliyor) [78].

[zmir korfezine akan dere sedimentlerinin mutajenitesi arastirilnstir. Bu
calisma, Aralik 1995 tarihleri arasinda Izmir kérfezine dere olan Manda, Melez,
Laka, Bostanli, Bornova ve Gediz nehirleri agizlarindan alinan sediment
orneklerinde S. typhymurium TA 98 ve TA 100 suslar1 ile Ames’in mutajenite
testi uygulanmistir.

Test sonucuna gore korfezin i¢ kismina drene olan dereler tasidiklar
kirlilik yiikii sebebi ile korfez icin mutajenik aktivite kaynagi teskil etmektedir
[79].

Brezilya’da Sao Paula bolgesindeki dogal su kaynaklarmin kalitesi 20 y1l

stire Salmonella mutajenite testi kullanilarak arastirilmis ve bu yontemin kirlenen
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onemli ¢evre kaynaklarinin belirlenmesinde yararli bir ara¢ oldugu vurgulanmistir
[80].

Ames /Salmonella /Mutajenite testinde kullanilan TA 98 ve TA 100
suslar1 kullanilarak Porsuk Nehri’nin genotoksik etkisi arastirilmis. Calismadan
aliman sonucglar da Porsuk Nehri’nin fabrika etkisi altinda bulunan bolgedeki
degerler dikkat cekici bulunmustur. Bu bélgenin baraj alanma yakiligi ise
barajda aritilan ve sehre dagitilan suyun saglik agisindan sorgulanmasi gerektigini
ortaya ¢ikarmigtir [81].

Tekstil endiistrisinde kullanilan boya maddelerinin Ames test sistemi ile
mutajenik etkileri arastirilmis. Sonug¢ olarak bu calismada, test edilen
kimyasallardan bir tanesi kuvvetli mutajen bulunurken diger ikisinin zayif
mutajen ve geri kalan ii¢ tanesinin mutajen olmadigi tespit edilmistir. Sonuclara
gore kullanilan boya maddelerinin ti¢liniin mutajen etki géstermesi ¢ok dnemli bir
tehlike yaratmaktadir. Bu boya maddeleri fabrikadaki kullanomdan sonra fabrika
atik suyu olarak ana su kiitlelerine veya onlara ulasan akarsulara karisarak bu
yasama ortamlarinda yasayan canliligim temel yapitasi olan DNA’y1
etkilemektedir. Bu yolla diinyamizda var olan ve dogal sulardaki kimyasal
kirlenmenin yasamsal iliskiler agisindan, insanlar i¢in de ¢ok 6nemli ve degerli
olan pek cok canl tiirlinlin sagligin1 hatta varligini tehdit ettigini dolayisi ile
ekosistemimizin  dengesini bu derece etkileyen bir durum oldugunu
gostermektedir.

Ames testi boyalarin mutajenitesinin tespiti i¢in basit, ¢abuk ve ucuz
uygulanabilir bir test olmakla beraber boya maddelerinin insan iizerinde
olusturabilecegi bozukluklara ve sebep olabilecegi etkileri tahmin etmek agisindan

onemlidir [82].
2.8. Benzinideniline’nin Sentezi ve Yapisi
2.8.1. Benziniden-Anilin sentezlenmesi ve schiff bazlari olusumu

Bir deneme tiipii i¢inde 1 cm® anilin 1 cm® benzaldehid ile su banyosu

istlinde 1sitilir. Bir bulaniklik husule gelerek su ayrilir, tiip sogutuldugu zaman
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icindeki karisim donarak schiff bazi (azo-metin) denilen madde meydana gelir
(Erime noktas1 72 °C’dir.).
Zayif asit karakterindeki bu kondensasyon {iriinii asit 1sitildigi zaman
kompanentlerine ayrilir. Bu, primer aminlerin genel bir reaksiyonudur [83].
Aldehidler, Primer Aminler RNH, ile birer Imin karakterinde olan schiff

bazlarini olustururlar.

R-CH=O + H,N-R' i» RCH=N-R'

1° Amin Schiff bazi

R ve R' gruplarmin alkil veya aril gruplari olabildigi bu reaksiyonda

Ozellikle aromatik aldehidler kullanildig1 zaman kararli iirtinler elde edilir.

-H,0O
C6H5-CH:O + HZN-C6H5 —_— C6H5CH:NC6H5
Benzaldehid Anilin Benzalanilin
( Benzilidenanilin )
( Bir Schiff bazi )

( Benzinidenilin )
Schiff Bazlart olusumu aldehidlerin taninmasinda kullanilabilen bir
reaksiyondur [84].
Schiff bazlar1 biyolojik olarak aktif molekiillerin en Onemli
siiflarindandir. Gormede baslica rol oynarlar. Trans-N-benzinidenilin genellikle

schiff bazlarma ornek verilir [85].
2.8.2. Benzinidenilin genel yapisi

Benzinidenilin tiireyigi anilin ve benzaldehitin yer degistirdigi ethanol ile
reaksiyona sokularak sentezlenmistir. Bu bilesimlerin yapilart IR, H — NMR ve

ilk analiz yoluyla agiklanmistir. Sekil 2.9°da Benzinidenilin bilesiginin genel

yapisi gosterilmektedir (Sekil 2.9.).
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Rl Rll

Sekil 2.9. Benzinidenilinin genel sekli

Benzinidenilin tiireyikleri hala sifa veren etkileri i¢in arastirilmakta olan
tiriinlerdir ve ilag imalatinda kullanilmalar1 diisliniilmektedir, ancak mutajenik
aktiviteleri hakkinda bir gozlem raporlanmamustir.

Benzinidenilinden yerleri degistirilmis bazi tiireyikler sentezlenmistir. Bu
bilesiklerin erime noktalar1 literatiirde yer alan erime noktalariyla karsilastirilmis
ve arastirilmistir. Literatiirlerde bu iirlinlerin mutajenisitesi ile ilgili gdzlemlere
rastlanmamistir.  Sekil 2.10,11°de Benzinidenilinden tiiretilmis  bilesikler

gosterilmektedir (Sekil 2.10,11.).

R / \ ——N o

H
RI R"
R R' Rn
—N02 -H -H
OCHj H H
-H -NO, -H
-H -H OCHj;

Sekil 2.10. Baz1 2-Siibstitiie Benzinidenilin tlirevleri
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R:-Cl,-CH3, -Br, -OH
Sekil 2.11. Baz1 2- Siibstitiie Benzinidenilin tiirevleri

Bu calismada, bu benziniden ilin tiirevlerinin mutajenik etkileri ayrica
metabolik aktivasyon olmadan ve olarak Ames/Salmonella/Mikrozom testi
yoluyla arastirilmistir. Deneylerde Salmonella typhimuriumun TA 98 ve TA 100

suslar kullanilmigtir.

Yapri-aktivite iligkileri mutajenler ve zayif mutajenler olarak ele alinan

bilesikler i¢in arastirilmstir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Deneyde kullamlan Salmonella typhimurium test suslari

Mutajenite testlerinde, Salmonella typhimurium bakterisinin LT2 atasal
susundan in vitro mutasyonlar ile iiretilen mutant suslar1 kullanilmaktadir. Bu
mutant suslardan bazilar1 TA 1535, TA 1537, TA 1538, TA 97, TA 98, TA 100,
TA 102 suslaridir. Mutajenite testlerinde en ¢ok TA 97, TA 98, TA 100 ve TA
102 suslar1 kullanilir.

Ames testinde Salmonella typhimuriumun secilmesinin sebebi, onlarin
mutasyona duyarli olmasidir. Ciinkdi;

1. Mutasyon, bakterinin hiicre duvarinda bulunan lipopolisakkarit
bariyerini kaplayarak biiyiikk zarar verir. Sonug¢ olarak, biiyiikk molekiillerin
gecirgenligi artar (Rfa mutasyonu).

2. Mutasyon, bakteriyel hiicre sisteminin kesme ve onarimda hata
olusturur. Dolayisiyla DNA onarim mekanizmasinda hata olusur ve mutasyonel
hasar meydana gelir (uvr B mutasyonu) .

3. Plazmidler ve multikopy plazmidler DNA onarim sisteminde hataya
meyillidir.

LT2 atasal susu, yani prototrofik bakteriler, histidin aminoasidini
sentezleme yetenegine sahiptirler. Oysa, mutant suslar ise histidin operonunun
farkl yerlerinde, farkli tipte mutasyonlar icermektedir. Bu yiizden mutant suslar,
ortamda hazir olarak histidin aminoasidi bulunmadiginda ¢ogalamazlar. Mutant
suslar histidin mutasyona ek olarak, mutajenleri ortaya ¢ikarma yeteneklerini
biiylik oranda arttiracak bagska mutasyonlar igerir.

Deneyde, Ames ve arkadaslar1 tarafindan, Salmonella typhimurium LT2
atasal susundan in vitro mutasyonlarla gelistirilmis TA 100 ve TA 98 suslar

kullanilmisgtir.
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3.1.2. Kullamilan kimyasal maddeler

Benzinidenilinin 8 ayr tiirevi, 4-Nitro-o-fenilendiamin (Aldrich), D-
Biyotin (F.W.247.3), K;HPO4, MgSO4. H,O, NaNH4 (HPO4.4H,0), NaOH, NaCl,
3.Metilkollantren, DMSO, NADP, Sitrikasit monohidrat, L-Histidin. HCI (F.W.
191.7), Ampisilin trihidrat (sigma), Sodyum azid (Merck), 2-amino- fluoren,
Nutrient Broth No:2 (oxoid), 1M Glukoz-6-Fosfat, S9 karigimi, Bacto Agar

(Difco)’dan temin edilmistir.

