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Bu calismada, ilac 6n maddesi olarak sentezlenmis olan ii¢ farkh 9 Siibstitiie
Fenantren tiirevleri, Ames / Salmonella / Mikrozom Test yontemi kullanilarak,
Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslar1 yardim ile mutajenik
potansiyelleri acisindan test edilmistir. Bunun icin, her iki sus, mikrozomal enzimler
iceren metabolik aktivasyon (S9) varhginda ve yoklugunda, her bir test maddesinin
bes ayr1 dozu ile iki bagimsiz deneyle arastirnlmistir. S9 yoklugunda, pozitif kontrol
olarak TA 98 icin, 4-nitro-o-fenilendiamin (NPD) ve TA 100 icin sodyum azid
(AZD), S9 varhginda ise, her iki sus icin 2-Aminofluorene (2-AF) kullanilmstir.
Negatif kontroller icin, dimetil siilfoksit (DMSQO) ve spontan kontrol gruplar:
kullamilmistir. Test sonuclari, yapilan bu iki deneyin ortalamasi alinarak, pozitif ve
negatif kontrol gruplan ile karsilastirllmis ve degerlendirilmistir. Bu sonuclara
gore, test maddelerinden, 9-[4,5-di-(4-metoksifenil)-2H-imidazol-2-il]-fenantren’ in
TA 98 icin, S9 yoklugunda mutajenik aktiviteye sahip oldugu, TA 100 i¢in ise, S9
varhiginda mutajenik etkiye sahip oldugu bulunmustur. 9-[2H- benzotiazol-2-il]-
fenantren maddesinin, S9 yoklugunda her iki sus icin de mutajenik aktiviteye sahip
oldugu bulunmustur. 9-[1H-fenantro-(9,10-d)-imidazol-2-il]-fenantren’ in ise, TA
100 icin mutajen olmadig1 ancak, TA 98 icin mutajen oldugu tespit edilmistir.
Gozlenen mutajenik etkinin, metabolik aktivasyona bagh olarak ortaya ciktig

diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Ames Test, Fenantren Tiirevleri, Mutajenite, Metabolik
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Master of Science Thesis

AN INVESTIGATION OF MUTAGENIC ACTIVITIES OF
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In this study, three different 9-substitiie phenantrene derivatives that were
synthesized to be used as basic matter for drug were tested for mutagenic potency in
strains TA 98 and TA 100 of Salmonella typhimurium by using Salmonella
Mutagenity Test. Therefore, both test strains were tested in the absence or presence
of S9 metabolic activation, for five different doses of each test substances in two
paralel independent experiments. Results were evaluated by calculating avarage of
two experiments. At the absance of S9, 4-nitro-o-fenilendiamine (NPD) was used as a
positive control for TA 98, sodyum azid (AZD) was used as a positive control for TA
100. At the presence of S9, (2-AP) 2-Amino-Fluorene was used as a positive control
for both test strains. Solvent Dimetyl Sulphoxid (DMSO) and spontane control
groups were used as a negative control groups data. So that, 9-[4,5-di-(4-
methoxyphenyl)-2H-imidazol-2-il]- phenanthrene was found to be mutagenic for TA
98 in the absence and presence of metabolic activation. It was also mutagenic in TA
100 with metabolic activation. 9[2H-benzothiazole-2-il]-phenanthrene caused
frameshift mutagenicity in the absence of metabolic activation. 9-[1H-phenanthro-
(9,10-d)-imidazol-2-il]-phenanthrene caused frameshift mutation with and without
S9. This compound was non-mutagenic for TA 100.So mutagenic effecet may be

depend on the metabolic activation.

Key words: Ames Test, Phenanthrene Derivatives, Mutagenecity, Metabolic

Activation, Polisiclic Aromatic Hydrocarbons
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1. GIRIS

Cevre sorunu, diinyanin pek ¢ok yerinde 6zellikle son 20 yilda giincel
hayata girmis, acilen ¢oziim bekleyen bir sorun haline gelmistir. Ormanlarin
tahribatt ve erozyon, diizensiz schirlesme ve yesil alan azalmasi, kiyilarin
bozulmasi, sanayide kullanilan kimyasal maddelerin canlilar tizerindeki olumsuz
etkileri, niikleer enerjili termik santraller ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar
(PAH)’ 1n ekolojik dengede yapmis olduklar1 tahribat sadece Tiirkiye’ de degil,
diinyada da ¢oziimleri aranan sorunlar haline gelmistir. Tim bu bozulma ve
kirlenmeler, canlilarin sagligim tehtid edici boyutlara ulasmistir. Insan sagligini
yakindan ilgilendiren ve olumsuz yonde etkileyen diger bir faktor de, sayilari
milyonlar1 bulan ve her giin yenileri sentezlenen, kimyasal maddelerdir [1, 9, 18,
20, 35, 42, 46, 53, 78, 83].

Kimyasal maddelerin birgogu, canlilarin kalitsal bilgisinde degisikliklere
yol acan, genotoksik ve karsinojenik etkilere sahip olan maddelerdir. Genellikle,
dogrudan veya metabolize edildikten sonra karsinojenik etki gosteren bu kimyasal
maddeler, ayn1 zamanda mutajenik olarak da kabul edilmektedirler. Ancak, tiim
mutajenik maddelerin, karsinojen etki gdstermedikleri de bilinmektedir. Ornegin,
sodyum nitrit, ¢cok etkili bir mutajen olmasina ragmen, kansere neden oldugu
heniiz ispat edilememistir. Bunun nedeni, mutasyonun kalitsal materyali dogrudan
etkilemesi, kanserin ise, ¢ok asamali biyolojik olaylar sonucu olusmasidir. Bu
nedenle, kimyasal maddelerin mutajenler ve karsinojenler diye iki ayr1 grupta
incelemesi yerine, ‘‘mutajen / karsinojen’’ler olarak tek bir grupta incelemesi
daha uygun olacaktir [6, 9, 48, 67, 70, 79].

Kimyasal karsinojenlerin, genetik materyal iizerindeki etkileri yapilarindan
dolay1 farkl1 diizeyde olabilir. Ornegin, primer karsinojen olarak bilinen kimyasal
maddeler, molekiil yapilar1 itibari ile, kimyasal ve biyolojik olarak aktif
bilesiklerdir. Bu maddeler, ¢ok cabuk serbest degisken (free radical) haline
doniisebilirler ve hiicresel makro-molekiillerle (DNA, RNA ve protein) dogrudan
reaksiyona girerek, onlarin yapilarinda degisiklige neden olabilirler. Bu gruba;
alkilleyici maddeler (peroksitler, epoksitler, azot ve kiikiirt bilesikleri, etilen imin-

imidler, kloroalkik eterler ve doymamus laktonlar), inorganik kimyasallar (nikel,



kobalt, kursun, krom, titanyum, manganez, kadmiyum ve berilyum) ve bazi trifenil
metan boyalari girer [9, 48, 67, 79, 86].

Sekonder karsinojen diyebilecegimiz grup ise, daha genis bir yelpazeye
sahiptir. Bu maddeler, kimyasal ve biyolojik acidan aktif degildir. Ancak, ¢ok
cabuk primer hale doniip, aktiflesebilirler. Bunu, ya kendiliginden veya kimyasal
yollarla hidrolize olarak yaparlar ya da 6zgiil metabolik aktivasyonlar sonucu
gerceklestirirler. Bu yiizden, ‘‘pro-karsinojen maddeler’’ olarak da bilinirler. Bu
gruba; polisiklik ve heterosiklik aromatik hidrokarbonlar, aromatik ve heterosiklik
aminler, azo boyalari, alkil triazinler, dialkil hidrazinler, nitrosaminler, nitroariller
nitrofuran tiirevleri, asafamidler, klorlu hidrokarbonlar, alfoksiller ve karbomatlar
girer [9, 17, 26, 43, 45, 86, 93, 95, 97].

Son grup karsinojenler; kendileri karsinojenik etkiye sahip olmayan, ancak
primer ve sekonder karsinojenlerin etkilerini arttirabilen maddelerdir. Bu yiizden,
‘‘ko-karsinojen maddeler’’olarak da bilinirler. Bu gruba; forbol esterleri, antralin,
katekol, n-dodekan ve benzo-a-pyran girer. Ayrica, sigara dumani, is ve katran
gibi maddelerin de ko-karsinojen madde igerdikleri bilinmektedir [6, 7, 39, 86, 87
96].

Diinya Saglik Teskilat1 (WHO) raporlarina gore, kansere bagl 6liimler her
y1l milyonlar1 bulmaktadir. Bunun nedenlerinden biri, mutajen ve karsinojenlerle
dolu bir ¢evrede yasiyor olmamizdir. Bu konuyla ilgili diger carpici agiklamalar,
Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurulusunca (IARC) da yapilmaktadir [9].

Mutajen ve karsinojen maddelere, maruz kalmanin bir¢ok yolu olabilir.
Bunlarm baginda, diyet yoluyla aldigimiz kimyasal maddeler yer alir. Ozellikle,
gidalarin kizartma, 1zgara ve kozlenmesi sirasinda olusan; heterosiklik aromatik
hidrokarbonlar (HAH) ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) gibi organik
bilesikler, potent mutajen ve karsinojendirler. HAH’ larin karaciger, kolon, meme
ve deri kanseri gelisiminde rol oynadigi bilinmektedir. Benzopyran, en karsinojen
PAH dir. Komiire damlayan yagin yanmasiyla olusur ve dumanla birlikte pisen
ete bulasir. Ayrica, nitrozo bilesikleri (NOB) tuzlu, tursu, nitrit ve nitrat ile
muamele edildiklerinde olusur. Agizdan aliman NOB’ ler karsinojen etkisi
gosterebilir. Ciinkii, diyette bulunan nitrit ve aminlerden, endojen olarak agiz

boslugu ve mide de nitrozo bilesikleri olusabilir [7, 23, 51].



Ikinci sirada, endiistriyel kimyasallar, pestisitler, sa¢ boyalar1, kozmetik ve
ilaglar gibi yapay olarak hazirlanan kimyasallar yer alir. Endiistriyel kimyasallarin
basinda; aromatik aminler, 4-aminobifenil, benzidin, 2-naftilamin, benzen, vinil
klorid, bis eter, arsenik, asbestos, krom ve bilesikleri bulunur. Ilaglarda ise,
kansere neden olan kimyasal maddelerin basinda; alkilleyici ajanlar, klornafazin,
melfalan, hardal gazi, hormonlar ve dietilstil bestol gelir [53, 66, 99].

Ugiincii sirada, karsinojenlere maruz kalmanin en yaygin sekli olan; sigara
dumanu, su ve hava kirleticileri yer alir. Ozellikle, son yillardaki hizli niifus artist
ve agir1 kentlesme ile teknolojik gelismeler, su ve hava kirliliginde oldukga etkili
olmustur. Ornegin, 2000 yilinda baslayan izmir Biiyiik Kanal Projesi biinyesinde
yapilan ¢aligmalarda, endiistriyel atiklarin, agir metallere ilave olarak; poli-klorlu
bifenil (PCB) ve tiirevlerini, polisiklik aromatik hidrokarbonlari (PAH), klorlu
benzofuranlar1 ve dioksin gibi kalic1 ve dayanikli organik kirleticileri olusturdugu
belirlenmistir. Suda dogal olarak parcalanamayan bu bilesiklerin, gida zinciri ile
baliklara ve onlar1 yiyen insanlara da gectigi, baliklarda oldugu kadar insanlarda
da biriktigi saptanmistir. Baliklarin ve insanlarin yag dokularinda uzun yillar
kalabilen bu bilesiklerin, stres ve acliga bagli durumlarda, 6zellikle insanlarda
akciger, deri ve mesane kanserine neden olduklari tespit edilmistir. Ayrica, klorlu
organik kirleticilerin, dioksinlerin ve PAH’ larin , hem baliklarda hem de insanda,
sitokrom P450 1A enziminin miktarin1 ve aktivitesini arttirdigi belirlenmistir [9,
14, 18, 20, 35, 42].