3.1.3. Test maddeleri dozlar: ve hazirlanisi

Bu calismada 8 ayr1 Benzinidenilin bilesiginin mutajenik etkileri
Ames/Salmonella/Mikrozom test yoOntemiyle arastirilmigtir. Test maddeleri
Benzinidenilin 8 ayr tiirevidir ve Prof.Dr.ilhan Isikdag (Anadolu Universitesi
Eczacilik  Fakiiltesi Kimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi) tarafindan
sentezlenmistir. Isimleri sirasiyla; 4-Nitro benzinidenilin, 4-Kloro benzinidenilin,
4-Metil benzinidenilin, 4-Metoksi benzinidenilin, 4-Bromo benzinidenilin, 4-
Hidroksi benzinidenilin, 2-Metoksi benzinidenilin, 3-Nitro benzinidenilin. Bu
maddelerin agik formiilleri ¢izelge 3.1 de  gosterilmektedir (Cizelge 3.1). Bu
maddeler dimetil stilfoksit (DMSO) i¢inde c¢oziilmiigler ve oda sicakliginda
saklanmuglardir. 8 madde igin 5’er doz (10”10 107 10 10”) hazirlanmustir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan Benzilidenanilin tiirevleri

No R Isim M.A
g/mol
OuN / \ C=—N
1 ? 4<_>7| 4<\_> 4- Nitro 226
. H
benzinidenilin g/mol
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4- Kloro 215,5
H benzinidenilin g/mol

| - Metil 195
H benzinidenilin g/mol

MO T—" \ |+ Metoksi 211
H benzinidenilin g/mol

Br C—=N

: : | 4- Bromo 260
H benzinidenilin g/mol

OH / \ C——N \ / 4- Hidroksi 197
— I!I Benzinidenilin g/mol

T_N \ / 2- Metoksi 211
H benzinidenilin g/mol

OCHj

/ \ C—N \ / 3- Nitro 226

— IL benzinidenilin g/mol

O,N
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3.1.4. Deneyde kullanilan ortamlarin icerikleri ve hazirlanmalari

Vogel Bonner Medium E (50x)

Kullanim: Minimal glikoz agar plaklarinin hazirlanmasinda kullanildi.

DIISTILE SUn.ueeiiiiiieee ettt e e e s e e e eeaa e eeeee e 167,5 ml
MESO4.TH2O i 2,5 gr
Sitrikasit monohidrat.............ccceeiiriiiiniiniie 25 gr
KOHPOYS ot 125 gr
NaHNH4(PO4.4H20).c....cii it 43,75 gr

Maddeler yukarida yazildiklar1 sira dogrultusunda sicak suyun igine
eklendi. Bir madde iyice ¢ozlinmeden digeri eklenmemesi gerekir. Daha sonra
hacim 1 litreye tamamlandi. 1 litrelik 2 kaba boliinerek 121 °C’de 20 dakika

stireyle otoklava konarak steril hale getirildi.

(0.05 mM) Histidin / Bivotin cozeltisi

Kullanim: Mutasyon deneyinde kullaniliyor.

D-Biyotin (F.W 273.3) it 30,9 mg
L- Histidin.HCI (F.W.273.3).c.eeiiieeeeeeeeeeee e 240 mg
DIISEILE SU. ..ttt e e e e e e e e e e e eereaaaeaaeeaaaes 250 ml

Biyotin suyun kaynama noktasina kadar 1sitilarak ¢oziintir. Daha sonra
histidin ilave edilerek karisim otoklav edilir. Histidin / biyotin hazirlandiktan

sonra + 4 °C’ de saklanir.

(% 0.8/0,02 NaOH) Ampilisin soliisyonu

Kullammm: Ampisiline direnglilik kontrolii ve HBA plaklarinin
hazirlanmasinda kullanilir.

Ampisilin trihidrat.........coccoooiiiiiiii 0,89¢gr

0,02 M Sodyum HidroKksit...........cccueeiiieniieiieniiiiieeiieieeieeeee e 100 ml

Ampsilin trihidrat, 0,02M NaOH i¢inde ¢oziiliir ve 0,22 Mm c¢aph

filtreden gegirilerek steril edilir. + 4 °C’ de saklanir.
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(% 0.1) Kristal Vivole cozeltisi

Kullanim: Suslarin kristal viyoleye duyarliliklarini, dolayisiyla rfa
mutasyonu tastyip tastmadiklarini kontrol etmek i¢in kullanilir.

KIiStal VIYOLC...oouviiiiiiiieiiee ettt 0,1gr

DISHILE SU.ueiiitieiieiiiei e 100 ml

Boya ve su karistirilip, soliisyon 1s1k gecirmeyen bir kaba konur ve + 4

°C’ de saklanur.

(% 0.13) Bivotin cozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklar1 hazirlanmasinda kullanilir.
D-BIYOtN...ciiiieiie ettt 0,00065 gr
DISHILE SU.ueiiiieiiiiieitieece et 50 ml
D-Biyotin suyun kaynama noktasina kadar 1sitilarak ¢oziiliir ve otoklavda

steril edilir. + 4 °C’ de saklanir.

(% 0.5) Histidin cozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklar1 hazirlanmasinda kullanilir.

L-Histidin. HCT (F.W.91,7) .o 2 gr
DISHIIE SU..uvviiiieeiiiiee et e e 400 ml

Histidin ile distile su karigtirilarak otoklav edilir.

(% 20) Glukoz cozeltisi

Kullanim: MGA ve HBA plaklarinin hazirlanmasinda kullanilir.
GIUKOZ.....vieeiiece ettt ettt et eb e e e e eaaeens 20 gr
DISHLE SU.eeeiiiiiiiiiiiiei s 100 ml

Glukoz distile su i¢inde ¢oziilerek otoklav edilir. 0- 4 °C* de saklanr.

Sodyum Azid (AZS)

Kullanim: Pozitif kontrollerde kullanilir.
5 Mg/petri olmak tizere DMSO iginde ¢oziilerek hazirlanir. O °C ile + 4

°C arasinda saklanir. TA 100 susu i¢in S9 karigimi gerektirmeyen bir kimyasaldir.
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4-Nitro-o-Fenilendiamin (NPA)

Kullanim: Pozitif kontrollerde kullanilir.

2.5 mg/petri olmak tizere DMSO’da ¢oziilerek kullanilir. TA 98 susu i¢in

S9 karisimi1 gerektirmeyen bir kimyasaldir. Oda 1sisinda saklanir.

edilir.

Top agar

Kullanim: Mutasyon deneyinde kullaniliyor.

YN 2 ) USSR 1,5 gr
DA L USSP 1,25 gr
DISHIE SU..uuiieiiieiiesiie ettt 250 ml

Maddeler su i¢inde ¢oziilerek, 121 °C’ de 20 dakika otoklavlanarak steril

Histidin / Bivotin plaklari (HB agar)

Kullanim: Histidin gereksinim deneyinde kullaniliyor.

YN ) USRS 3gr
DISHIE SUL ..ttt e 182 ml
50 XVB tUZIAT.c.c.cviiiiiiiccieccee et 4 ml
90 20 GIUKOZ.....oviiiiiiieieet et 20 ml
HiStIAINHCLHO .ottt eeeeeeeeeaeeees 2 ml
Biyotin COZEIISI . ccuvieeiiieeiiie ettt e 1,2 ml

Agar ve su karigtirildiktan sonra otoklav edilir. 45 °C” ye kadar sogutulup

% 20 glukoz, 50XVB tuzlar1 ve histidin ¢ozeltisi eklenir. Son olarak biyotin

cozeltisi eklenir, karigim steril perilere dokiiliir.

Histidin / Bivotin / Ampisilin plaklar1 (HBA agar)

Kullamim: Ampisiline direnglilik testi ve “Master Plate” hazirlanmasinda

kullanilir.
ALGAT .ottt ettt e n 3gr
| BT 50 (<O T 182 ml
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S50 X VB TUZIATT. .o e e 4 ml

90 20 GIUKOZ.....ooveiieieee et 20 ml
Histidin.HCLHO .c..coooiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeevee e 2 ml
0,5 MM BIYOtN....coiiiiiiiiieeiieiee ettt 1,2 ml
(% 0,8/0,2 NaOH) AmpPisilin........cccceevveeiieriieniieiieeieesieereesee e 0,6 ml

Agar ve su otoklavlanir. 45 °C’ ye sagutulup % 20 glukoz, 50XVB
tuzlar1 ve histidin bu soliisyona eklenir. Sicaklik biraz daha azalinca biyotin ve
ampisilin eklenerek petrilere dokiiliir. Bu plaklarda bakteriler + 4°C’de 2 ay

stireyle saklanabilir.

Minimal Glukoz Agar plaklar1i (MGA)

Kullanim: Spontan olarak geriye doniis sikligmin kontrolii, pozitif

kontrol, solvent kontrol ve mutasyon deneylerinde kullanilir.

ALGAT e sttt st 7,5 gr
DISHILE SU.ueiiitiiiieiieieeeee e 415 ml
SOXVB fUZu ettt ettt 10 ml
90 20 GHKOZ....eoeieeeeee e 50 ml

Agar ve su karigtirilip ¢oziiliir ve otoklavlanir. 45°C’ye sogutulup % 20
glikoz ve 50X VB tuzlar yavas yavas karistirilarak eklenir, petrilere dokiiliir.

Nutrient agar plaklari

Kullanim: Gecelik kiiltiiriin m1’sindeki bakteri sayisini bulma ve genotip

kontrolliinde kullanilir.

Oxoid Nutrient Broth n0:2..........ccceeviieiiiniiiniiceeeeee e 2,6gr
N 1 | SR UPR 1,6gr
DISHILE SU...uiieiiiiieeiieeeiee et e et es 100 ml

Agar, broth ve su karistirilip otoklavlanir ve petrilere dokdiliir.

Nutrient broth sivi kiiltiir ortami

Kullanim: Bakterilerin gecelik kiiltiirde biiytitiilmesinde kullanilir.
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Oxo01d Nutrient Broth...........cccocuiiiiiiiiiiicieeece e 5gr
DISHLE SU..eeeiniiiiiiiiiiiieiee s 200 ml
AMPISTINL ¢ttt 630 ml
Broth ve su karistirilip otoklavlanir. Daha sonra ampisilin eklenir. +4

°C’de muhafaza edilir.

2-Aminofluorene (2AF)

Kullamim: Pozitif kontrolde kullanilir.
10.0 mg/petri basina olmak iizere Dimetil siilfoksit (DMSO)’de

¢oziilerek kullanildi. S9 karisimu gerektiren kimyasal O °-4 °C’ de saklanir.

3-Metilkolantren

Kullanim: Metabolik aktivasyon hazirlanmasinda kullanilir.

3. MetilKOIANTIEN. ... vvieeiiieeiie e e 64mg
IMISIE YOGttt ettt ettt e st et e enteeneeeaeeenee Iml
80 mg/kg olmak iizere misir yaginda ¢doziilerek 0,2-0,5 ml olarak

intraperitonal olarak (IP) ratlara enjekte edilir.

0.1 M NADP cozeltisi

Kullamim: S9 karisiminda kullanildi.

NADP (F-W.7605) ettt 383 mg

Steril dIStIlE SU...c.eiiiiiiiieiiiiccc e 5ml

Cozelti 0,22 Mm por capli Molsheim GBWP tip filtreden gegirilerek
steril edildi.

(0.2M) Fosfat tamponu (PH 7.4)

Kullanim: S9 karisiminda kullanildi.

0,2 M NaH;PO4H,0 (13.8G/500ml )...oovvvenveriiiieiiiienieiecieeee 60 ml
0,2 M NayHPOy4 (14.2 g/500 ml)....ooeeiiiiiinieiiiieieeeeeeeeeeen 440 ml
Karisim hazirlanip 121 °C’de 20 dakika steril edildi.

(% 10) S9 karisim

Kullanim: Metabolik aktivasyon deneyinde kullanildi.
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IMIKTOZOMN ..o e e e e e e e e e e e e e e e 1 ml

MECT-KCT tUZIATT....eeeiiieciieecieecee e 0,2 ml
GIUKOZ-6-TOSTAL......cooiiiiiiieeieee e 0,05 ml
0,1 MNADP ...t 0,4 ml
0,2 M fosfat tamponu (PH 7.4).....c..cooiiiiriiiiieeieeeeeeeeeee e Sml
Steril diStle SUL...ooiuiiiiiiie e 3ml

Tiim kimyasallar buz i¢indeki steril bir kapta karistirildi.

(0,15 M) KCT cozeltisi

Kullanim: Mikrozom izolasyonunda kullanildi
DISHLE SU. ...ttt 1000ml
11,25 gr KCI alinip su ile 1 litreye tamamlanarak ¢oziildi. Karigim 121

°C’de 20 dakika otoklavda steril edildi.

KCI-MgCl, tuz cozeltisi

Kullamim: S9 karigiminda kullanildi.

| SO FOTT 61,5 gr
MECT2 6HLO ... 40,7 gr
| BT 51 (<O T 500 ml

KCI ve MgClI, tuzlar1 alinip distile su ile 500 ml’ye tamamlandi. 20
dakika 121 °C’ de otoklavda steril edildi.

1M Glukoz-6-Fosfat cozeltisi

Kullanim: S9 karigimi
GIUKOZ-6-FOSTat........ceeieiiieiiieceeeeece e e 2,82gr
Steril diStle SUL...covuiiiiiiiieeiee e 10ml

Cozelti 0,22 Mm por ¢apl filtreden gegirilerek steril edildi.
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3.2. Metod

3.2.1. Salmonella suslarmin kiiltiirlerinin ve master plaklarin hazirlanmasi

Bakteri kiiltlirlerinin Histidin/Biyotin/Ampisilin (HBA) plaklarina paralel
ekimleri yapilip 37 °C’ de 48 saat inkiibe edilmistir. 48 saat sonunda iyi izole
olmus bir koloni se¢ilip, 2 ml Nutrient Broth i¢inde siispanse edilmis bir gece (12-
16 saat) 37 °C’ de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda bir éze dolusu
siv1 kiiltiir almip Histidin/Biyotin/Ampisilin agar iizerine ¢izgi yapilmis ve 37 °C’
de 48 saat inkiibe edilmistir. Hazirlanan bu plaklar +4 °C’ de iki ay siire ile

saklanabilir.

3.2.2. Salmonella typhimurium suslarimin stoklanmasi ve stok Kkiiltiirlerinin

acilmasi

Test suslarmin  canliligimi  ve mutant oOzelliklerini uzun siire
koruyabilmeleri i¢in stoklanmasi gerekir. Bunun i¢in Histidin/Biyotin/Ampisilin
agar da lremis olan Salmonella suslarindan iyi izole olmus, bir koloni 6ze ile
almip 2 ml Nutrient Broth igeren tiiplerde siispanse edilir ve 37 °C’ de, bir gece
(12-16) inkiibe edilir. Bu siirenin sonunda steril ependorf tiiplerinin ig¢erisine 1 ml
bakteri kiiltiirii ve 0,09 ml dimetil siilfoksit (DMSO) ilave edilmis ve —20°C’de
donmasi saglandiktan sonra —80 °C” de saklanmustir.

Kiiltlirtin acgilmas1 gerektiginde, stok bakteri kiiltiiri oda sicakliginda
eritilip bir 6ze dolusu alinarak Histidin/Biyotin (HB) agar plaklarina paralel ekim
yapilmustir. 37 °C” de 48 saat inkiibe edilmis ve bu siirenin sonunda iyi izole olan
bir koloni 6ze ile alinip Histidin/Biyotin/Ampisilin agar plaklarina paralel ekim
yapilmigtir. HBA plaklar1 37 °C” de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
master plaklar +4 °C’ de iki ay siire ile saklanabilir ve gerektiginde gecelik kiiltiir
hazirlamak i¢in kullanilabilir. Sekil 3.1’de TA 98 ve TA 100 suslarinin master

plaklarda iiremesi gosterilmektedir (Sekil 3.1.a ve b.).
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Sekil 3.1.a. TA 98 susunun master plaklarda tiremesi

Sekil 3.1.b. TA 100 susunun master plaklarda iiremesi

3.2.3. Salmonella typhimurium suslarinin genotip o6zelliklerinin agiklanmasi

Bu test sisteminde, S.typhimurium LT2 atasal susundan in vitro
mutasyonlarla elde edilmistir. TA 98 ve TA 100 mutant suslar1 kullanilmaktadir.
Deneyde kullanilan Salmonella typhimurium mutant suslarmin sahip oldugu
genotipik ve fenotipik oOzellikleri asagidaki ¢izelge 3.2° de Ozetlenmistir

(Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Deneyde kullanilan Salmonella typhimurium mutant suslarinin sahip oldugu genotip

ve fenotipik 6zellikleri

Mutant Histidin Lipopolisakkarit
Onarim R-faktor
suslar Mutasyonu (LPS)
TA 98 HISD 3052 |Rfa Duvr B +
TA 100 His G46 Rfa D uvr B +

Histidin Mutasyonu: Her test susu, histidin operonunun degisik
bolgelerinde ¢esitli mutasyonlar igermektedir. Bunlar, ya DNA’daki tek bir bazin
degismesiyle ortaya c¢ikan baz degisimleri ya da tek bir bazin eklenmesi ya da
cikarilmasi ile kendini gosteren cergeve kaymasi mutasyonlaridir. Bunlardan TA
98’de olan his D 3052 ve TA 100’de bulunan his G 46 inceleyelim.

His D 3052: His D" geni histidinol dehidrojenaz enzimini kodlar. His D
3052 mutasyonu ¢erceve kaymasi tipinde bir mutasyon olup niikleotit eksikligi his
D" geni i¢inde 8 kere tekrarlanan (- GCGCGCGC -) bolgesindedir. Bu nedenle;

(- CGCGCGCG -)
bu sus genellikle ¢erceve kaymasi tipi mutasyonlara sahip olan mutajenik /
kanserojenik kimyasallarla his" hale doniistiiriiliir.

His G46: Bu mutasyon histidin biyosentezinde rol alan, ilk enzimi
kodlayan gende 16sin kodunu (-GAG-) yerine prolin kodunun(-GGG-) gelmesine
neden olur.

(-CTC-) (-CCC-)

Baslangicta gelistirilen bu mutantlarin ¢esitli kimyasallara karst
duyarliligin1 arttirmak i¢in bu suslara asagida bahsedilen mutasyonlar eklenmistir.

Rfa mutasyonu: Bu mutasyon hiicre yiizeyini saran lipopolisakkarit
tabakasini zayiflatarak normalde hiicre i¢ine giremeyen biiyiik molekiillerin hiicre
icine girmelerini saglar. TA 98 ve TA 100 ikisinde de bu mutasyon vardir.

Uvr B mutasyonu: DNA’nin kesme-onarim-tamir mekanizmasindan
sorumlu uvr B genindeki delesyon sonucu olusur. Bu kisimda normalde uvr B”,
chl” ve bio genleri bulunmaktadir. UvrB geni kesme-onarmada gérevli bir enzimi

kodlamaktadir. Sonugta bu enzimin yoklugunda mutant susu degisik mutajenlere

44



kars1 daha hassas hale gelmektedir. TA 98 ve TA 100 suslar1 bu tip mutasyonu
igcermektedir.

R faktor (+): pPKM101 Ampisilin direnglilik geni tasiyan, hiicrede ¢ok
saylda bulunan bir plazmiddir. Bu plazmidin hiicrede bulunusu, bu hiicrelerde
normalde bulunan, hata frekans1 yiiksek olan error-prone DNA onarim
mekanizmasini aktif hale getirir. Sonu¢ olarak, kimyasallarin etkisiyle veya
spontan olarak mutasyonlarin artmasina neden olur. TA 98 ve TA 100 suslarinin

her ikisinde de bu tip mutasyon bulunmaktadir.