Kimyasal maddeler, dogal olabilecekleri gibi, metabolik olaylar ile de
olusabilir (n-nitrozo bilesikleri, bisiilfir ve hidroksaminler gibi) veya laboratuvar
ortaminda sentezlenebilir. Bugiin bir¢ok ila¢ 6n maddesi, hastaliklarin tedavisi
amaglanarak, sentezlenmektedir. Ornegin, fenantren diazo-analoglarinin (malaria
tedavisinde kullanilir) sentezlenme sebebi, malaria hastaliginin tedavisinde ¢ok
yogun olarak kullanilan antimalarial ilaglarin artik yetersiz kalmasi, yani hastaliga
neden olan canlinin bu ilaglara direnglilik kazanmasidir [92, 95, 100].

Bu caligmada, her giin ¢ok cesitli ve farkli sekillerde maruz kaldigimiz
kimyasal maddelerin, yapi-etki veya doz-etki iligkilerini ortaya koymak amaciyla,
ilac 6n maddesi olarak sentezlenen ii¢ farkli 9-substitue fenantren tiirevleri

Ames/Salmonella/Mikrozom Test yontemi ile degerlendirilmistir.



1.1. Kromozom Yapisi

Hiicre ¢ekirdeginde boliinmenin olmadigi donemlerde, kalitsal madde
ince iplik¢ikler halinde bulunur ve ‘‘ kromatin’> adin1 alir. Kromatin, DNA ve
onun paketlendigi ‘‘histon’’ proteinlerinden olusur. Kromatin iplikgikleri, hiicre
boliinmesi bagladiginda; kisalir, kalinlasir, kivrilir ve ‘‘kromozom’’ admi alir.
Kromozom i¢in, kalitsal materyalin yogunlagsmis ve sekillenmis hali de denebilir
[10, 38, 41, 65, 82, 89].

Kromozomlarin morfolojik 6zellikleri en ¢ok mitotik metafaz evresinde
incelenir. Kromozomlarin en kisa ve en belirgin olduklar1 bu evrede; sentromer,
ikincil bogum ve telomer olmak {iizere iic kisimdan olustugu go6zlenir.
Kromozomlarin iki kolunu birbirinden ayiran primer boguma ‘‘sentromer’’ denir.

Sentromeri ortada olan kromozomlara ‘‘metasentrik’’, sentromeri uca yakin olan

(X3 3

kromozomlara ‘akrosentrik’’, sentromeri olmayanlara ‘‘asentrik’’kromozomlar
denir. Sentromeri olmayan bir kromozom bodliinmeye katilamaz. Ayrica,
metasentrik ile akrosentrik kromozomlar arasinda bir yapiya sahip olan
“‘submetasentrik’’> kromozomlar, birbirine esit olmayan iki kola sahiptir (Sekil
1.1). Sentromerler, kinetekor kisimlarindan ig ipliklerine baglanarak, hiicre
boliinmesi sirasinda kromozomlarin kutuplara ¢ekilmesini saglarlar. Sentromerde
bulunan kinetekor bolgesi, sadece ig ipliklerinin kromozoma baglandigi donemde
belirgin olarak fark edilir. Kromozomlarin ug bolgesine ise, ‘‘telomer’’ denir. Bu
bolgeler, DNA uglarinin niikleaz enzimlerinden korunmasi ile diger acik uglu
DNA molekiilleri ile birlesmesini engeller. Kromozomlarda, ikincil yap1
(sekonder bogum) nukleus yapict bolge (NOR) olarak taninir ve genellikle her
genomda, bir veya birka¢ kromozom da bulunur. NOR bdlgesinde, rRNA’ nin
genelde S alt {nitelerinin traskripsiyonundan sorumlu genler bulunur.
Kromozomun bu kisimlari, karyotip analizlerinde, onlarin daha kolay
taninmalarinda yardimci olur. Bazi kromozomlarda, 6zellikle sekonder

bogumlarin tasidig “‘satellit’’ denilen kii¢iik bir yap1 bulunur ve bu kromozomlar

“‘sat kromozomu’’ adm alir (Sekil 1.2) [10, 27, 28, 34, 37, 41, 65, 82, 89].



Metasentrik Submetasentrik Akrosentrik
Kromozom Kromozom Kromozom

Sekil 1.1. Sentromerin yerine gore kromozom tipleri (27)

sekonder el
bogum satell
(uydlu) sekonder ] .
bojum satellit
matriks ; (uyiu)
matriks
nucleozom
(kromomer)
sentromer  Pirimer bogum 5 \
(knetokor) sentromer  Pirimer bogum
{kinetokor)
(2) (b)

Sekil 1.2. Kromozomlarin yapisi a) distan goriiniis b) igten goriiniis (27)



Kromozomlar farkli bantlama tekniklerine goére (G-,R-,Q-,C-
,sentromerik ve NOR) farkli koyulukta boyanirlar. Kromatinler iizerinde, geg
replikasyona ugrayan AT bazlari ile zengin ve daha ¢ok yapisal genlere sahip olan
bolgelere ‘‘heterokromatik bolgeler’” denir. Buna karsin, erken replikasyona
ugrayan, GC bazlar ile zengin ve daha ¢ok aktif gen bdlgelerine sahip olan
bolgelere de “‘eurokromatik bolgeler’’ denir. Bu bolgeler, bantlama teknikleri ile
farkli koyulukta boyanirlar ve kromozomlarin morfolojisi hakkinda bilgi verirler

[10, 27, 28, 34, 37, 41, 65, 82, 89].

1.2. Mutasyonlar

Mutasyon, kalitsal materyaldeki miktar, organizasyon veya igerigindeki
herhangi bir degisikligi ifade eder [89]. Mutasyon i¢in, genetik bilginin
bozulmaksizin depolanmasindaki basarisizlikta denebilir. Eger, depo edilmis
genetik bilgide herhangi bir degisiklik olursa, bu degisiklik bilginin ifadesine de
yansir ve replikasyon yoluyla aktarilir. Mutasyon, hem kromozomal hem de

genlerdeki degisimleri ifade edebilir [89, 65, 41, 38].

1.2.1. Kromozom Sayis1 Degisimleri (Genom Mutasyonlari)

Kromozom sayis1 canlilardaki tiirlere gore farklilik gosterir, ancak bu
say1 her tiir i¢in sabittir, degismez. Canlilarin gelismisliginde, kromozom sayisi
onemli degildir. Onemli olan, kromozomlar {izerindeki genetik sifrenin dizilisidir.
Canli bireyin her bir hiicresi, onun ait oldugu tiire 6zgii kromozom tasir. Eseyli
tireyen canlilarin gametlerinde bulunan kromozomlara “‘takim’’ ya da ‘‘genom’’
adi verilir ve ‘‘n’’ sembolii ile gosterilir. “‘n’’ kromozom sayisina sahip gametler,
monoploid (haploid) dir. Somatik hiicrelerde (viicut hiicreleri) ise, iki takim

kromozom bulunur ve ‘“2n’” sembolii ile gosterilir. Okaryotlarin ¢ogu diploid’ dir

ve iki takim kromozom tasir [10, 28, 41, 87]. iki grup altinda incelenir:

1.2.1.1. Euploidi (Oploidi)
Kromozom takimi sayisindaki degisimlerdir. Organizmada tek bir takim
kromozom bulunmasi seklinde veya bir takimdaki kromozomlarin hepsinin birden

sayisinin tam katlar halinde artmasi seklinde olabilir (Tablo 1.1)[10, 15, 65].



Tablo 1.1. Tam kromozom takimini kapsayan varyasyonlar (15)

Tip Mevcut Homolog Sayisi(n ) Ornek
Monoploid bir (n) ABC
Diploid iki (2n) AABBCC
Poliploid ikiden ¢ok
a) Triploid ii¢ (3n) AAABBBCCC
b) Tetraploid dort (4n) AAAABBBBCCCC
¢) Pentaploid bes (5n) AAAAABBBBBCCCCC
Monoploidi

Normalde diploid (2n) olan canli tiirlerinde ender olarak bazi bireylerin
hiicrelerinde sadece bir takim (n) sayida kromozom bulunur. Bu duruma
“monoploidi’> denir. Monoploidler, genellikle dollenmemis yumurtanin
gelismesiyle olusur (erkek bal arilari, esek arilar1 ve karincalar gibi). Bu olaya da
“‘partenogenez’’ denir. Bu yolla iireyen canlilarin, monoploid erkekleri ve diploid
disileri vardir. Monoploidi, kendiliginden olabilecegi gibi, dis etkenlerle de
gerceklesebilir (15, 89). Ayrica, monoploidler, bitki yetistiriciliginde de cagdas
yaklagim i¢in 6nemli rol oynamaktadir. Yeni bitki genotipi yaratmak igin, dnce
monoploidler iiretip, sonra kromozomlar1 iki katina ¢ikarilarak, {iretken

homozigot diploid hatlar gelistirilmektedir [15, 41, 89].

Poliploidi
Bir genomdaki kromozom takimimin hepsinin birden ikiden fazla
katlarda artmasidir. Bu olay sonunda, 3n, 4n, 5n ve daha yiiksek katsayili

kromozomlara sahip bireyler olusur [15, 41, 89].

1.2.1.2. Aneuploidi (Anoploidi)

Bir takimdaki kromozomlardan birinin ya da birkacinin sayisinin
degismesi olayina ‘‘aneuploidi’’ denir. Aneuploidi, mayoz bdoliinmedeki
ayrilmama (nondisjunction) olayindan kaynaklanir. Ayrilma (disjunction), niikleer
boliinme sirasinda kromozom ya da kromatitlerin karsit kutuplara normal olarak
ayrilmasidir. Ayrilmama ise, bu olayin basarisizligidir ve karsit gruba higbirisinin

gitmemesi ile sonuglanir. Kromozomlar, birinci ya da ikinci boliinmede, ayrilma



basarisizligina ugrayabilirler. Her iki halde de haploid sayidan fazla ya da eksik
sayida gametler tretilir. Aneuploidi’ nin ¢esitli tipleri 8 kromozomlu Drosophila

ornek alinarak Tablo 1.2 de gosterilmistir. [15, 41, 64, 89].

Tablo 1.2. Ancuploidi’ yi Tamimlayan Terimlerin Listesi, 8 Kromozomlu
Drosophila bir 6rnek olarak alinmistir( X,X,2,2,3,3.,4,4) (15).

Tip Formiil Kromozom sayisi Ornek
Normal 2n 8 X,X,2,2,3,3,4,4
Monosomik 2n-1 7 X,X,2,2,3,4,4
Nullisomik 2n-2 6 X,X,2,2,4,4
Polisomi
a) Trisomik 2n+1 9 X,X,2,2,3,3,4,4,4
b) Tetrasomik 2n+2 10 X,X,2,2,3,3,3,3,4,4
Monosomi

Diploid bir bireyde tek bir kromozomun eksik olma durumudur. Mayoz
sirasinda ayrilmama sonucu olusan (n-1) gameti ile normal ayrilma sonucu olusan
n gametinin birlesmesi sonucu (2n-1) formiilii ile gosterilen , monosomik zigot

meydana gelir [15, 41, 8]

Nullisomi

Bir organizmada, bir kromozomun homologu ile birlikte hic
bulunmamasi durumudur. Ayni ¢esit kromozomu kaybetmis iki aneuploid (n-1)
gametin birlesmesi sonucu (2n-2) formiilii ile gosterilen nullisomik zigot meydana

gelir [15, 41, 89].

Polisomi

Bir takimdaki kromozomlardan birinin ya da birkacinin artmasi
durumudur. Polisomi, artan kromozom sayisia gére farkli isimler alir. Ornegin,
bir (n+1) gameti ile (n) gameti birlesirse, (2n+1) trisimik zigot olusur. Ya da iki
tane (n+1) gameti birlesirse, (2n+2) tetrasomik zigot meydana gelir. Yani, trisomi

ve tetrasomi birer polisomi 6rnegidir [15, 41, 89].