3.2.3.1. Salmonella typhimurium suslarinin kontrol testlerinin yapilmasi

A. Salmonella typhimurium suslarinin genotiplerinin kontrol edilmesi

Testin gilivenirligi acisindan test suslarinin orjinal mutasyonlara sahip
olup olmadiklarinin bilinmesi gerekir. Bu nedenle bakterilerin genotipleri gesitli
testlerle kontrol edilir. Bunlar;

1. Histidin gereksinimi kontrolii

Bakterilerin minimal glukoz agar (MGA) iizerine ekilmeleri sonucu his
bakteriler his’lerden ayirt edilir. Bu amagla, Nutrient Broth’da, bir gece iiretilen
bakterilerden MGA ve HB plaklarina ekilerek 37 °C* de ve 48-78 saat inkiibe
edilir. Inkiibasyon sonucu HB plaklarinda iireme gozlenirken MGA plaklarinda
tireme gozlenmez. Dolayisiyla bu sonu¢ bize bakterilerin His" mutasyonu
tasidigin1 gosterir. Sekil 3.2.a ve b’de TA 98 ve TA100 suslarinin histidin
icermeyen ve histidin igeren ortamlara ekilmeleri sonucunda gdsterdikleri

davraniglar goriilmektedir (Sekil 3.2.a ve b).
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Sekil 3.2.a. TA 98 susunun histidin gereksinimi kontrolii sonucu HB plaklarinda tireme

Sekil 3.2.b. TA 100 susunun histidin gereksinimi kontrolii sonucu HB plaklarinda iireme

2. Uvr B mutasyonu kontrolii

Bu mutasyon ile bakterilerin ultraviyole (UV) 1smlariin neden oldugu
replikasyon hatalarinin diizeltilmesi i¢in gerekli olan “DNA onarim mekanizmas1”
engellenmistir ve bu mutasyonun varligt UV ismlarma duyarlilik testiyle
kanitlanmistir. Bu test i¢in, Nutrient Broth’da bir gece iiretilen bakteri
kiiltiirlinden bir 6ze dolusu alinip Nutrient Agar (NA) plaklarina paralel ekim
yapilmustir. Plagin yaris1 (¢izgileri kesecek sekilde) plastik bir tabaka ile kapatilip
15 watt giiciinde bir UV lambasi ile 33 cm yiiksekten 8 sn. siire ile 1sinlanmugtir.
Isinlamadan sonra petri kapaklar1 kapatilip 37 °C’ de 24 saat inkiibe edilmistir.

Kullanilan UV 15181 dozu, uvrB mutasyonu tasiyan bakteriler dldiirecek dozdadir.
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Bundan dolayr UV’ye maruz kalan kisimda {ireme olmaz, plastik kapakla
kapatilan kisimda normal iireme goézlenmistir. Bu sonug¢ bize kullanilacak olan
bakterilerin uvrB mutasyonu tasidigini gosterir. Sekil 3.3 .a ve b’de TA 98 veTA

100 suglarinin uvrB mutasyon kontrolii gdsterilmektedir (Sekil 3.3.a ve b).

Sekil 3.3.a. TA 98 susunda uvrB mutasyon kontrolii

Sekil 3.3.b. TA 100 susunda uvrB mutasyon kontrolii

3. Rfa mutasyon kontrolii
Rfa mutasyonu bakterileri hiicre zarinin lipopolisakkarit yapisinda
olusturulmustur ve hiicre zarmin gegirgenligi arttirllmigtir. Varligr kristal viyole

duyarlilik testi ile tespit edilmistir. Bu test i¢in bakteri kiiltlirii Nutrient Broth’da
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bir gece biiyiitiilen 0,1 ml s1v1 kiiltiir, 45 °C’ lik su banyosunda 1sitilmig 2 ml top
agar lzerine ilave edilip, Nutrient agar plaklarina dokiilerek 8 isareti
yaptirtlmistir. Donduktan sonra, plagin ortasina 0,5 cm capl steril filtre kagidi
disk yerlestirilip diskin ortasina % 0,1’lik kristal viyole karisimindan 10 ml
damlatilmigtir. Kagit boyayr emdikten sonra plaklar 37 °C’ de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda diskin gevresinde 2,4 cm’lik iireme olmayan zon
gbzlenmistir. Boya maddesi bakterilerin icine kolayca girip etkiledigi icin
bakterilerin iiremeleri engellenmis ve bakterilerin Rfa mutasyonu tasidiklar
goriilmustir. Sekil 3.4.a ve b’de TA 98 ve TA 100 suslarinin Rfa mutasyon
kontrolii sonucunda bakterilerin  gosterdikleri davraniglar  goriilmektedir

(Sekil 3.4.aveb.)

Sekil 3.4.a. TA 98 susunda Rfa mutasyon kontroli

Sekil 3.4.b. TA 100 susunda Rfa mutasyon kontrolii
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4. R faktor varhgmin kontrolii

Test bakterilerinin icerdigi R faktor tasiyan pKM101 plazmidlerinin
varligr ampisiline direnglik testiyle belirlenir. Bu ama¢ dogrultusunda biiytitiilen
NB i¢inde bakteri kiiltiirii ( % 0,8 ampisilin/0,02 M NaOH), ampisilin iceren HB
plaklarma ¢izgi ekim yapilarak, 37 °C’ de 24 saat inkiibasyon sonunda plazmid
iceren mutant bakterilerin ampisilinli ortamda biiytlidiikleri gbézlenmistir. Yani
bakteriler R faktor plazmidini icermektedir. Sekil 3.5.a ve b. Test bakterilerinin R
faktor tasiyan pKM101 plazmidi tasiylp tasimadigi — gOsterilmistir
(Sekil 3.5.a. ve b.).

Sekil 3.5.a. TA 98 susunda R faktor varligimin kontrolii

Sekil 3.5.b. TA 100 susunda R faktor varliginin kontrolii
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5. Spontan olarak geriye doniis sikhiginin kontrolii

Mutant bakteri suslar1 spontan his® durumundan his’ durumuna
doniismesi belirli smirlar i¢inde miimkiindiir. Bu siirlar TA 98 icin 30-50
revertant/ plak, TA 100 i¢in 120-200 revertant/plaktir [44]. Bunu test etmek i¢in
normal gecelik kiiltiirden 0,1 ml alinip 45 °C’ deki su banyosunda 1sitilan 2 ml top
agar tlizerine ilave edilir. Daha sonra 0,2 ml 0,5m Histidin/Biyotin soliisyonu da
eklenip test tiipii yavasca ¢alkalanarak MGA plaklarina yayilmis ve 37 °C” de 48
saat inkiibe edilerek plaklarda iireyen koloniler sayilmistir. Normal sinirlarda
revertant say1 gosteren kiiltlirler deneyde kullanilmistir. Sekil 3.6.a. ve b’de TA 98
ve TA 100 suslarmmin normal sinirlarda spontan olarak geri doniisen koloniler

goriilmektedir (Sekil 3.6.a.ve b.).

Sekil 3.6.a. TA 98 susunda spontan olarak geriye doniis sikligiin kontrolii

Sekil 3.6.b. TA 100 susunda spontan olarak geriye doniis sikliginin kontrolii
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3.2.4. Siv1 kiiltiiriin ml’sindeki bakteri sayisinin belirlenmesi

Deneyde kullanilan gecelik kiiltiiriin ml’sinde bulunan bakteri sayisini
belirlemek i¢cin HBA plaklarindan bir koloni alinarak NB i¢inde siispanse edilmis
ve calkalamali inkiibatdrde 37 °C’ de bir gece inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonucu gecelik kiiltiiriin, 10'1, 10'2, 10'3, 10'4,10'5,10'6 olacak sekilde bir dizi
seyreltmeleri hazirlanmistir. Bu seyreltmelerden NA plaklarina 10 ml’lik miktarda
damlatarak ekim yapilip 37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra plaklardaki
koloniler sayilmis ve bakteri stvi kiltiiriiniin ml’sinde 2,4x10° bakteri oldugu
belirlenmistir. Ayrica bakteri kiiltiiriniin optik dansitesi 650 nm dalga boyunda
spektrafotometre ile 6lgiiliip saf kiiltiiriin (10°) optik dansitesi 0,165 olarak

belirlenmistir.
3.2.5. Test maddelerinin sitotoksik etkilerinin saptanmasi

Test bilesiklerinin standart test suslari i¢in oldiiriicii olmayan dozlarinin
saptanabilmesi i¢in bu deney yapilmistir.

Mutajenite  deneyine geg¢meden Once deneyin saglikli  olarak
degerlendirilmesi icin stitotoksik etkinin saptanmasi gerekir. Kiiltiirin 10, 102,
10'3, 10'4, 10'5, 10° seyreltmeleri serum fizyolojik kullanilarak hazirlanir.
Sitotoksik etkiyi belirlemek icin daima 10° seyreltmedeki bakteri suslari
kullanilir. Daha sonra maddeyi seyreltme islemi yapilir. 8 madde i¢in 5’er doz
10! , 10'2, 102 , 10'4, 10” hazirlanir. Her madde icin 0,03 gr tartilir. Daha sonra 3
ml DMSO konur ve 10° olan tiipten baglayarak 300 m/t karisim birinden digerine
aktarilir ve en son olarak 10” yani 5.doz sitotoksik etkinin saptanmasinda
kullanilir.

Madde ve bakteri seyreltmesi bittikten sonra deneye gegilir. Buna gore,
top agara 0,1 ml 12-16 saatlik bakteri kiltiri ve 0,1 ml degisik
konsantrasyonlarda test bilesigi eklenip karistirilarak nutrient agar plaklarina
dokiiliir. Plaklar 37 °C” de 24 saat inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra plaklardaki
koloni sayilari, kontrol plaklari ile karsilastirilarak toksik olmayan dozlar saptanir.

Buna gore test bilesigi 0,01, 0,1, 1, 10, 100 mg/plate seyreltmeleri kullanildu.
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Bir dozun sitotoksik oldugunun anlasilmasi LDs dozun altinda olmasiyla

anlagilir. Kontrol plagindaki koloni sayisinin yarisinin altinda olmamalidir.

3.2.6. Memeli karaciger mikrozomlarinin hazirlanmasi

Test maddelerinin metabolik {irtinlerinin mutajen olup olmadigini,
bilmek i¢in kullanilmasi1 gereken karaciger mikrozom ekstresi erkek si¢anlardan
hazirlanmistir. Mikrozomal enzimlerin miktarini arttirmak i¢in erkek sicanlara 80
mg/kg olacak sekilde introperitonal olarak 3- methylcholontrene enjekte edilerek,
5 giin siire ile mikrozomal enzim artis1 uyarilmstir.

Bu siirenin sonunda boynu kirilarak (servikal dislokasyon) oldiiriilen
sicanlar diseksiyon masasinda agildiktan sonra karaciger zedelenmeden ¢ikarilmig
ve net agirhigi bulunmustur. Mikrozom izolasyonuna baslamadan dnce kullanilan
tiim malzemeler steril edilmis ve 0-2 °C’ de saklamustir. 1 gr karaciger 0,15 M
KCl ile yikandiktan sonra 1 gr karacigere 3 ml olacak sekilde soguk 0,15 M KCI
eklenmistir. Karaciger steril pens ve makas yardimiyla parcalara ayrilarak “junge
kunkel ultra furrax” marka homojenizator ile 24000 rpm’de 20 saniye homojenize
edilmistir. Daha sonra 9000 xg’de 4°C’de 30 dak. santrifiij edildikten sonra,
stipernatan kisim soguk steril ependorf tiiplere aktarimistir. Olast bir
kontaminasyonu Onlemek amaci ile homojenat 0,45 mm por gozenekli seliiloz
filtreler ile sterilize edilir. Sterilite kontrolii i¢in mikrozomal fraksiyondan 0,1 ml
alip NA ve HBA plaklarina yayma ekim yapilmis ve plaklar 37 °C’ de 24 saat
inkiibe edilerek kontrol edilmistir. Ureme olmayan ekstreler S9 deneylerde

kullanilmak i¢in —20 °C” de saklanmustir.

3.2.6.1. S9 karisiminin hazirlanmasi

S9 fraksiyonunda bulunan mikrozomal enzimlerin metabolik aktivasyon
reaksiyonlarimi yiiriitebilmeleri i¢in gerekli kofaktorler S9 karisimina eklendi. Bu
Salmonella/ Mikrozom test sistemi i¢in standart S9 karisimi bilesenleri; 8 mM
MgCl,, 33 mM KCI, 5 mM Glukoz-6-fosfat, 4 mM B-NAD, 100 mM Na -fosfat
(pH:7,4) ve bu karistmin her ml’si i¢in 0,04 ml derisimindeki S9 fraksiyonudur.
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Karisim her mutajenite deneyi icin taze hazirlanmakta ve deney siiresinde buz

i¢inde saklanmaktadir.

3.2.7. Ames testinin yapihisi

Ames/Salmonella/mikrozom testinin amaci; denedigimiz kimyasal
maddelerin daha 6nce histidin aminoasitine gerek duyan mutant hale gelmis
oksotrof suslar1 histidin yapabilen prototrof sus haline dondiirme giictinii 6lgmek
icin yapilmaktadir. Bunun i¢in deneylerde “plak inkorporasyon” ydntemi
kullanildi. Deneyler S9’lu ve S9’suz olmak iizere iki grup halinde yapildi. Sekil
3.7°de ames testinin yapilist sematize edilmistir (Sekil 3.7. ) [44].

Sekil 3.7. Ames testi
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3.2.7.1. S9’suz (-) deney

Ik 6nce hazirladigimiz tiiplere 2’ser ml’lik top agar eklenir ve top agarin
donmasini engellemek igin su banyosunu 45°C ayarlanir. Top agar dokiilen tiipler
45°C su banyosuna yerlestirilir. Daha sonra bu top agarh tiiplere 0,2 ml histidin
biyotin soliisyonu eklenir ( yapay mutasyon ile histidin sentezleme yeteneklerini
kaybetmis yani His® = oksorofturlar. Ortalama c¢ok az histidin biyotin
eklenmemizin nedeni bakterilerin belirli bir diizeye ulagmasin1 birka¢ boliinme
gecirmelerini saglamaktir). Daha sonra bu tiiplerin i¢lerine 0,1 ml test maddesi ve
0,1 ml 12-16 saatlik bakteri kiiltiirii eklenmistir (Bu deney TA 98 ve TA 100 i¢in
ayrt ayri yapilmistir. 8 kimyasal maddenin 4-Nitro benzinidenilin, 4-Kloro
benzinidenilin, 4.Metil benzinidenilin, 4.Metoksi benzinidenilin, 4-Bromo
benzinidenilin, 4-Hidroksi benzinidenilin, 2-Metoksi benzinidenilin, 3-Nitro
benzinidenilin. 0,01, 0,1, 1, 10, 100 dozlarda 3’er plak halinde deney yapilmstir.
Tupler ¢alkalanarak 37 °C’ ye 1sitilmig MGA (Minimal glikoz agar) plaklarina
dokiilmiis ve plaklar hizla 8 isareti yapilarak top agarin plak iizerinde homojen
dagilmast saglanmistir. 15 dakika donmasi beklendikten sonra plaklar ters ¢evrilip
37 °C’lik etiivde 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra
koloniler sayilmistir. Sonuglarin degerlendirilebilmesi icin, test maddeleriyle
yapilan deneylere paralel olarak, spontan kontrol, ¢oziicii kontrol (DMSO) ve
pozitif kontrol deneyleri de yapilmistir. Pozitif kontrol maddesi olarak TA 100
susu i¢cin 1 mg/100 ml (NaN3) sodyum azid TA 98 susu i¢cin 200 mg/100 ml 4-
nitro-o-fenilendiamin kullanilmistir.

Spontan kontrolde, top agar 2 ml tiiplere + histidin/biyotin 0,2 ml +
bakteri TA 98 ve TA 100 i¢in 0,1 ml konulup karistirilarak MGA’l1 petrilere
dokiiliip 8 hareketi yapilir. 37 °C’ lik 48-72 saatlik etiive konur.

DMSO kontrolde, top agar 2 ml tiiplere + histidin/biyotin 0,2 ml +
bakteri TA 98 ve TA 100 i¢in 0,1 ml + 0,1 DMSO konulup karigtirilarak MGA’l1
petrilere dokiiliip 8 hareketi yapilir. 37 °C’ lik 48-72 saatlik etiive konur.

Pozitif kontrolde, top agar 2 ml tiiplere+ histidin/biyotin 0,2 ml + bakteri
TA 98 0,1 ml 4-nitro-o-fenildiamin, TA 100 i¢in 0,1 ml sodyum azid konulup
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karisim karigtirtlip MGA’l1 petrilere dokiiliip 8 hareketi yapilir. Donmast igin
bekletildikten sonra. 37 °C” lik 48-72 saatlik etiive konur.

3.2.7.2. S9°Iu (+) deney

Arastirillan kimyasal maddelerin metabolize olduktan sonra etkilerini
aragtirmak i¢in memeli karaciger mikrozomlar1 hazirlandi. Deneyler S9°1u olarak
tekrarlandi.

Bu amagla yine 12-16 saatlik bakteri kiiltiirii ve deneyden hemen dnce de
taze olarak S9 karisimi hazirlandi. 2 ml top agar, histidin-biyotin ¢dzeltisi, bakteri
kiiltiirii ve test edilen maddeler S9’suz deneydeki Ol¢iilerde koyulduktan sonra,
0,5 ml de buzda bekletilen S9 karisimima ilave edilip karistirilarak MGA
petrilerine dokiildi. Homojen bir sekilde yayildi. Soguduktan sonra 37 °C’lik
etiivde 48-72 saat inkiibasyona birakildi. Spontan ve dimetil siilfoksitli
kontrollerde ayn1 sekilde, 0,5 ml S9 karisimui ilave edilerek yapildi. S9’Iu olarak
yapilan deneylere ilaveten pozitif mutajen olarak TA 98 ve TA 100 i¢in S9’suz
deneyden farkli olarak 2-amino- fluoren kullanildi. Daha sonra sonuglarin

degerlendirilmesi yapildi.

3.2.8. Sonuc¢larin degerlendirilmesi

Bu c¢alismada benzilidenaniline maddesinin 8 farkli tiirevi Salmonella
typhimuriumun TA 98 ve TA 100 suslar1 kullanilarak mutajenite testine tabi
tutulmustur. Her doz 3 paralel plak ile ayni anda test edilmistir ve farkli
zamanlarda iki bagimsiz deney yapilmistir. Ayrica, test bilesenlerinin etkilerinin
memeli metabolik aktivasyonlar1 sonucunda degisip degismedigini belirlemek
amaciyla S9 fraksiyonu varliginda da deney aynen tekrarlanmustir. Sonugclar,
standart hatalar1 ile birlikte ortalamalar1 alinarak istatiksel agidan student-t testi ile
degerlendirilmistir. Bu amagla Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Istatistik
Boliimiinden alman “SPSS-WINDOWS” paket programi kullanilmistir.