1.2.2. Kromozom Yapis1 Degismeleri (Kromozom Mutasyonlar)
Kromozomlarin yapisinda meydana gelecek olan degisimler, kalitsal
bilgide de degisime neden olabilir. Yani, kromozomlarin bazi parcalarinin
artmasi, azalmasi veya yer degistirmesi, kalitsal maddenin degisimine yol agar.
Ancak, bu tip olaylarda kromozom sayis1 sabit kalir. Kromozomlardaki yapisal
degisimler farkli sekillerde olsa da, hepsinin kdkeninde; kromozomu olusturan
kromatitlerin birinde, bir ya da birden fazla meydana gelen kirilmalar ve yeniden
birlesmeler yer alir. Bu kirilmalar, hi¢bir etken olmadan kendiliginden olabilecegi
gibi, X, UV, gama 1sinlari, fiziksel stres ya da kimyasal maddeler gibi dis etkenler
tarafindan da olusturulabilir [38, 65, 89]. Kromatid tipi kirilmalarda, iki
kromatidden sadece birinde kirilma olur ve genellikle kirik u¢lu parcalar birbirine
yeniden yapisir. Kromozom tipi kirilmalarda ise, bir kromozomun iki kromatidi
aynt anda, ayni yerden kirilir. Bdylece, kromozomun bir yani sentromerli
(sentrik), bir yan1 sentromersiz (asentrik) hale gelir [27, 65, 82, 84, 89].
Kromozom yap1 degisimleri farkli sekillerde olabilir [89].

1.2.2.1. Delesyon
Kromozomlarin, ucundan ya da aradan herhangi bir bolgeden parca
kaybetmesi durumudur. Kromozomdaki parca kaybi u¢ bolgeden ise ‘defisiyens’,

aradan herhangi bir yerden ise ‘‘delesyon’’ adini alir [10, 82, 84, 89, 91 |.

1.2.2.2. Dublikasyon

Kromozomlarin, herhangi bir parcay1 fazla sayida tagimasi durumudur.
Bu olayda, kromozom belirli bir pargay1 yani o kistmdaki genleri iki veya daha
fazla sayida tasir. Delesyonun tam aksine, kromozomda bir par¢a ¢ogalmasi

meydana gelir [82, 89].

1.2.2.3. inversiyon
Kromozomlarin, iki kirik arasinda kopan bir pargasimi 180° donerek,
ayn1 yere yapigsmasit durumudur. Bdylece, olusan yeni kromozomda, sadece

tasidig1 genlerin dizilisi degismis olur [82, 89].



1.2.2.4. Traslokasyon

Homolog olmayan kromozomlarda, kromozom pargalarinin yer
degistirmesi durumudur. Yer degistiren parcalar esit veya farkli biiytikliikte
olabilir. Bazen homolog olmayan kromozomlarda sentromere yakin yerlerde
kopma ve onu izleyen parga degisimi olur. Boylece biri biiylik, biri de kiigiik iki
kromozom meydana gelir. Kiigiik kromozom doélde kaybolabilir ve baslangictaki
iki akrosentrik kromozomdan tek bir metasentrik kromozom meydana gelmis olur.

Yani, o tiiriin diploid kromozom sayisinda bir azalma meydana gelir [82, 89].

1.2.3. Gen Mutasyonlari

Gen mutasyonlar1 ya da diger adiyla ‘‘nokta mutasyonlari’’, DNA’ da
bulunan bazlarin veya niikleotid dizilerinin degisimi sonucu olusur. Bu
degisimler, o genin kodladigi enzimin tamamen yok olmasina ya da etkisinin
azalmasina neden olur. Bir gen yaklasik 1000-1500 niikleotidden olusur. Her
niikleotid bazinin mutasyona ugrama ihtimalinden dolayi, bir genin en azindan
baz ¢ifti sayis1 kadar mutasyon ¢esidi olabilir [13, 22, 24, 41, 71, 89].

Mutasyonlar, genetik calismalarin temelini olustururlar. Ancak, bu
caligmalarda kullanilacak ya da goézlenecek organizmanin se¢imi de oldukga
onemlidir. Bazi organizmalar olduk¢a kisa olan hayatlar1 boyunca kolay
taninabilecek ve c¢alisilabilecek  mutasyonlarin uyarilmasina uygundur. Bu
yilizden, mutasyon ¢aligmalarinda viriisler, bakteriler, mantarlar, meyve sinekleri,
bazi bitkiler ve fareler oldukca sik kullanilirlar [10, 27, 89].

Gen mutasyonlarinin olusumlart kendiliginden gergeklesebilecegi gibi,

bazi mutajenler tarafindan da tetiklenebilir.

1.2.3.1. Gen Mutasyonlarimin Siniflandiriimasi

Gen mutasyonlart farkli sekillerde smiflandirilabilir. Ancak, bu
simiflandirma sekilleri temelde birbiriyle etkilesim halindedir ve mutasyonun
hangi 6zelliginin tanimlandigina baglidir. Bu dogrultuda, gen mutasyonlar1 ii¢

grup altinda incelenebilir [89].
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Kendiliginden Olan ve Uyarilmis Mutasyonlar

Genelde tiim mutasyonlar, spontan ya da uyarilmis olarak tanimlanirlar.
Spontan mutasyonlar, sadece dogada olan mutasyonlardir ve olusumlar ile ilgili
olarak higbir 0zgiin etken yoktur. Genellikle, genlerin niikleotid dizilerinde
rasgele olan degisiklikler olarak kabul edilirler. Bu mutasyonlarin ¢cogu, genlerin
azotlu bazlarmin yapisini degistiren, organizmadaki normal kimyasal siirecle
ilgilidir. Bu silirecin ¢ogunlugu, enzimatik DNA replikasyonu sirasinda
gerceklesir. Genetik sifrede meydana gelen bir hata, kodlanan proteinin amino asit
dizisine yansir. Bu da, olusan proteinin yapisinda ya da fonksiyonlarinda degisim
meydana getirir ve fenotipte kendini gosterir.

Uyarilmis mutasyonlar ise, herhangi bir yapay faktoriin etkisi ile olusur.
Hiicredeki kimyasal etkilesim, dogal olaylarin etkisi ile yeni mutasyonlarin ortaya
cikmasinda etkili olabilir. Ornegin, giinesten gelen ultraviyole radyasyonu ile
kozmik ve mineral kaynakli radyasyonlar, mutajenik etkiye sahiptir. Ayrica, bir
cok kimyasal madde ¢esidinin de (besinlerdeki dogal kimyasallar ya da yapay
kimyasallar) mutajenik oldugu bilinmektedir [27, 89].

Gametik ve Somatik Mutasyanlar

Mutasyonlarin, gametik ya da somatik olusu, onlarin etkilerini
degerlendirmede onem kazanir. Gametler, esey (iireme) hiicreleridir ve mayoz
boliinme sonucu olusturulurlar. Gamet ya da gameti olusturan dokularda meydana
gelen mutasyonlar yeni nesillere dogrudan aktarilir ve yeni nesillerin tim
hiicrelerinde kendini gdsterir. Dolayisiyla, gametik mutasyonlar, etkileri
bakimindan olduk¢a 6nemli degisimlere neden olurlar. Ancak, somatik hiicreler
de olusan mutasyonlar, gelecek nesillere dogrudan aktarilmazlar. Ciinki, bu tiir
mutasyonlarin ¢ogunun ifadesi genellikle dominant alel genler tarafinda

maskelenir [27, 89].

Mutasyonun Diger Kategorileri
Mutasyonlar, fenotipik 6zelliklere, besinsel ve biyokimyasal 6zelliklere,
davranigsal Ozelliklere, letal ve kosullu oluslarmma gore de siniflandirilabilirler.

Morfolojik bir 6zelligi etkileyen mutasyonlar, mutantlarin normal ya da yabanil
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tip fenotiplerinden sapmalarini temel alir ve kolaylikla fark edilir. Besinsel ve
biyokimyasal mutasyonlar, bakteri veya mantar gibi canlilarda bir amino asidi ya
da bir vitamini sentezlemedeki basarisizliktir. Bu tip mutasyonlar, sadece o canliy1
etkiler. Eger mutasyon, bir organizmanin gilinlik yasamimi veya eslesme
davranigini etkiliyorsa, bu tip mutasyonlara ‘‘davranis mutasyonu’’ denir. Letal
mutasyonlar, organizmanin yasaminda zorunlu olan maddelerin yok olmasina
neden olur ve 6ldiiriictidiir. Besinsel ve biyokimyasal mutasyonlar, letal olabilir.
Ornegin, bir bakteri yasamas: i¢in gerekli olan bir amino asidi sentezleyemiyorsa
ve o amino asidin olmadig1 bir ortama konuyorsa, bakteri yasayamaz ve Oliir.
Kosullu mutasyonlar ise, belirli sartlar altinda kendini gosterebilen
mutasyonlardir. Buna en iyi 0rnek, bir ¢ok organizmada bulunmus olan isiya
duyarli mutasyonlardir. Bazi tolore edici sicakliklarda, mutant gen {iriinii normal
olarak calisir. Ancak, kisitlayict sicaklikta fonksiyonel becerisini kaybeder. Bu
asamada, mutasyonun etkisi belirginlesir. Kosullu mutasyon c¢aligmalari, deneysel
genetikte Ozellikle organizmalarin yasami i¢in mutlak gerekli olan genlerin

fonksiyonunu anlamada 6nemli olmaktadir [27, 89].

1.2.3.2. Mutasyonlarin Olusum Sekilleri

Yapist hayli sabit olan kalitsal bilginin uygun tarzda depolanmasi
aksarsa , degisik mutasyonlar ortaya ¢ikar. Eger depolanmis bilgide bir degisiklik
olursa, bu degisiklik replikasyonla ¢ogalir, artar ve kalitsal bilginin ifadesine
yansir. Kalitsal bilginin temelini olusturan gen, depolanmis kimyasal bilgiyi
temsil eden niikleotid ¢iftlerinin lineer dizisi olarak kabul edilir. Genetik sifre ti¢lii
yapiya sahiptir ve ii¢ niikleotidin her dizisi ilgili proteinde tek bir amino asidi
belirler. Bu dizileri ve sifrelenen bilgiyi bozan her etken, mutasyona neden olur.
Bu etkenler, mutasyonun olus seklini de belirler [27, 82, 89].

Kalitsal bilginin degisiminde en basit olan1 , bir niikleotidin yer degistir-
mesi (substitiisyonu) dir. Boyle bir degisiklik, genetik kodla uyumlu olmasi i¢in
tic harfli kelimeler kullanilarak yazi diliyle ifade edilmistir. Bu ifade de, bir harf
degisikligi ciimlenin anlamini degistirebilir: ““The cat saw the dog’’ (kedi kopegi
gordii); “‘The cat saw the hog’’ (kedi domuzu gordii.) veya ‘‘The bat saw the

dog’’ (yarasa kopegi gordil) ye doniisebilir ve ortaya yanlis anlam (missense)
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cikar. Bu tip degisimler, nokta mutasyonlari veya baz yer degistirmeleri
analogudur ve dizinin anlamini1 bozar. Niikleotid yer degistirmeleri iki pirimidin
arasinda ya da iki piirin arasinda gergeklesirse, ‘‘transisyon’’ (gecis), bir piirin ve
bir pirimidin arasinda gergeklesirse, ‘‘transversiyon’’ (degisim) adim alir [3, 27,
10, 41, 49, 70, 82, 89].

Kalitsal bilginin degisiminde diger bir durum ise, gen i¢inde herhangi bir
noktaya bir ya da daha fazla niikleotidin insersiyonu (girmesi) veya delesyonu
(¢ikmasi) seklindedir. Tek bir niikleotidin kaybedilmesi veya eklenmesi, tiim {iglii

(3

genetik sifrenin degisimine neden olur ve ‘‘cerceve kaymasi’’mutasyonu olarak

tanimlanir (Sekil 1.3).