Mutajenite testi sonucunda sayilan koloniler spontan kontrollerde

c¢ikanlarin en az iki kat1 olursa 6rnek mutajendir denilebilir veya ¢ikan sonuglarda
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doza bagh bir artis gézlenmelidir. Doza baglh artis goézlendigi halde koloni sayis1

spontanlarin iki katindan az ¢ikmissa 6rnek zayif mutajen olarak degerlendirilir.
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4. BULGULAR

4.1. Benzinidenilin Tiirevlerinin Mutajenik Aktivitesinin Ames Testi ile

Ol¢iilmesi

Materyal ve metot boliimiinde agiklandig1 gibi, benzinidenilinin 8
tiirevinin mutajenik aktivitesi, s6z konusu test maddelerinin 5 ayr1 dozu ile
test edildi. Her doz i¢in 3 ayr plaga ekim yapildigindan degerler bunlarin
ortalamasi olarak verildi. Deney sonuglart TA 98 i¢in metabolik aktivasyon
yoklugunda elde edilen sonuglar1 ¢izelge 4.1 gdsterilmistir (¢izelge 4.1). TA
98 i¢in metabolik aktivasyon varliginda elde edilen sonuclar1 ise ¢izelge
4.3.” de gosterilmistir (¢izelge 4.3). Deney sonuglart TA 100 i¢in metabolik
aktivasyon yoklugunda elde edilen sonuglari ¢izelge 4.2 gosterilmigtir
(cizelge 4.2 ). TA 100 i¢in metabolik aktivasyon varliginda elde edilen
sonuclari ¢izelge 4.4.’de verilmistir (¢izelge 4.4).

Cizelgelerde test maddelerinin farkli dozlarinda tespit edilen
revertant koloni sayilar1 yer almaktadir.

Ayrica ¢izelgenin altinda pozitif mutajen olarak kullanilan sodyum
azid (1,5 pg/plak), 4-nitro-o-fenilendiamin (20pg/plak) ve 2-amino-fluoren
(10pg/plak) ile verilen cevaplar da ¢izelgenin altinda belirtilmistir.

Test bakterilerimizin (S.typhimurium 'un TA 98 ve TA 100 susglari)
kimyasal test maddelerimizle verdigi doz cevap egrileri, TA 98 ve TA 100
icin metabolik aktivasyon yoklugunda elde edilen sonuglar1 sekil 4.1
gosterilmistir (Sekil 4.1.). TA 98 ve TA 100 metabolik aktivasyon
varliginda, kimyasal test maddelerimizle verdigi doz cevap egrileri sekil

4.2.°de gosterilmistir (Sekil 4.2.).
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Cizelge 4.1. TA 98 susunun metabolik aktivasyon yoklugunda elde edilen sonuglari

TA 98/S9 (-)
DOZ REV/PL P

4-Nitro benzinidenilin

100 34+£3.6 0.04*
10 28 £3.7 0.19
1 2625 0.35
0.1 28+£3.5 0.18
0.01 2115 1.00

4-Metil benzinidenilin

100 17£3.3 0.38
10 28 £12.5 0.44
1 21+8.5 0.92
0.1 3094 0.25
0.01 2649 0.42

4-Bromo benzinidenilin

100 18£4.5 0.48
10 15£1.0 0.18
1 20£7.0 0.78
0.1 40£2.5 0.01*
0.01 37+£3.0 0.02*

4-Hidroksi benzinidenilin

100 37+ 1.7 0.01*
10 37£4.5 0.03*
1 23£3.0 0.71
0.1 19+3.0 0.61
0.01 17+£6.0 0.40

4-Kloro benzinidenilin

100 27+£3.7 0.50
10 22+£2.6 0.88
1 21£0.5 0.87
0.1 2115 0.87
0.01 19+£0.5 0.53
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TA 98/S9 ()

4-Metoksi benzinidenilin

100 22+ 1.1 0.81
10 18+£2.0 0.42
1 1875 0.60
0.1 19+2.6 0.60
0.01 18£0.5 0.48

2-Metoksi benzinidenilin

100 23+£2.0 0.76
10 25+£3.0 0.48
1 22+1.5 0.93
0.1 19£4.5 0.64
0.01 17+£2.6 0.36

3-Nitro benzinidenilin

100 23+£3.6 0.72
10 20+£3.2 0.82
1 23£13.0 0.94
0.1 23 £5.1 0.80
0.01 21+£0.5 0.87

Sonuglar {i¢ tabakanin ortalamasidir. Coziicii kontrol degerleri ¢ikarilmistir. Her
bir konsantre sonug ¢oziicli kontrolii ile student t testi yoluyla karsilagtirilmigtir.

*P <0.05

Negatif kontrol: DMSO(petride 100 ml) 21.3 + 6.8
Pozitif kontrol : TA 98: NPD (20ug/petri) 1516 = 114.4
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Cizelge 4.2. TA 100 susunun metabolik aktivasyon yoklugunda elde edilen sonuglari

TA 100/ S9 (-)

DOZ REV/PL

4-Nitro benzinidenilin

100

10
1
0.1

0.01

126 +12.0
166+ 18.5
165+ 14.0
131+7.5

111 +£15.1

4-Metil benzinidenilin

100

10
1
0.1

0.01

159+ 39.6
139+7.6
155+£3.6
160+£7.2
95t12.4

4-Bromo benzinidenilin

100

10
1
0.1

0.01

141 + 14.6
132 +4.1

119+ 13.5
104 +26.6
107 £ 17.0

4-Hidroksi benzinidenilin

100

10
1
0.1

0.01

107 £2.5
93+3.2
110£7.0
97+£3.0
117+£0.9

4-Kloro benzinidenilin

100

10
1
0.1

0.01

95 £3.7
173 +11.7
180+ 3.5
165+10.3
109 + 17

0.40
0.01*
0.00*
0.13
0.55

0.15
0.03*
0.00*
0.00*
0.16

0.07
0.07
0.87
0.10
0.39

0.14
0.01
0.30
0.61
0.96

0.03*
0.00*
0.00*
0.00*
0.51
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TA 100/ S9 ()

4-Metoksi benzinidenilin

100 164+ 1.5 0.00*
10 156 £29.7 0.10
1 171 £2.0 0.00*
0.1 176 £ 8.3 0.00*
0.01 155+4.0 0.00*
2-Metoksi benzinidenilin
100 140 £ 12.6 0.75
10 162 £15.0 0.00*
1 153+ 14.4 0.02*
0.1 182 +7.6 0.00*
0.01 161 £16.0 0.01*
3-Nitro benzinidenilin
100 149 £ 8.1 0.01%*
10 152 + 28.0 0.11
1 172 £15.0 0.00*
0.1 169+ 14.5 0.00*
0.01 163 £3.5 0.00*

Sonuglar {i¢ tabakanin ortalamasidir. Coziicii kontrol degerleri ¢ikarilmistir. Her
bir konsantre sonug ¢oziicli kontrolii ile student t testi yoluyla karsilagtirilmistir.

*P <0.05

Negatif kontrol: DMSO(petride 100 ml) 117.6 £ 9.6
Pozitif kontrol : TA 100: SAZ (1,5 pg/petri) 714=% 82.3
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Cizelge 4.3. TA 98 susunun metabolik aktivasyon varliginda elde edilen sonuglari

TA 98 /89 (+)
DOZ REV/PL P
4-Nitro benzinidenilin

100 40+ 1.0 0.00*
10 22 £10.7 0.92
1 2520 0.60
0.1 20+ 1.0 0.13
0.01 21+£3.2 0.39

4-Metil benzinidenilin

100 26+£5.2 0.36
10 27125 0.25
1 2315 0.58
0.1 30£2.0 0.06
0.01 22+2.0 0.38

4-Bromo benzinidenilin

100 28£5.2 0.34
10 20£8.0 0.51
1 33+£3.6 0.03*
0.1 20£8.0 0.44
0.01 19£2.6 0.12

4-Hidroksi benzinidenilin

100 27+25 0.25
10 22+55 0.62
1 19+£1.0 0.08
0.1 22+4.0 0.49
0.01 29+2.6 0.12

4-Kloro benzinidenilin

100 29+1.7 0.09
10 22+1.5 0.50
1 25+£3.0 0.73
0.1 22140 0.49
0.01 2015 0.18
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TA98/S9 (+)
4-Metoksi benzinidenilin

100 38+ 1.5 0.04*
10 33t4.1 0.04*
1 31£83 0.23

0.1 35+£3.0  0.00*
0.01 32+£2.0 0.03*

2-Metoksi benzinidenilin

100 35+£2.0  0.01*
10 34+3.6  0.02*
1 23+£3.0  0.03*
0.1 32+£2.0  0.02*
0.01 30£6.0 0.19

3-Nitro benzinidenilin

100 44 +3.4 0.00*
10 41+£2.0 0.00*
1 37£6.5 0.04*
0.1 3425 0.01*
0.01 32+1.7 0.04*

Sonuglar {i¢ tabakanin ortalamasidir. Student t testi yoluyla karsilastirilmistir.
*P<0.05

Negatif kontrol: DMSO(petride 100 ml) 24 + 3.6
Pozitif kontrol : TA 98:2 AF (10ug/petri) 912=* 31.5
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Cizelge 4.4. TA 100 susunun metabolik aktivasyon varliginda elde edilen sonuglari

TA 100/ S9 (+)
DOZ REV/PL P

4-Nitro benzinidenilin

100 133 +4,5 0.00
10 96+ 6.4 0.70
1 98 £4.0 0.34
0.1 102 +£9.0 0.23
0.01 90t£6.5 0.50

4-Metil benzinidenilin

100 104+ 7.2 0.13
10 101 £3.0 0.13
1 97 +8.1 0.62
0.1 80+ 7.0 0.06
0.01 89 +£3.5 0.32

4-Bromo benzinidenilin

100 74 £9.7 0.03
10 74 £ 6.1 0.01
1 94 £ 14.9 0.90
0.1 72 +18.8 0.12
0.01 86+ 7.7 0.25

4-Hidroksi benzinidenilin

100 92+4.0 0.6

10 87 +10.7 0.37
1 91+£12.0 0.71
0.1 76 £8.5 0.04
0.01 84 +10.3 0.23

4-Kloro benzinidenilin

100 109 8.6 0.05
10 82+5.0 0.05
1 100 £4.0 0.19
0.1 88 +£16.0 0.05
0.01 88t 19.4 0.65
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TA 100/ S9 (+)

4-Metoksi benzinidenilin

100 125+ 7.3 0.00*
10 144 £ 18.0 0.01*
1 123 £19.5 0.06
0.1 108 +£ 8.8 0.07
0.01 108 £11.2 0.11
2-Metoksi benzinidenilin
100 128 £ 19.6 0.45
10 111+ 6.1 0.02*
1 94+11.0 1.00
0.1 81 +25.8 0.45
0.01 100 £ 13.0 0.48
3-Nitro benzinidenilin
100 76 £ 8.3 0.04*
10 146 £11.9 0.00*
1 123 £25.9 0.12
0.1 100+ 13.0 0.48

0.01 100 £+ 14.5 0.52

Sonuglar {i¢ tabakanin ortalamasidir. Student t testi yoluyla karsilastirilmistir.
*P<0.05

Negatif kontrol: DMSO(petride 100 ml) 94 + 5.6
Pozitif kontrol : TA 100: 2 AF (10ug/petri) 845+ 41.6
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5. TARTISMA VE SONUC

Giinliik yasamda, sik sik yiiz yiize kalinan dogal ya da yapay kimyasal
maddelerin bir kisminin mutajenik ve karsinojenik olabilecegi uzun yillardan beri
tartisilmaktadir [86]. Son 20-30 yillik siire i¢inde, insanlarin kullanimina sunulan
yapay kimyasallarin sayis1 yaklasik, 70.000’e ulagsmis olup, bu sayiya her yil
yaklagik 70-3.000 yeni kimyasal madde eklenmektedir [87].