THE CAT SAW THE DOG

Bir harfin Bir harfin Bir harfin
degismesi kaybi1 katilmasi

\ 4 v \ 4
Yer degistirme(Subtitiisyon) Eksilme ( Delesyon) Katilma (insersiyon)

THE CAT SAW THE DOG THE ATS AWT HED OG THE CMA TSA WTH EDO G
THE CAT SAW THE HOG

THE BAT SAW THE DOG C’ nin kayb1 M’ nin girmesi

Nokta mutasyonu Cergeve Kaymasi Mutasyonu  Cerceve Kaymasi Mutasyonu

Sekil 1.3. Nokta ve cerceve kaymasi mutasyonlarina analoji olarak ii¢ harfli
kelimelerden olusan bir ciimlede, bir harfin yer degistirmesi, eksilmesi ve
katilmasi etkisi (89)

Tiim bu degisimlerin farkli olusum sekilleri olabilir. [27, 89]

Tautomerik Degisimler

Watson ve Crick, niikleotid bazlarmin hidrojen baglarindaki degisimin
yeni tautomerik formlara doniisebilecegini ve bu tautomerik degisimlerinde
mutasyona neden olabilecegini ortaya koymuslardir. Tautomerler, yapisal
izomerler olarak ifade edilebilir ve sitozin-adenin bazlarinin amino-imino formlari
ile timin-guanin bazlarmin keto-enol formlarmi igerir. Ornegin, adenin, normal
olarak timinin keto (C=0O) grubu ile komplementer olan ve hidrojen atomu temin

eden amino (NH;) grubu tasir. Tautomerik degisimin ardindan, adenin’ in amino
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formu imino formuna dontisiir. Adenin’ nin tautomerik formu, sitozin’ le komple-
menterlik ilkesine aykir1 olarak birlesir. Timin’de de benzer bir tautomerik
degisim olusur ve onu keto formundan ender goriilen enol formuna doniistiiriir.
Bu durumda iken de baz, guanin’ e baglanir. Yani, bu tiir bir kayma, molekiiliin

bag 6zelligini degistirebilir ve mutasyona neden olabilir [4, 27, 37, 82, 87].

Baz Analoglan

Yonetici molekiillerin sentezi sirasinda, piirin ve pirimidinlerin yerine
gecebilen molekiillere “‘baz analoglart’’ denir ve bunlar genellikle mutajenik
kimyasallardir. Ornegin, 5-Bromo-urasil (5-BU) bir timin analogudur ve ¢ogu
zaman keto formundadir. Ancak, metil grubu yerine brom atomu gecerse,
tautomerik degisime neden olur ve guanin’ le eslesmeye uygun hale gelir. Yani, 5-
BU Timin yerine DNA’ ya girerse ve enol formuna neden olan tautomerik bir
kayma olursa, 5-BU guanin’le eglesir. Boylece, 5-BU adenin’e es olarak
inkorpore olur ve A-T yerine G-C substitiisyonunu verir. Ayrica, 5- BU’ nun
DNA’ daki varlig1 mutajenik olan UV 1s18ina kars1 duyarliligi arttirir. Mutajenik
olan bagka bir baz analoguda, 2-amino piirin’ dir. Bu bir adenin analogudur.
Adenin yerine inkorpore olur ve sitozin’ le eslesir ya da once sitozin’ le sonra da

timin’ le eslesir [15, 27, 37, 89].

Alkilleyici Ajanlar

Kopya hatalarinin aksine, niikleotid yapisindaki dogrudan degisimler,
nitréz asidi veya azot hardali gibi alkilleyici ajanlar tarafindan da
gergeklestirilebilir. Azot hardali, etil metan siilfonat (EMS) ve etil etan siilfonat
(EES) gibi alkilleyici ajanlar iki yolla mutasyona neden olurlar. Bunu ya, guanine
metil ya da etil grubu ilave ederek ve bu durumda adenin baz analofu gibi
davranmasina neden olarak, eslesme yanlisina yol agar. Ya da, alkillenmis guanin
bazlarinin kaybina yol agar (depiirinasyon). Bdylece, DNA zincirinde agiklar
meydana gelir ve bu da DNA replikasyonunu etkiler veya kisaltilmis niikleotid
dizisine yol agar (¢er¢eve kaymasi mutasyonu) [15].

Proflavin ve akridin turuncusu gibi akridin boyalar1 da diger bir

mutajenik kaynaktir. Bunlarin DNA molekiilii tizerinde dogrudan etkileri vardir.
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Tek bir DNA zinciri igindeki komsu piirin bazlar1 arasina girerler ve bir
niikleotidin kaymasina ya da ilavesine neden olurlar. Bundan dolay1 akridin
boyalar1; baz analoglari, nitr6z asit, hidroksilamin ve alkilleyici ajanlarin aksine
transisyonel degisim ilkesinden farkli etki gosterirler. Yani, ¢erceve kaymasi

mutasyonuna neden olurlar [15, 16, 27, 61, 89].

Apiirinik Bolgeler ve Diger Lezyonlar

Bir cift-sarmal DNA molekiiliinde, piirin halkasinin 9-N’unu d-ribozun
1.C’ una baglayan glikozidik bagin kirilmasiyla olusan bolgelere *‘apiirinik
bolgeler’> (AP bolgeler) denir. Burada, azotlu bazlardan biri (siklikla G veya A)
spontan olarak kaybedilir. Bir AP bélgede bir azotlu bazin yoklugu, eger ilgili
zincir transkripsiyon ve translasyona ugramaktaysa, genetik kodu degisir. Eger
replikasyon olursa, AP bdlge kalip olarak uygun olmayacak ve replikasyonun
durmasina neden olacaktir. Eger, yapiya bir niikleotid girmisse, genellikle
yanlistir ve diger bir mutasyonun olmasina neden olacaktir (65, 89). Diger
lezyonlarin bazi mutasyonlarin kaynagi oldugu bilinmektedir. Ornegin,
oksidasyon reaksiyonlar1 sonucunda olusan, hidrojen peroksit ve siiperoksit gibi
oksijen radikallerinin (reaktif molekiiller) aktif formlar1 DNA bazlarina zarar
verebilirler ve replikasyon sirasinda yanlis eslesmelere neden olabilirler [15, 27,

82, 89].

Ultraviyole Radyasyonu ve Timin Dimerleri

UV diisiik oranda delip-gegici 6zellikte oldugundan, germ dokularinin
UV i1smlamast mutajenik etkiyi ortaya c¢ikarir. UV radyasyonu, kromozom
mutasyonuna da neden olmakla birlikte, etkisi X 1smindan daha az oldugu igin
genelde ‘‘nokta mutasyonu’’ arastirmalarinda kullanilmaktadir. UV’ nin ¢ok uzun
dalga boyu bulundugundan (iyon iiretemez), kendini direkt absorbe eden bilesikler
tizerinde etkilidir. Hiicrede organik halka yapisina sahip olan piirin ve pirimidin
gibi bilesikler UV’yi dogrudan absorbe ederler. DNA’ nin UV isinlarini absorbe
ettigi 260nm dalga boyu, ayn1 zamanda bakterilerde mutasyon hizinmi arttiran en
uygun dalga boyudur. UV’ nin zararli etkisi 6zellikle iki timin bazi arasinda

dimerlerin olustugu pirimidinler iizerinedir. Sitozin-sitozin veya timin-sitozin
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dimerleri de olusabilir, ancak sayilar1 azdir. Boyle dimerler, DNA sarmalin1 bozar
ve uygun replikasyonu onler. Yani, UV radyasyonu ¢esitli DNA onciilerini ve
enzimlerini etkileyerek, bunlarin sonugta mutasyona yol agmasina neden olur [15,

82, 89].

2.3. Metabolik Aktivasyon

Organizmalarda meydana gelen ve yasam i¢in gerekli olan biitlin kimyasal
olaylara ‘‘metabolizma’’ ad1 verilir. Cok sik kullanilan ilaglarin, enzimlerin etkisi
ile kimyasal degisikliklere ugramasina ise; ‘‘biyotransformasyon’’ (metabolizma)
denilir. Biyotransformasyon sonucu ilaglar genellikle daha az etkili veya etkisiz
bilesikler haline getirilir. Bu yilizden biyotransformasyona, ‘biyoinaktivasyon’’
veya ‘‘detoksikasyon’® (zehirsizlenme) da denilir. [81] Bazen ilaglar,
biyotransformasyon sonucu daha etkili (kodein’in morfine, difenoksilat’ 1n
difenoksin’e doniisiimii gibi) ve/veya daha toksik (metil alkol’ {in formaldehid ve
formik asid’e, asetaminofen’in N-asetil-p-benzokinonimin’e doniisiimii gibi)
bilesikler haline doniisebilirler. Bu da, On- Ilag (Inaktif prekiirsér = Prodrog)
seklinde ifade edilebilir. Bazen de, etkisiz bir bilesik viicutta biyotransformasyon
sonucu etkili hale getirilebilir (Bakampisilin’ in Ampisilin’ e doniisiimii veya
Enalapril’ in Enalaprilat’ a doniisiimii gibi) [29, 96].

Biyotransformasyon sonucu ilaglar daha polar hale gelirler, lipid/su
partisyon katsayilar1 azalir ve suda ¢oziintirliikkleri artarak viicuttan daha kolay
atilirlar.  Viicutta sadece ilaglar degil, diger biitin kimyasallar da
biyotransformasyona ugrar. Besinle alinan dogal bilesikler disinda kalan ve cesitli
yollardan viicuda giren kimyasal maddelere, ilaclar dahil, ‘‘ksenobiyotikler’
denilir. Ilag disindaki baz1 ksenobiyotikler; besin aditifleri, insektisid ve fungusid
atiklar1, hava ve suyu kirleten atiklar, egzoz ve sigara dumani seklinde siralanir
[77]. Biyotransformasyon yapan enzimlerin bazilar1 az veya c¢ok tiim hiicrelerde
bulunur. Biiyiik kismu ise, spesifik olarak belirli organlarda (karaciger, GIS
mukoza ve liimeni, bobrek, akciger ve diger yapilardir) yer alir. Karaciger,
metabolizmada basrol oynayan organdir. Buradaki en Onemli fraksiyon;

mikrozomal enzimlerdir. Biyotransformasyonla ilgili enzimatik olaylar esas
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olarak iki fazda gergeklesir: Birinci Faz Reaksiyonlari; Oksidasyon, Rediiksiyon
ve Kopma’ dir. ikinci Faz Reaksiyonlar1 ise; Konjugasyon’ dur [81].

Oksidasyon, karaciger parenkima hiicresinin mikrozomal sitokrom P450
enzimleri tarafindan yapilir. Bunlara, karma fonksiyonlu ‘‘oksidazlar’’ veya
““monooksijenazlar’’ denir ve ilag molekiiliine oksijen sokarlar. Ayrica bu
sistemle esglidiimlii ¢alisan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz sistemi vardir.
Enzimin aktif noktas1 demir iyonudur. Halen varolan ilaglarin metabolizmasina en
fazla 5 mikrozomal enzim katkida bulunmaktadir [29, 33, 56, 62, 77, 81, 96].

Rediiksiyon, NADPH, FAD ve diger flavinlerin yardimiyla olur. Olaylarin
cogu aldehidlerin alkollere doniisiimii, Azo (N=N) grubunun aminlere doniisiimii
ve nitro grublarinin amin veya hidroksilamin grubuna doniisiimii seklinde olur.

Kopma, ya ila¢ molekiilinden bir grubun koparilmasi ya da molekiilii
olusturan daha ufak molekiillere ayrilmasi seklinde gergeklesir.

Konjugasyon, bir ila¢ veya onun metabolitinin molekiiliine bir radikalin
veya endojen bir molekiiliin kovalent bagla baglanmasiyla olur. Birisi hari¢
digerleri mikrozomal olmayan enzimlerle yapilir. Olaya ‘konjugasyon’, meydana
gelen irlinlere de ‘‘komjugat’’ adi verilir. Konjugatlar, genellikle daha kolay

atilabilen polar maddelerdir [81, 92, 63].