Son zamanlarda, kimyasal maddelerin mutajenik aktivite acisindan
arastirilmasi1 6nem kazanmistir [88].

Mutasyonlara yol agma yetenegi olan maddelerin teshis edilmesi
giivenilir degerlendirme i¢in 6nemli bir prosediir haline gelmistir. Mutasyonlara
yol acabilen kimyasallar potansiyel olarak kanser gelisimine neden olabilirler ve
pek ¢ok klinik hastaliklara da yol agabilirler.

Bu calismada, bir grup benzinidenilin tlirevleri anilin ile, benzaldehitin
ethanol ile yer degistirmesi sonucu reaksiyona sokularak sentezlenmistir. Bu
bilesimler, IR '"H-NMR ve ilk analiz yoluyla agiklanmustir.

Benzinidenilin tiirevleri hala sifa veren etkileri i¢in arastirmakta olan
trlinlerdir ve ila¢g imalatinda kullanilmalar1 diisiiniilmektedir, ancak mutajenik
aktiviteleri hakkinda bir gézlem yapilmamustir.

Bu amagla bu bilesiklerin mutajenik aktiviteleri
Ames/Salmonella/Mikrozom testi yoluyla aragtirtlmistir.

Bu test kimyasal olarak indiiklenebilen mutasyonlar1 belirlemek amaciyla
Dr. Bruce Ames ve ark. (1975), tarafindan 6zel olarak dizayn edilmistir. Diinya
capindaki pek cok laboratuvarda yeni kimyasallarin mutajenik potansiyellerini
aragtirmak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir.

Deneyde Salmonella typhimurium bakterisinin LT-2 atasal susundan in
vitro mutasyonlar sonucu iretilen TA 98 ve TA 100 suslart kullanilmigtir. Bu
mutantlar his™ bakteriler olup, his operonun degisik bolgelerinde farkli birer
mutasyon igerirler. Salmonella/mikrozom testi ile kimyasal maddelerin bu test
suslarmni his™ revertantlar haline doniistirme 6zellikleri belirlenmektedir. TA 98
susu c¢erceve kaymasi mutasyonlarina (frameshift), TA 100 susu ise baz-¢ifti

degisimi mutasyonlarina (base-pair) karsi1 duyarlidir. Caligmalarimizda standart
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plak inkorporasyon yontemi uygulanmistir [4]. Test kimyasallarinin farkl
konsantrasyonlar1 (100, 10, 1, 0,1, 0,01 pg/petri) stok soliisyonlar1 DMSO
igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Bilesiklerin standart test suslari icin toksik
olmayan dozlar1 Dean ve ark. (1982)’a gore belirlenmis ve sitotoksik olmayan beg
ayri doz ile ¢alisilmistir.

Calismada kullanilan Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100
suslarinin  stoklarinin  hazirlanisi, genetik isaretlerinin  kontrolii ve plak
inkorporasyon yonteminin uygulanigt Maron ve Ames (1983)’e gore yapilmustir.

Deneyler iki asamali olarak; S9 karaciger enzimi olmadan ve S9
karaciger enzimi varliginda yapilmistir.

S9 fraksiyonu, 3-metilkolantren ile indiiklenmis Spraque — Dawley 1rki
erkek ratlarin (180-200gr) karacigerinden elde edilmistir.

Standart plak inkorporasyon yonteminde 45 °C’deki su banyosunda
tutulan eritilmis 2 ml’lik iist agara 0,1 ml test bilesigi ve 0,1 ml bakteri kiiltiiri (1-
2x10° bakteri / ml) eklenerek, minimal tuz ve glukoz igeren agar plaklarina
dokiilmiistiir. S9 franksiyonu varliginda yapilan deneylerde 0,5 ml S9 karisimi
ilave edilmistir. Plaklar 37 °C’de 48-72 saat inkiibe edilmis ve revertant
kolonilerin sayimmi yapilmistir. Her deney negatif kontrol (spektrofotometrik
derecedeki dimetilsiilfoksit) ve pozitif kontrolleri (20 pg/petri NPD TA 98 i¢in ve
1,5 pg/petri SAZ TA 100 icin) igerecek sekilde ii¢ paralel olarak uygulanmstir.
Metabolik aktivasyon igeren deneylerde 2AF (10 pg/petri) her iki sus iginde
pozitif mutajen olarak kullanilmistir.

Sonuglar ~ SPSS  istatistiksel  programi, student-t testi ile
degerlendirilmistir. Deneylerde elde edilen revertant koloni sayilar1 ve ¢oziicii
kontrol revertant koloni sayis1 arasindaki istatiksel agidan anlamli sayilabilecek
farkliliklar ve revertant koloni sayilarindaki doza bagli artis mutajenitenin kanit
olarak kabul edilmistir [11].

Yapi- aktivite iliskileri mutajenler ve zayif mutajenler olarak ele alinan
benzilidenanilin i¢in tartigilmstir.

Bulgularda yer alan organizmalarin doz-tepki egrileri metabolik
aktivasyon varliginda ve yoklugunda benzilidenanilin tiirevleri uyarilmistir.

Sonuglar ii¢ tabakanin ortalamasidir. Coziicii kontrol degerleri ¢ikarilmistir. Her
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bir konsantrenin sonucu ¢oziicii kontrol ile student t-testi yoluyla
karsilastirilmistir.

Aromatik yapisi olan bilesikler pek ¢ok ¢alismada mutajenik olarak rapor
edilmigtir [89]. 4 Benzinidenilin tiirevleri farkli durumlarda farkli yer
degisimleriyle Salmonella typhimurium nesilleri TA 100 ve TA 98’de mutajenik
bulunmustur. Her ne kadar bu farkli yer degisimler bu bilesiklerin mutajenitesi
tizerinde farkli etkilere sahip olsa da, benzilidenanilinin aromatik halkalar ile
genel yapisi bu bilesimlerin mutajenitesi agisindan ele alinmalidir.

Daha oOncede bahsedildigi lizere bu ¢aligmada benzilidenanilinden
sentezlenen 8 ayr1 madde c¢alisilmistir. Bunlar; 4-Nitro benzinidenilin, 4-Kloro
benzinidenilin, 4-Metil benzinidenilin, 4-Metoksi benzinidenilin, 4-Bromo
benzinidenilin, 4-Hidroksi benzinidenilin, 2-Metoksi benzinidenilin ve 3- Nitro
benzinidenilin’dir. Bunlarin deneylerde elde edilen sonuglari sirasiyla bakilarak
mutajen olup olmadig1 ayrintili olarak degerlendirilmistir.

1. Madde olan 4-Nitro benzinidenilin maddesi S9 varliginda ve
yoklugunda 5 ayri1 dozda incelenmistir (100, 10, 1, 0.1, 0.01). Farkli bilesimlerin
farkli durumlardaki nitro gruplar1 iceren mutajenik aktivitesi onceki ¢aligmalarda
rapor edilmistir [90]. Nitrobenzenler ve nitroanilinler ile yaptiklar1 ¢alismada, AB
mann ve digerleri (1997) Ames testini uygulamis ve Salmonella typhimurium
nesilleri TA 98 ve TA 100 suslar1 kullanilmistir. Test ettikleri kimyasallarin %
71’ini mutajenik bulmuglardir.

Pozisyon 4’te bir nitro grubu igeren 4-Nitro benzinidenilin, S9 karigimi
kullanilmadigindan TA 98 i¢in 100. dozda 0,04 standart sapma P < 0,05’in altinda
sonu¢ vermistir. Yani anlamli mutajeniktir. Frameshift (¢er¢eve kaymasi)
mutasyonuna neden olmustur. TA 100 i¢in ise 10. dozunda 0,01, 1. dozunda ise
0,00 sonugclar1 elde edilmistir. Bu sonuglarda standart sapma (P < 0,05) degerinin
altinda oldugu icin anlamlidir yani mutajeniktir. Base-pair mutasyonuna neden
olmustur.

S9 karigimi kullanildiginda (metabolik aktivasyon varliginda) TA 98 icin
100. dozunda 0,00 sonucu vermis standart sapmanin altinda sonug elde edilmistir.

Sonug¢ olarak 4-Nitro benzinidenilin i¢in ise S9 karisimi mutajenik

aktiviteyi ortadan kaldirmugtir.
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8. Madde olan Nitro gruplu olan baska bir bilesik, 3-Nitro benzinidenilin
S9 varlhigindaki ve yoklugunda 5 ayr1 dozda (100, 10, 1, 0.1, 0.01) incelenmistir.
Metabolik aktivasyon yoklugunda S9’suz TA 98 i¢in mutajenik degildir. TA 100
icin ise 100. dozda 0.01, 1. dozda 0.00, 0.1. dozda 0.00, 0.01. dozda 0.00 degerleri
elde edilmis ve bu degerlerde P < 0,05’ ten kii¢liktlir anlamlidir yani mutajeniktir.
Base-pair mutasyonuna neden olmustur.

Metabolik aktivasyon varliginda (S9’lu) TA 98 i¢in 100. dozda 0,00, 10.
dozda 0,00, 1. dozda 0,04, 0.1. dozda 0,01, 0.01. dozda 0,04 bu degerler P <
0,05’ten kiicliktiir anlamhidir yani mutajeniktir. Frameshift (¢cerceve kaymasi)
mutasyonuna neden olmustur. TA 100 icin ise 100. dozda 0,04, 10. dozda 0,00
degerleri bulunmus ve P < 0,05’ ten kiigiiktiir, anlamlidir yani mutajeniktir. Base-
pair mutasyonuna neden olur.

4. Madde olan 4-Metoksi benzinidenilin maddesi i¢in S9 varliginda ve
yoklugunda 5 ayr1 (100, 10, 1, 0.1, 0.01) dozlarda incelenmistir. Metabolik
aktivasyon olmadan 100. dozda 0,00, 1. dozda 0,00, 0.1. dozda 0,00, 0.01. dozda
0,00 standart sapma degerinden (P < 0,05) kiigiiktiir anlamli yani mutajeniktir.
Base-pair (niikleik asit ¢iftleri yer degisim) mutasyonuna neden olmustur.

Metabolik aktivasyon varliginda (S9°1u) TA 98 i¢in 100. dozda 0,04, 10.
dozda, 0,04, 0.1 dozda 0,00, 0.01. dozda 0,01 sonuglar1 elde edilmis ve standart
sapma degerinden (P < 0,05) kiigiiktiir anlamlidir yani mutajeniktir. Frameshift
(cergeve kaymasi) mutasyonuna neden olmustur. TA 100 igin ise 100. dozda 0,00
ve 10. dozda 0,01 sonuglar1 elde edilmis ve standart sapma degerinden kiigiiktiir,
anlamlidir yani mutajeniktir. Base-pair mutasyonuna neden olmustur.

7. Madde olan 2-Metoksi benzinidenilin maddesi i¢in S9 varliginda ve
yoklugunda 5 ayr1 (100, 10, 1, 0.1, 0.01) dozlarda incelenmistir. Metabolik
aktivasyon yoklugunda (S9’suz) TA 98 i¢in mutajenik degildir. TA 100 igin ise
10. dozda 0,00, 1. dozda, 0,02, 0.1. dozda 0,00, 0.01. dozda 0,01 degerleri
bulunmug bunlarda P < 0,05 kiigiiktiir, anlamli yani mutajeniktir. Base-pair
mutasyonuna neden olmustur.

Sonug olarak yukarida incelenen 4 benzinidenilin bilesikleri metabolik

aktivasyon yoklugunda biri TA 98’de TA 100’de ise hepsi mutajenik
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bulunmustur. Metabolik aktivasyon varhiginda ise TA 98’de 4 bilesik de
mutajenik, TA 100°de ise 3’i mutajenik bulunmustur.

3. Madde olan 4- Metil benzinidenilin maddesi i¢cin S9 varlifinda ve
yoklugunda 5 ayr1 (100, 10, 1, 0.1, 0.01) dozlarda incelenmistir. Metabolik
aktivasyon olmadan (S9’suz) TA 98 i¢in mutajenik degildir. TA 100 igin ise 1.
dozda 0,00, 0.1. dozda 0,00 sonuglar1 elde edilmis ve standart sapma degerinden
(P <£0,05) kiigiiktiir, anlaml1 yani mutajeniktir. Base-pair (niikleik asit ¢iftleri yer
degisimi) mutasyonuna neden olmustur.

Metabolik aktivasyon varliginda (S9’lu) TA 98 ve TA 100 i¢in mutajenik
degildir.

Hrelia ve digerleri 1998’de bizimkine benzer calismasinda Salmonella
typhimurium’da  4-Nitroimidazol ve pirozolun yapi-mutajenite iligkileri
aragtirtlmistir. Bir metil grubun varligiin, tlireyiklerin mutajenik aktivitesine
katkida bulundugu goriilmiistiir.

5. Madde olan 4-Bromo benzinidenilin maddesi i¢in S9 varlifinda ve
yoklugunda 5 ayr1 (100, 10, 1, 0.1, 0.01) dozlarda incelenmistir. Metabolik
aktivasyon yoklugunda (S9’suz) TA 98 i¢in 0.1. dozda 0,01 ve 0.01 dozda 0,02
¢cikmis standart sapma degerinden (P < 0,005) kiigiiktiir, anlamli yani mutajeniktir.
Frameshift mutasyonuna neden olmustur. TA 100 i¢in mutajenik degildir.

Metabolik aktivasyon varliginda (S9’Iu) TA 98 i¢in 1.dozda 0,03 ¢ikmis
bu degerde standart sapma degerinden (P < 0,05) kiigiiktiir, anlamli yani
mutajeniktir. Frameshift mutasyonuna neden olmustur. TA 100°de ise mutajenik
degildir.

2. Madde olan 4-Kloro benzinidenilin maddesi i¢in S9 varliginda ve
yoklugunda 5 ayrt (100, 10, 1, 0,1, 0,01) dozlarda incelenmistir. 4-Kloro
benzylideneanilin de ise metabolik aktivasyon yoklugunda (S9’suz) TA 98 de
mutajenik degildir. TA 100 de ise 100. dozda 0,03, 10. dozda 0,00, 1. dozda 0,00,
0.1. dozda 0,00 sonuclar1 elde edilmis bunlardan standart sapma degerinden
kiiciik oldugu i¢in anlamli yani mutajeniktir. Base-pair mutasyonuna neden
olmustur.

S9 karisimi kullanildiginda ise TA 98 ve TA 100°de mutajenik degildir.

76



6. madde olan 4- Hidroksi benzinidenilin maddesi i¢in S9 varliginda ve
yoklugunda 5 ayr1 (100, 10, 1, 0.1, 0.01) dozlarda incelenmistir. Metabolik
aktivasyon yoklugunda (S9’suz) TA 98 i¢in 100. dozda 0,01, 10. dozda 0,03
degerleri bulunmus bu da P < 0,05 degerinden kiigiiktiir, anlamli yani
mutajeniktir. TA 100 i¢in mutajenik degildir. Frameshift mutasyonuna neden
olmustur.

Metabolik aktivasyon varliginda (S9’lu) TA 98 ve TA 100 i¢in mutajenik
degildir.

Sonug olarak bu son 4 bilesikte metabolik aktivasyon olmadan ikisi TA
98’de, bir tanesi TA 100’de mutajenik bulunmustur. S9 karigimi1 varliginda TA
98’de dort bilesigin licii mutajeniktir. TA 100’dekilerin hi¢ biri mutajenik
degildir.

Organizma sayilarinda doza bagl artislar gézlemlenmistir ve bunlar
zayif mutajenisite olarak diisliniilmiistiir. Deneysel ve ¢oziicii kontrol gruplar
arasindaki 6nemli farkliliklar olumlu sonuclar olarak diistiniilmiistiir.

Daha oncede bahsedildigi gibi Ames /Salmonella/mikrozom mutajenisite
testleri, 20 yildan daha uzun siiredir diinya capinda aragtirma laboratuvarlarinda
yeni kimyasallarin mutajenik potansiyellerini tespit etmek i¢in ilk perde olarak
kullanilmaktadir ve ayrica pek ¢ok kimyasalin kabul edilmesi ya da tescil edilmesi
icin diizenleyici ajanlara veri Onerisi amaciyla kullanilmaktadir [91]. Bu testin
devam eden popularitesi DNA’ya zarar veren tehlikelerin teshis edilmesi ve
yiiksek hassasiyetteki mutajenesis biyokimyasal mekanizmalarinin agiklanmasi
yetenegi ile baglantilidir [11].

Ames testi bircok kimyasal lizerinde uygulanmistir. Bu calismada
uygulanan benzinidenilinden baska ames testi bircok kimyasal {izerinde
uygulanmistir. Bunlardan bazilar1 sunlardir:

Salmonella/Mikrozom testi ile Quinolin ve tim
Monohidroksiquinolinlerin mutajenligi incelenmis ve kimyasal olarak sentezlenen
quinolin tlirevlerinden higbirinin mutajenik olmadig1 gdsterilmistir [91].

Bu test ile safra asitlerinin [92] 30 ayr1 kimyasalin, gida katki maddesi
olan azo boyalarinin [82], sodyum benzoat ve sodyum nitratin, hava kirliligi

olusturan partikiillerin, fabrika atmosferindeki kirli havanin ve klorlu sularla
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hazirlanan meyve sularindaki malik asit ve tartarik asit komplekslerini ve igcme
sulariin, mutajenligi aragtirilmistir.

Benzinidenilin yapilan bu c¢alisma sonuglar1 ve diger kimyasallar ile
yapilmis olan aragtirmalar gostermistir ki insanoglu i¢in gerekli kimyasal
maddelerin ayn1 zamanda mutajenik olabilecegi ve bu mutajenitenin aragtirilmasi
gerekliliginin 6nemi bir kez daha vurgulanmistir.

Ames testi yliksek duyarlilikta iyi yapilandirilmis bir metottur ve Ames
testinde kullanilan Salmonella’yr mutasyona ugratabilen her kimyasal ayni
zamanda hayvanlarda da kansere sebep olabilmektedir.

Su anki ¢alisma sonucunda bulunanlarin yami sira farkli kisa-donem
testleriyle yapilacak daha ileriki ¢aligsmalar, ilag 6n maddesi olarak benzinidenilin

ve tiirevlerinin kullaniminin faydali olabilecegi yoniindedir.
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