2.3.2. Mikrozomal Enzimler

[laglarin metabolizmasi, ¢ok sayida ve gesitte enzim gerektirdigi i¢in, bu
olay esas olarak karaciger hiicreleri igerisinde gergeklesir. Yani sira, akciger,
bobrek, barsak liimenindeki mikroflora, gastrointestinal mukoza ve daha birgcok
¢esidinde, enzimlerle ila¢ metabolizmasina katkida bulunulmaktadir. Cok sayida
ilag (penisilin G, atrakiiryum ve ilag 6n maddesi olan dipiron gibi) non-enzimatik
yikilmaya ugrar [72, 77, 81, 92].

Karaciger hiicrelerindeki Endoplazmik Retikulum’ da (ER), ilag
metabolize edici ‘‘mikrozomal enzim sistemi’’ vardir. Bunlar hiicrede ER’ un diiz
kisminda bulunur. Oksidasyon olaylarinin ¢ogu karaciger hiicresinin mikrozomal
enzimleri tarafindan yapilir. In vitro enzim incelemeleri i¢in, hiicre homojenize
edilirken ER membrani1 ‘‘mikrozom’® denilen Kkiirecikler haline donsiir.
Mikrozomal enzim sistemine, sitokrom P450° ye bagimli ‘‘karma fonksiyonlu

oksijenaz sistemi’’ de denir. Sitokrom P450, karaciger ER membranlarinda en

17



yiiksek miktarda bulunur ve bu miktar toplam protein igeriginin yaklasik %20 sini
olusturur. Bir hemeprotein olan sitokrom P450’ nin farkli fakat, genellikle ¢akisan
substrat 6zgiilliigii gdsteren bir ¢ok formu vardir. Bu da, karaciger monooksijenaz
sisteminin genig substrat Ozgiilliiglinliin bir gostergesidir. Ayrica, mikrozomal
enzim sisteminin diger énemli koplementerleri; bir flavo protein olan NADPH-
sitokrom P450 rediiktaz ve NADPH’ den sitokrom P450’ ye elektron tasiyan bir
lipid olan sitokrom bs’ dir [9, 10, 52, 58, 81].

Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin (PAH) metabolizmasindaki ilk
kritik basamak, bir elektron trasport sistemi igeren, oksidatif bir reaksiyondur. Bu
elektron transport sisteminde sitokrom P450, oksidasyon - rediiksiyon bileseni
olarak gorev goriir. Monooksijenazyon reaksiyonlarinda, molekiiler oksijenin bir
atomu suya rediiklenir, digeri substrata katilir. Sitokrom P450’ nin rediiksiyonu ile
ilgili elektronlar NADP’ den geldigi icin, tiim reaksiyon asagidaki gibi yazilabilir:
[7,9, 81]

R-H-+NADP+H'+ 0, - R—OH + NADP' + H,0

Oksidasyon reaksiyonlarinda, sitokrom P450 (Fe™) ile substrat (R-H)
arasinda bir kompleks olusur. Daha sonra NADPH, H" dan bir elektron koparir ve
Fe™, Fe™ ye doniisiir. Oksijen molekiiliiniin sisteme dahil olmasiyla, P450 Fe™
O, haline doniigiir. Bir kademe sonra, bir elektron daha devreye girer ve substrat
hidroksile edilerek ayrilir. Sonucta, bir molekiil su aciga ¢ikar ve P450 (Fe™)
halinde yeni bir reaksiyonda kullanilmak {izere degismeden ayrilir [9].

Mikrozomal sitokrom P450 monooksijenaz sistemleri, bir¢ok ilacin
hidroksilasyonu i¢in 6énemlidir. Bu monooksijenazlar, karaciger mikrozomlarinda
sitokrom P450 ve sitokrom bs ile beraber bulunur. Hem NADH hem de NADPH
bu sitokromlarin rediiksiyonu icin gerekli rediikleyici ekivalenti temin ederken,
tersi yonde hidroksilaz sikliisii denilen bir seri enzimatik reaksiyon tarafindan

oksitlenir (Sekil 1.4) [9]. Tiim reaksiyon asagidaki gibi yazilabilir:

Hidroksilaz
flag- H + O, + 2 Fe™ (P450) + H — flag- OH + H,0 + 2 Fe™ (P450)
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Cyt P450

(Fe™)
Uriin (R-OH) RH (substrat)
Hidroksillenmis
substrat
(R-OH ) (Cyt P450) RH + Cyt P450
(Fe™) Fe™) / e
(R)(Cyt P450) RH + Cyt P450
(Fe. OH)"” (Fe™)
/ 0,
RH + Cyt P450 RH + CytP450 + O,
(Fe—0)"
H,O
2H" RH + CytP450 + Oy

=

RH + CytP450 . O,
(Fe'?)
Sekil 1.4. Sitokrom P450 tarafindan substratin hidroksilasyonu (9)
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Bu sistemle metabolize olan ilaglar arasinda; benzopyran, amino pirin,
anilin, morfin ve benzofetamin bulunur. Ilaclar, enzimin ‘‘hem’’ kisminin Fe™
iyonuna baglanirlar. Bu sayede bir¢ok ila¢ ve kimyasal karsinojen, sitokrom P450
mekanizmasi ile metabolize olurlar. Bu matabolizmik olaylar sirasinda; aromatik
halkanin hidroksilenmesi, alifatik hidroksilasyon, N-dealkilasyon, O-dealkilasyon,
S-dealkilasyon, desiifiirasyon, S-oksidasyon, N-oksidasyon ve N-hidroksilasyon
yer alir [7, 63, 81, 83, 92].

Mikrozomal bir enzimin, substrati olan bir madde tarafindan sentezinin
arttirllmasina  (ya da yikiminin yavaglatilmasina) “‘mikrozomal enzim
indiitksiyonu’’, enzimin inhibe edilmesine ise ‘‘mikrozomal enzim inhibisyonu’’
denir. Enzim indiiksiyonunun pratik 6nemi; artmis olan enzim etkinligi sonucu, bu
enzimler tarafindan inaktive edilen ilaglarin viicutta yikiminin artmasi ve
etkinliginin azalmasidir. Enzim inhibisyonunda ise, bir¢ok ilacin inaktivasyonu
Onlenerek onlarin farmakolojik etkileri giiclenir ve plazmadaki ilag diizeyleri
toksik diizeye ¢ikabilir [29, 63, 92, 96]

Baz1 ilaglar, kendilerini yikan enzimleri indiikleyerek, kendi
inaktivasyonlarin1 hizlandirirlar. Bu olaya ‘‘ofo- indiiksiyon’’ denir. Ornegin,
karbamazepin, barbitiiratlar, alkol gibi. Bazi ilaglar ise, sitokrom enzimi
tarafindan oksitlendikten sonra, reaktif bir ara lriine (metabolit) doniisiir ve
kendini yikan enzimi inaktive ederek, kendi yikimlarini yavaslatirlar. Bu ilaglara *
intihar (suicide tipi) inhibitorler” adi verilir. Ornegin, etinil estradiol,
kloramfenikol, sekobarbital gibi. Enzim aktivasyonu, ila¢ tarafindan, enzim

sentezi arttirilmaksizin enzim etkinliginin arttirtlmasidir [11, 92].

1.4. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH) ve Fenantrenler

Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH), atmosfer, su ve besin
zincirinde bulunan yogun kirleticilerdir. Karbon ve hidrojenden olusan bu organik
bilesikler, daha cok fosil yakitlarin ve diger organik materyallerin tamamen
yanmamas1 ya da yiiksek sicaklikta erimesi sonucu meydana gelirler. PAH’lar,
titlinde, komiirde pisirilen et tizerinde, kurumun, pestisitlerin, plastiklerin,
boyalarin ve ilaglarin yapisinda da bulunabilir. PAH’ larin ¢ogu, ¢evrede uzun

siire kalabilir ve birikebilir. Bunun sonucunda, ¢evre kirlenmesine neden olurlar
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ve biyolojik dengeyi onemli Olglide etkilerler. PAH’ larin bitki ve hayvan
dokularindaki miktari, bu canlinin yasadigi toprak ve ictikleri sudan daha yiiksek
olabilmektedir. Bu durum, PAH’ larin dokularda birikme egilimini gosterdigini
ortaya koyar [14, 19, 21, 32, 43, 45, 93].

PAH’ lar iginde, 100’ den fazla kimyasal molekiil bulunur. En ¢ok
calisilan1 ve yaygin olarak bulunani ise, benzo(a)pyran’ dir. 1938’ de Kenneway
tarafindan komiir katraninda karsinojen olarak tespit edilmistir. Yani, PAH’ larin
cok karsinojenik bilesikler oldugu kabul edilmektedir [39, 59].

PAH’ lar grubuna giren bir¢ok kimyasal madde vardir. Aromatik
karakter gosteren bilesiklerin baslicalari; inden, naftelen, azulen, fluoren, antrasen,
naftesen, krisen, piren, benzo(a)pyran, koronen, ovalen ve fenantren’ dir. Bu
kondanse halka sistemleri arasinda eczacilik bakimindan 6zellikle 6nemli olan

bilesikler, naftalen, antrasen, naftasen ve fenantren’ dir [26, 33].

1.4.1. Fenantrenlerin Yapisal Ozellikleri ve Aktiviteleri

Fenantren, yliziin iizerinde degisik kombinasyona sahip PAH’ lardan, en
cok arastirilan yaklasik on bes kimyasal maddeden bir tanesidir. Karbon ve
hidrojenden olusan bu organik bilesiklerin, farkli bir ¢ok tiirevi vardir. Genel yap1
formiilii sekil 2.5’ de gosterilmistir. Iki ya da daha fazla halkanin orta
konumlarinda ki iki karbon atomunu ortaklasa kullanarak, olusan hidrokarbonlar

arasinda yer alirlar [33].

Sekil 2.5. Fenantren’ in genel yapisal formiilii
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1.4.2. Fenantrenler ile Yapilan Calismalar

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), hemen hemen her ortamda
dagilis gosterirler. Kirletici etkilerinden dolayi, biyolojik dengeyi dnemli dlgiide
etkileyen bu maddeler, ¢evre ve uygulamali mikrobiyoloji acisindan oldukca
onemlidir. PAH’ larin yikimlari, biyokimyasal ve genetik acidan incelenmektedir.
PAH’lar1 pargalayan mikroorganizmalarin belirlenmesi, izolasyonu ve karakterize
edilmesi, ¢evrenin daha kisa silirede temizlenmesi acisindan biiyiik 6nem tasir.
Ciinkii, yapilan bir ¢ok calisma gdstermektedir ki, PAH’ larin ve fenantren
grubunun dnemli bir kism1 mutajen ve karsinojendir [19, 21, 39, 40, 45, 50, 76,
80, 85, 98].

Degisik fenantren tiirevlerinin mutajenik etkileri, farkli ¢aligsmalarda
arastirtlmistir. Bunlardan bir tanesi; N-substitue fenantren 9,10 iminlerin’ nin,
Ames testi ve Cin hamster hiicreleriyle test edilmesidir. Bazi bilesiklerin
Salmonella typhimurium TA 100 ile direkt mutajenite, bazilarinin da TA 98 ve
TA 1537 suslariyla zayif bir mutajenite gosterdigi belirlenmistir [39]. 11-metoksi-
16-17-dihidro-15H-siklopenta(a) fenantren TA 100 susu ile mikrozomal enzimler
varliginda zayif mutajenite gostermistir [19]. Krisen’ in K-bdlgesi oksitleri ve
iminler, benzo(c) fenantren ve benzo(g) krisenden olusan alti bilesigin de
mutajenik etki gosterdigi bu test ile tespit edilmistir [39]. Yine baska bir
calismada, fenantren ve krisen epoksit ve diol epoksitleri mutajeniteleri ve
timorijeniteleri agisindan karsilastirilmis  ve fenantren bay-bolgesi  diol
epoksitleri, S. Typhimurium TA 98 ve TA 100 suslariyla doza bagli mutajenik
aktivite gostermisler ancak krisen bay-bolge diol epoksitleri daha fazla mutajenik
aktivite gostermislerdir [98]. Ote yandan, bazi1 fenantren ve ksiren metilen-koprii
ve keto-koprii bay-bolgesi tiirevlerinin Salmonella typhimurium TA 100 susu ve
S9 lu deneylerinde o6nemli bir mutajenik Ozellik gostermedigi ancak, bu
bilesiklerden 4H-siklopenta fenantrenin zayif tiimorojik aktivite gosterdigi
belirlenmektedir [80].

11-amino-1,6-dihidro-15H-siklopenta(a)-fenantren, bu bilesigin 17-keto
tiirevi ve 2 ve S5-aminokrisen, TA 98 ve TA 100 suslariyla postmitokondrial
karaciger preparati varliginda mutajenik potansiyelleri acisindan karsilagtirildigin

da, 11-amino hidrokarbon ¢ok zayif bir mutajenite gosterirken, 11-amino-17-keto’
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nun daha aktif bir aktivite gdstermistir [19].

Bu caligmada kullanilan 9-substitue fenantren bilesikleri ile yapilan
calismalarda, bu bilesiklerin, trikomonastatik [55], fungusid [102], antihelmintik
[100], karsinojenik [32], neoplazm inhibitorii [24], antitimor aktivite [12] gibi
ozellikler gosterdigi ortaya konmustur. Ayrica bu bilesikler, aldoz-rediiktaz
inhibitorii [17] ve insan sitokrom P450 1A1, P450 1A2 ve P450 1B1 inhibitorleri
olarak kullanilmis ve son ii¢ enzim i¢in de polisiklik inhibitorlerin selektivitesi
belirlenmistir [56]. Ancak, baz1 9-substitue fenantren bilesiklerinin karsinojenik
etki meydana getirdigi bilinmektedir [32, 76]. Genel olarak, nitrolu polisiklik
aromatik hidrokarbonlarin Salmonella typhimurium genlerinde mutasyonel

aktiviteyi arttirdig1 goézlenmistir [50, 85].

1.5. Mutajen ve Kanserojenlerin Saptanmasinda Kullamilan Kisa Zamanh
Test Sistemleri

Giinlik yasamda sik sik kullanilan dogal ya da yapay kimyasal
bilesiklerin birgogu canlilarin kalitsal bilgisinde degisikliklere neden olacak
genotoksik ve kanserojenik etkilere sahiptir. Bu kimyasallarin etkilerinden
korunmak igin, onlar1 tespit etmek, tanimak ve etkilerini degerlendirmek gerekir.
Bunlardan bazilari, DNA hasarina neden olan kanserojenlerin ve kimyasal
mutajenlerin test edildigi sitogenetik testlerdir. Genelde, kisa siirede sonug verdigi
icin ‘‘kisa zamanl testler’’(short term) olarak da bilinir. Bu testlerde, kimyasal
maddelerin belirli genetik sistemlerde belirli sonuglar verip-vermedikleri
Olciilmekte ve elde edilen sonuglarla maddelerin kanserojenik potansiyelleri
arasinda iliski kurulmaktadir [37].

Kisa zamanli test sistemlerinde, Salmonella test suslar, gesitli E.coli
suslari, rat ve tavsan tiirleri kullanilarak hazirlanmis memeli hiicre kiiltiirleri ve
memeli karaciger, kan ve kemik iligi hiicreleri, Saccharomyces cerevisia suslari
vb. farkli organizmalar kullanilmaktadir. Ancak, 6zellikle bakteri tiirleri, bitki ve
hayvan tiirlerine gore daha fazla tercih edilmektedir. Ciinkii, bu kiigiik
organizmalar, mutajenlere kars1 daha fazla duyarlilik gostermekle birlikte, basit
lireme ortamlarinda kisa zamanda {ireyebilmektedir. Ayrica, bakterilerle ¢aligmak,

hem daha kolay, hem de daha ucuzdur. Kisa zamanli in vitro ¢caligmalar, kimyasal
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maddelerin bakterilerde mutajenik etkilerini, hiicrelerde degisime neden olup-
olmadigmi, DNA degisim ve tamiri tlizerindeki etkisini ve memelilerdeki

mutajenik etkisinin arastirilmasini kapsar [9, 62].

1.5.1. Ames Testi

Kisa zamanl test sistemleri icerisinde en yaygin olarak kullanilan Ames
testi, 1975 yilinda Prof.Dr.Ames ve Dr.Maron tarafindan gelistirilmistir. Yaygin
kullanilma nedeni, test parametrelerinin ¢ok iyi standardize edilmis olmasidir.
Temelinde, yapay mutasyon olusturulmus olan Salmonella typhymirium’ un
histidin sentezleme yeteneklerini kaybetmis (His'=oksotrof) olan suslarinin test
edilen kimyasal madde ile muamele edildikten sonra ikinci bir mutasyon gegirip,
yabanil tip (His+=prototrof) hale geri doniismesi temeline dayanir. Testin yapilisi
hakkin da ayrintili bilgi materyal-metod kisminda verilmistir. Bu testin, bilinen
mutajen ve karsinojenlerle denemesi yapilip, gecerliligi kabul edilmistir. Ames
testi halen ¢ok kullanilmakta ve bir¢cok mutajenik madde test edilmektedir [5, 8,
13,57,73, 74, 82, 101, 102].

Ames test sistemi ile sadece kimyasal maddelerin degil, hava, su ve
toprak kirliligine neden olan bircok maddenin de mutajeniteleri belirlenmektedir.
Ornegin; Kore’ de ii¢ farkli sehrin igme sularinin genotoksik durumu Ames testi
ile arastirlmistir [78]. Italya’ da, Po Nehri’ nin kirlenmis kisimlarmdaki
mutajenite, o bolgedeki 6zel baliklar kullanilarak Ames testi ile belirlenmigtir
[94]. Almanya’ da yapilan bir ¢alismada, hem toprakta, hem de havada bulunan
bazi mutajenlerin mutajeniteleri, yine Ames testi ile arastirtlmistir [30].
Glinlimiizin  sorunlarindan biri olan, otomobil egsoz gazlarinin toprak
mutajeniteleri iizerine etkisi Ames testi, kardes kromatid degisimi ve insan
lenfosit kiiltiirtinde incelenmistir [61].

Tip ve farmokoloji alanlarinda, yeni ilaglarin gelisiminde ve ilag ham
maddesi olmasi1 diisiiniilen test maddelerinin toksik, mutajenik ve karsinojenik
etkilerini incelemek i¢in de Ames testi cok yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica
bazi yiyeceklerde bulunan mutajenik maddelerin arastirilmasi da bu test ile
yapilmaktadir. Ornegin, kizartmalarda ve pisirilmis hamburgerde olusan

maddelerin mutajenik ve karsinojenik etkileri Ames testi ile arastirilmistir [60].
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Ames testinde, bakterilerle yapilan ¢alismalarda,ayn1 anda ortama ilave
edilen memeli metabolik aktivasyon enzimleri ile test bakterilerinin memeli
metabolizmast sonucunda olusabilecek metabolitlerinin de mutajenik etkileri

arastirilmaktadir.

1.5.2. Diger Kisa Zamanh Test Sistemleri

Bir ¢ok mutajen ve karsinojen maddenin arastirilmasi, cesitli testlerle
yapilmaktadir. Bunlardan bazilari, DNA hasarina neden olan kimyasal mutajen ve
karsinojenlerin test edildigi sitogenetik metodlardir. Ancak, hepsinin ortak amaci;
kimyasallarin mutajenik etkilerini belirlemektir. Bu testlerden bazilar1 sunlardir:

Kardes kromatid degisimi (SCE=Sister chromatid exchange); kardes
kromatidlerin birbirine kontrast saglayacak sekilde boyanmasina dayanir. Kardes
kromatidlerde meydana gelen parca degisimi, boyanma farkliligindan hemen
anlagilir. Bu yontemle sadece kromozomlardaki yapisal degisimler gozlenebildigi
icin, SCE yontemi sinirli amaglar i¢in kullanilabilir [2, 24, 54, 61, 68].

Mikroniikleus testi; bazi mitoz anomaliteleri kromozom kayb1 gibi
durumlari ortaya koyar ve boliinme yetenegine sahip tiim hiicrelere uygulanabilir.
Cekirdek boyamasi ile incelenir. En ¢ok memelilerin polikromotofil (PCE) ve
normokromotofil (NCE) eritrositlerinde ¢alisilmaktadir [36].

CA ve Commet testi; hiicre boliinmesinin metafaz evresinde, kromozom
hatalarinin ortaya koyan sitogenetik bir yontemdir [22, 59].

S.0.S. kromotest; DNA hasarlarini tespit etme olanagi saglar. E. Coli’ de
hasarlt DNA’ da S.0O.S. cevabinin uyarilmasina yoneliktir [25, 47, 75].

Umu testi; DNA hasarlar i¢in bir kromojenik test yontemidir. Yiiksek
bakteriyotoksik etkilere sahip olan kimyasallarin teshisinde kullanilir. Bu test igin
bir bakteri susu gereklidir. Umu test bakteri susu olan, TA 1535/pS K 1002, DNA

hasarina sebep olan nitro antren ve aromatik aminlere kars1 hassastir [31, 75].
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. MATERYAL

2.1.1. Genotoksisitesi Arastirilan Kimyasal Maddeler

Bu calismada ilag 6n maddesi olarak kullanilmasi amaglanan ii¢ ayr1 9-
siibstitue fenantren tiirevleri, Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Ogretim
Uyelerinden Prof. Dr. flhan ISIKDAG tarafindan sentezlenmistir. Bu ii¢ 9-
stibstitiie fenanren tiirevi sirastyla; 9-[4,5-di-(4-metoksifenil)-2H-imidazol-2-il]-
fenantren, 9-[ 1 H-benzotiazol-2-il]-fenantren ve 9-[ 1H-fenantro-(9,10-d)-imidazol-
2-il]-fenantren dir. Bu maddeler, amonyum asetat ve glasiyal asetik asit varliginda
bazi dion bilesikleri ile tepkimeye sokulmus ve 4-8 saat siireyle geri akitilmistir.
Bu reaksiyon sonunda, elde edilen madde buzlu sudan gegirilmis ve amonyak
¢oOzeltisi ile nétiirlenmistir. Cokelti filtreden gegirilmis ve etanolle yeniden kristal
yapt elde edilmistir. 9- siibstitue fenantren tiirevler, dimetil siilfoksit (DMSO)
icinde ¢oziilmiis ve oda sicakliginda saklanmistir. Uygulanacak dozlar1 belirlemek
icin, maddelerin 0.01ug/ plak, 0.1ng/ plak, 1ug/ plak, 10ug/ plak, 100ug/ plak
konsantrasyonlar1 hazirlanmis ve bakteriler lizerinde denenmistir. Sonugta, 100pug/
plak konsantrasyonu iizerindeki konsantrasyonlarin toksik etki yaptigi

gdzlenmistir. Fenantren tiirevlerinin kimyasal yapilar1 Tablo 2.1° de gosterilmistir.
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Tablo 2.1. Mutajenitesi aragtirilan 9-siibstitue fenantren tiirevleri

H

(TN
7O

Madde 1. 9-[4,5-di-(4-metoksifenil)-2H-imidazol-2-il]-fenantren

O :
‘o 2

Madde 2. 9-[2H-benzotiazol-2-il]-fenantren

Madde 3. 9-[ 1H-fenantro-(9,10-d)-imidazol-2-il]-fenantren
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2.1.2. Ames Testinde Kullanilan Bakterilerin Genotip Ozellikleri
Testte kullanilan Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 mutant suslari
Dr. Bruce AMES (University of California Berkeley, USA)’ den temin edilmistir.

Tablo 2.2. TA 98 ve TA 100 suslarinin genotip 6zellikleri

Mutant Histidin Lipopolisakkarit: Onarim: R- Faktor:
Suslari: Mutasyonu:

TA 98 his D3052 rfa AuvrB +

TA 100 his D46 rfa AuvrB +

his D3052: his D" geni histidinol dehidragenaz enzimini kodlar.hisD3052
mutasyonu ¢erceve kaymasi tipinde bir mutasyon tipinde olup, niikleotit eksikligi
his D" geni i¢inde 8 kere tekrarlanan -GCGCGCGC- bolgesindedir. Bu nedenle,
GCGCG- bu sus genellikle ¢ergeve kaymasi tipi mutasyonlara sebep olan
mutajenik / kanserojeniknik kimyasallarla his™ hale doniistiiriiliir.

his D46: Bu mutasyon histidin biyosentezinde rol alan ilk enzimi kodlayan
gende 16sin kodunu - GAG - yerine prolin kodunun - GGG -

-CTC - - CCC - gelmesine neden olur.

rfa: Bu mutasyon hiicre yiizeyini saran lipopolisakkarit Ortiisiinii

zayiflatarak, normal hiicrelere giremeyen biiyiik molekiillerin test bakterilerine
girebilmelerini saglar.

AuvrB: Niikleotit kesip-¢ikarma onarim mekanizmasindan sorumlu uvrB
geninde delesyon meydana getiren mutasyondur. Bu kisimda normalde, uvrB", chl
ve bio genleri bulunur. uvrB geni, kesme onarmada gorevli uvr ABC ekzoniikleaz
enziminin B alt birimini kodlamaktadir. Dolayisiyla, bu enzimin yoklugu mutant
susu degisik mutajenlere kars1 daha hassas yapar ( chl, nitrat rediiktaz enzimini
kodlayan enzimdir.).

R Faktor: pKM 101 Ampisilin direnglilik geni tasiyan, hiicrede c¢ok
sayida bulunan bir plazmiddir. Bu plazmidin hiicrede bulunusu, bu hiicrelerde
normalde bulunan ve hata frekansi yiiksek olan ‘‘error prome” DNA onarim
yolunun aktivasyonuna ve bu nedenle de kimyasallarin etkisiyle veya spontan

olan mutasyonlarin artmasina neden olur.
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2.1.3. Ames Testinde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Dimetilstilfoksit(DMSO): Test edilen maddenin ¢oziinmesi i¢in kullanilmastir.

3-Metil Kolantren : Metabolik aktivasyonun hizlandirilmasi i¢in uyarici
olarak kullanilmustir.

Nutrient Broth (NB) : Bakterileri bir gece biiyiitmek i¢in kullanilmistir.

D — Biyotin : HB plaklar1 i¢in mutasyon deneyinde kullanilmistir.
L-Histidin-HCI : HB plaklar1 i¢in mutasyon deneyinde kullanilmustir.
Sodyum Azid : Pozitif mutajen olarak steril suda ¢oziilerek ,1.5nug/plak

olarak kullanilmustir.
2-Aminofluoren : Pozitif mutajen olarak dimetil siilfoksitte ¢oziilerek,
10pg/ plak olarak kullanilmistir.
4-Nitro-o-Fenilendiamin: Pozitif mutajen olarak dimetil siilfoksitte ¢oziilerek,

20ug/ plak olarak kullanilmustir.

Ampisilin trihidrat : NaOH’ de ¢oziilerek, HBA (master) plaklarinin
hazirlanmasi i¢in kullanilmustir.

D-Glukoz- 6-Fosfat : S9 karisiminin hazirlanmasinda kullanilmigtir.

Fostat tamponu : S9 karisiminin hazirlanmasinda kullanilmistir.

NADP : S9 karisiminin hazirlanmasinda kullanilmastir.

KCl : S9 karisiminin hazirlanmasinda kullanilmastir.

NaCl : S9 karisiminin hazirlanmasinda kullanilmagtir.

NaOH : Ampisiline diren¢ kontrolii ve HBA (master)
plaklarinin hazirlanmasinda kullanilmistir.

Kristal Viyole : rfa mutasyonunu denemede kullanilmustir.

NaHNH4 : MGA ve HBA (master) plaklarinin hazirlanmasinda
kullanimustir.

MgS04.7H,0 : MGA ve HBA (master) plaklarinin hazirlanmasinda
kullanilmustir.

KoHPO, : MGA ve HBA (master) plaklarinin hazirlanmasinda
kullanildmustir.

Sitrik Asit Monohidrat : MGA ve HBA (master) plaklarinin hazirlanmasinda

kullanilmustir.
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2.1.4. Ames Testinde Kullanilan Ortamlarin icerikleri ve Hazirlanmalari

Vogel-Bonner Medium E(50X)
Kullanim : MGA ve HBA (master) Plaklari

MgS04.7H,0 10g

Sitrik asit 100 g
K,HPO,4 500 g
NaHNH4 (PO4.4H,0) 175 g
Distile su 670 g

Maddeler yukarida yazildiklari sira ile sicak suyun igine eklenmis ve daha
sonra hacim 11t ye tamamlanmstir. 11’ lik iki kaba boliinerek, 121 °C * de 20

dakika siireyle otoklava konulmus ve steril edilmistir.

Histidin / Biyotin Cozeltisi (0.5 mM)
Kullanim : Mutajenite testi (100ml top agara 10ml olarak)

D- Biyotin (M.A.247.3) 30.9 mg
L- Histidin.HCI (M.A.191.7) 24.0 mg
Distile su 250 ml

Biyotinsuyun kaynama noktasina kadar 1sitilarak, ¢oziilmiistiir. Daha sonra

histidin ilave edilip, 121 °C’ de 20 dakika siireyle otoklava konulmus ve +4 °C” de

saklanmistir.

Top Agar

Kullanim : Mutasyon deneyi

Agar 6g
NaCl 5¢g
Distile su 1000 ml

Otoklavda 121°C’ de 20 dakika siireyle tutularak, steril edilmistir.
Tuz Cozeltisi (1.65M KCI1+0.4M MgCl,)

Kullanim : S9 karisiminin hazirlanmasi

KCl 61.5¢
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MgCl,.6H,0O 40.7 g
Distile su 500 ml
Otoklavda 121 C’ de 20 dakika siireyle tutularak, steril edilmistir.

Ampisilin Cozeltisi
Kullanim : Ampisiline direng kontrolii ve HBA (master) plaklar1 hazirlanmasi
Ampisilin trihidrat 0.8 ¢g
0.02 M NaOH 100 ml

Ampisilin trihidrat, 0.02 M NaOH i¢inde ¢oziiliip, sterilazyon i¢in 0.22 mp
capli filtreden gegirilerek, +4 °C’ de saklanmistir.

%0.1 Kristal Viyole
Kullanim : rfa mutasyonunu denemede
Kristal viyole 0.1g
Distile su 100 ml
Boya ve su karistirilarak, solusyon 1sik gegirmeyen bir kapta +4 °C’de

saklanmistir.

%0.13 Biyotin Cozeltisi
Kullanim : Genotip kontrolii ve HBA (master) plaklart hazirlanmasi
D- Biyotin 0.65¢g
Distile su 50 ml
Biyotin suyun kaynama noktasina kadar isitilarak, ¢6ziilmiis ve 121 °C’de

20 dakika siireyle otoklav edilmistir.

%0.5 Histidin Cozeltisi

Kullanim : Genotip kontrolii ve HBA(master) plaklarin hazirlanmasi
L- Histidin HCl 2g

Distile su 400 ml
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%40 Glikoz Cozeltisi
Kullanim : MGA ve HBA(master) plaklarin hazirlanmasi
Glikoz 40¢g
Distile su 100 ml
Glikoz , distile su i¢inde ¢oziilerek, 121 °C’de 20 dakika siireyle otoklav

edilmis ve 0-4 °C ’de saklanmustir.

Minimal Glikoz Agar (MGA) Plaklar:

Kullanim : Mutasyon deneyi

Agar 15¢g
Distile su 930 g
50X VB tuzlari 20 ml
%40 Glikoz 50 ml

15 g agar 2It’ lik kapta bulunan 930 ml’lik distile suya eklenerek,
¢oziilmiis ve 121°C’de 20 dakika siireyle otoklav edilmistir. Cozelti biraz
soguduktan sonra steril 50X VB tuzlarindan 20 ml ve % 40’ lik glikozdan 50 ml
eklenmis, karistirilmis ve 45 °C’de tutularak, petri kutularina 30 ml” lik miktarda
dagitilmistir.

Histidin / Biyotin Plaklar1 (HB Agar)

Kullanim : Histidin gereksinim deneyi

Agar 15¢g
Distile su 914 ml
50X VB tuzlari 20 ml
%40 Glikoz 50 ml
Steril Histidin.HC1.H,O 10 ml
(2 g/ 400 ml H,0)

Steril 0.5 mM Biyotin 6 ml

Agar ve su otoklav edildikten sonra sicakken %40 glikoz, 50X VB tuzlari
ve histidin eklenmistir. Soliisyon biraz daha sogutulup, biyotin eklenmis,

karistirilip, petri kutularina 30 ml olarak dagitilmistir.
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Histidin / Biyotin / Ampisilin Plaklar1 (HBA agar)

Kullanim : Ampisiline direnglik testi ve Master plate hazirlanmasi

Agar I5¢g

Distile su 914 ml

50X VB tuzlar 20 ml 1X

%40 Glikoz 50 ml % 2.0
Steril Histidin. HCL.H,O 10 ml 260 uM

(2 g/ 400 ml H,0O)

Steril 0.5 mM Biyotin 6 ml 3 uM
Steril Ampisilin 3.15ml 25 uM / ml

(8 mg/ ml, 0.02 M NaOH i¢inde)

Agar ve su 20 dakika siireyle otoklav edildikten sonra %40 glikoz, 50X
VB tuzlar ve histidin bu sicak ¢dzeltiye eklenmistir. Karistirtlip, 50 °C” ye kadar
sogutulmus, biyotin ve ampisilin eklenmistir. Petrilere 30 ml’ lik miktarlarda

dagitilmustir ( Petriler, TA98 ve TA100 i¢in +4 °C’ de 2 ay siireyle saklanabilir).

Nutrient Agar Plaklar

Kullanmim :Gecelik kiiltiiriin m1’sindeki bakteri sayisin1 bulma ve genotip kontrolii
a) Kristal viyole b) UV ’ ye duyarlilik

Oxoid nutrient broth no2 25¢g

Agar 15g

Distile su 930 ml

Agar, broth ve su 2 I’ lik kapta karistirilip, 30 dakika icin otoklav
edilmistir. Karistirilip, 30 ml miktarlarda petri kutularina dagitilmistir.

Nutrient Broth Sivi Kiiltiir Ortamm

Kullanim : Bakterilerin gecelik kiiltiirde biiytitiilmeleri
Oxoid nutrient broth no2 S5¢g

Distile su 200 ml

Broth ve su karistirilip, otoklav edilerek, +4 °C’ de saklanmustir.
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(0.1pg / pl) Sodyum Azid Cozeltisi
Kullanim : Pozitif kontrol
1.0 mg / petri basina olmak iizere distile suda ¢oziilerek kullanilmistir. TA98 susu

icin S9 karigimi gerektirmeyen kimyasaldir.0-4 °Cde saklanmustir.

(2png / nl) 2- Aminofluorene (2AF)
Kullanim : Pozitif kontrol
1.0 mg / petri bagina olmak lizere dimetil siilfoksit (DMSO) icinde ¢oziilerek

kullanilmustir. S9 karisimi gerektirmeyen kimyasaldir. 0-4 °C’de saklanmistir.

(2ng / pl) 4-Nitro-o-Fenilendiamin (NPD)
200 pg / petri olmak iizere DMSO da ¢oziilerek kullanilmistir. TA98 susu i¢in S9

karisimi gerektirmeyen kimyasaldir. Oda sicakliginda saklanmustir.

(%6) 3-Metilkolantren

Kullanim : Metabolik aktivasyon hizlandirilmasi

3-Metilkolantren 64 g

Misir yagi 1 ml

(80 mg/ kg olmak iizere) Misir yaginda ¢oziilerek 0.5 ml enjekte edilmistir.

(0.15 M) KCl Cozeltisi
KClI 11275 g
Distile su 1000 ml
KClI, bir miktar distile suda ¢6ziilmiig, toplam hacim 1000 ml’ ye

tamamlanarak otoklav edilmis ve +4 °C’ de saklanmustir.

(0.2 M) Sodyum Fosfat Tamponu (PH :7.4)

Kullanim : S9 karisiminda

0.2 M NaH,P0O4.H,0O 60 ml (13.8 g/ 500 ml)
0.2 M Na,HPO4 440 ml (14.2 g/ 500 ml)
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1 MNADP Cozeltisi (Nikotinamin Adenin Diniikleotit Fosfat)
Kullanim : S9 karisiminda

NADP (M.A.765.4) 383 mg

Steril distile su S5ml

0.22 um delik ¢apli filtreden gecirilerek steril edilmistir.

1 M Glukoz-6-Fosfat

Kullanim : S9 karisiminda

Glukoz-6-fosfat 282¢g
Steril distile su 10 ml

0.22 pm delik capl filtreden gegirilerek steril edilmistir.

S9 Karisimi ( %10)

Mikrozom 1 ml
MgCl,.KCl tuzlari 0.2 ml
Glukoz-6-fosfat 0.05 ml
0.1 M NADP 0.4 ml
0.2 M Fosfat tamponu 5ml
Steril distile su 3ml
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2.2. METOD

Bu calismada, Dr. Bruce AMES’ den (Kaliforniya Universitesi, Berkley,
CA, USA) elde edilen Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 test
bakterilerinin stok kiiltlirlerinin hazirlanmasi, bakterilerin genetik 6zelliklerinin
kontrol edilmesi, mikrozomal fraksiyonunun hazirlanmasi; Ames/Salmonella/
Mikrozom Testi ile Maron ve Ames (1983)’ in yontemine uygun olarak plak
inkorporasyon metodu ile yapilmistir. Deneyler, S9° lu ve S9’ suz olmak {iizere iki
grup halinde gergeklestirilmistir. Her doz ii¢ plak halinde denenmis ve farkli
zamanlarda iki bagimsiz deney yapilmistir. Ayrica, pozitif kontrol, solvent kontrol
ve spontan kontroller de deneye paralel olarak gerceklestirilmistir. Salmonella
typhimurium TA 98 ve TA 100 test suslar1 diizenli olarak, histidin ihtiyaci, kristal
viyole hassasiyeti, ampisiline dire¢lilik, UV hassasiyeti ve sponyan geri doniis

orani i¢in kontrol edilmistir.

2.2.1. Salmonella Suslarmmin Kiiltiirlerinin Ve Master Plaklarimin
Hazirlanmasi

Kagit disklere emdirilmis olarak gelen bakteri kiiltiirlerinin Histidin
Biyotin Ampisilin (HBA) plaklarma paralel ekimleri yapilmis ve 37 °C* de 48
saat inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda iyi izole olmus bir koloni segilip, 2 ml
Nutrient Broth (NB) ortamui iginde siispanse edilerek, bir gece (12-16 saat) 37 °C’
de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, platin 6ze ile bir 6ze dolusu s1v1 kiiltiir
almip, HBA agar lizerine ¢izgi ekim yapilmigtir. Bu plaklar 37 °C’ de 48 saat

tekrar inkiibe edilerek, +4 °C’ de iki ay siire ile saklanmis ve pasajlar alinmistir.

2.2.2. Salmonella Suslarinin Stoklanmasi Ve Stok Kiiltiirlerinin A¢ilmasi

Test suslarmin  uzun siire canlilifimi  ve mutant Ozelliklerini
koruyabilmeleri i¢in stoklanmalar1 gerekmektedir. Bunun i¢in , HBA agarda
tiremis olan Salmonella suslarindan iyi izole olmus, normal biiytkliikteki bir
koloni 0ze ile alinip, 2 ml NB igeren tiiplerde siispanse edilerek, 37 °C’ de bir
gece inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda, steril ependorf tiip i¢cine 1 ml sivi

bakteri kiiltiirti ve 0.09 ml DMSO ilave edilip, -20 °C* de donmasi ve -80 °C’de
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saklanmas1 saglanmistir. Kiiltiiriin agilmasi gerektigine, stok bakteri kiiltiirii oda
sicakliginda eritilip, bir 6ze dolusu alinarak Histidin Biyotin (HB) agar plaklarina
paralel ekim yapilmistir. Bu plaklar, 37 °C” de 48 saat inkiibe edildikten sonra HB
plaklarinda tireyen bakterilerden iyi izole olmus bir koloni steril trasfer ignesi ile
0.3 ml X Fosfat Buffer Salin (PBS) i¢inde silispanse edilmistir. Bu bakteri
stispansiyonu i¢ine steril ekiivyon (pamuklu 6ze) daldirilip, fazlasi tiip kenarinda
sikildiktan sonra HBA plaklarina 4-5 ¢izgi halinde paralel ekim yapilmis ve 37
°C’ de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda, master plaklar

yenilenerek deney sirasinda gecelik kiiltiir hazirlanmustir.

2.2.3. Salmonella Suslarinin Kontrol Testlerinin Yapilmasi

2.2.3.1. Bakterilerin Genotip Ozelliklerinin Kontrol Edilmesi

Ames testi; Salmonella / mikrozom testi olarak ta bilinir. Bu c¢alismada,
kullanilan mutant bakterilerin genetik kontrolii, saklanmalar1 ve deneyin yapilisi
Maron ve Ames (1983)’ in yoOntemine uygun olarak yapilmistir. Testin
giivenirliligi acisindan, test suslarmin genetik yapilarindaki mutasyon durumlari

asagidaki siraya gore gerceklestirilmistir.

Histidin Gereksinimi Kontrolii

Bakterilerin minimal glukoz agar (MGA) iizerine ekilmeleri, His-
karakteri, His+ karakterden ayirt etmek i¢in yapilmaktadir. Bu nedenle, NB i¢inde
biiyiitiilen kiiltlirlerden, steril kiirdan ile his- bakterilerinden iki yere ( MGA ve
HBA plaklarina) ekim yapilmigtir. Plaklar 37 °C* de, 48-72 saat siireyle inkiibe
edilmig ve silire sonunda HBA plaklarinda iireme go6zlenirken, MGA iizerinde
tireme gozlenmemistir. Bu sonug, bakterilerin ‘‘His” mutasyonu’ nu tasidigini

gostermektedir.

rfa Mutasyonu Kontrolii
Bu mutasyon, bakteri hiicre zarinin lipopolisakkarit yapisinda olusur ve
hiicre zarinin gecirgenligini arttirir. Varligi, kristal viyole hassasiyet testi ile

tanimlanir. Bu test i¢in, 0.1 ml’ lik bakteri kiiltiirii 45 °C’ de tutulan, 2 ml” lik top
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agar i¢ine katilmistir. Daha sonra, bakterilerin c¢alkalanarak agar i¢inde homojen
dagilimi saglanmistir. Nutrient agar plaklarina dokiildiikten sonra, agarin
katilagmasi i¢in 5-10 dakika beklenmis, 0.5 cm ¢apinda kesilmis olan steril filt re
kagid1 diskleri her plaga bir adet gelecek sekilde plagin ortasina yerlestirilmistir.
Uzerine 1ug/ ml olan kristal viyoleden mikro pipet yardimiyla 10ul konulmus,
plaklar 37 °C* de 12 saat tutulduktan sonra, disk ¢evresinde bakteri biiylimesinin
goriilmedigi alan ¢ap1 Ol¢lilmiistiir. Rfa mutasyonu tasiyan bakterilerin yaklasik
l4mm capinda bir zon olusturduklart goriilmiis, bu zonda, boya maddesi
bakterilerin igine kolayca girip, etkiledigi i¢in bakterilerin {iremesine engel
olmustur. Bu sonug, kullanilacak bakterilerin ‘‘rfa mutasyonu’’ nu tasidigin

gostermektedir.

UvrB Mutasyonu Kontrolii

Bu mutasyon, bakterilerin Ultra viyole (UV) 1sinlarinin neden oldugu
replikasyon hatalarinin diizeltilmesi icin gerekli olan DNA onarim mekanizmasi
engeller ve bu mutasyonun varligit UV i1sinlarina duyarlilik testi ile tanimlanir.
Bunun i¢in, Nutrient agar bulunan plagin bir kenarindan diger kenaria uzanacak
sekilde c¢izgi ekimi yapilmis, plagin kapagi acilarak, ekilen kismin yarisi bir
plastikle kapatilmistir. Daha sonra, 8 saniye siireyle 33 cm uzaktan 15 Watt
giiciinde bir UV lambasiyla 1sinlanmistir. Isinlanmadan sonra, plagin kapagi
kapatilmis ve 37 °C’ de 24 saat inkiibe edilmistir. Kullanilan 1sin dozu uvrB
mutantlarim1  6ldiirecek diizeyde oldugundan, 1smmlanan kisimda biiyiime
goriilmemis ve kapatilan kisimda ise, biiyiime oldugu goézlenmistir. Bu sonug,

3

kullanilacak bakterilerin ‘‘uvrB mutasyonu’’nu tagidigini gostermektedir.
R Faktor Varhg Kontrolii

Test bakterilerinin icerdigi R faktorii tasiyan pK M101 plazmidlerinin
kaybolup-kaybolmadiklari, ampisiline direngliligin 6l¢iimii ile tespit edilir. Bunun
icin, NB’ da bir gece biiyiitiillen mutant ve yabanil tip bakteriler, her ikisi de ayni
plaga (% 0.8 ampisilin / 0.02 M NaOH) olmak {izere, ampisilin plaklaria ¢izgi

ekimi yapilmigtir. 37 °C” de 24 saat inkiibe edildikten sonra mutant bakterilerin
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plazmid tasidiklar1 i¢in biiyiime gosterdikleri goriilmiistiir. Bu sonug, kullanilacak

bakterilerin R faktor plazmidlerini i¢erdiklerini gdstermektedir.

Spontan Olarak Geri Doniis Sikhginin Kontrolii

Bakteri suslarinin spontan olarak ( uyarilmadan, kendiliginden ) his-
fenotipinden, his+ fenotipine doniismesi belirli sinirlar i¢inde gergeklesir. Bu
siurlar; Salmonella typhimirium TA 98 igin 30-50 revertant / plak ve TA 100 i¢in
ise, 120-200 revertant / plak’ tir. Bu test icin oxoid no.2 Nutrient Broth’ a 12-14
saat siireyle 37 °C’ de biiyiitiilen test bakterilerinden 0.1 ml alinarak 45 °C’ de
tutulan 0.05 mM histidin-biyotin iceren iist agar icine eklenmistir. Calkalanarak,
37 °C’ de yarim saat 1sitilmis MGA plaklarina dokiilmiistiir. 48 saat 37 °C’de
inkiibe edilmis ve plaklarda goriilen koloniler sayilarak histidin revertantlarinin
sayist belirlenmistir. Bu iglem her bir sus i¢in 3 ayr1 plak olmak iizere

yapildigindan bunlarin ortalamalar1 alinmistir.

2.2.3.2. Sivi Kiiltiirlerin ml’ sindeki Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

Bu deneyde kullanilan gecelik kiiltiiriin ml’sinde bulunan bakteri
sayisini belirlemek i¢in; HBA plaklarindan bir koloni alinarak NB i¢inde siispanse
edildikten sonra, ¢alkalamali inkiibatérde 37 °C’ de 1 gece inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda, gecelik kiiltiirin NB ile 10°, 10, 10?2, 107, 10, 10”ve 107
olacak sekilde bir dizi seyreltmeleri hazirlanmig, bu seyreltmelerden NA
plaklarina 10ul” lik miktarlarda damlatilarak, ekim yapilmustir. 37 °C* de 24 saat
inkiibe edildikten sonra plaklardaki koloniler sayilmis ve ml’ sinde 2.4x10 bakteri
oldugu belirlenmistir. Ayrica, bakteri kiiltiiriiniin optik densitesi 650 nm boyunda

spektrofometre ile dlgiiliip, saf kiiltiiriin (10 ) densitesi 0.165 olarak belirlenmistir.

2.2.4. Memeli Karaciger Mikrozomlarinin Hazirlanmasi

Aragtirilan test maddelerinin metabolik {iriinlerinin mutajen olup
olmadigini tespit etmek icin, kullanilmasi gereken mikrozom ekstresi Rathus
norvecicus rat’ lardan elde edilmistir. Bunun ig¢in ratlarin karin bosluguna
oldiiriilmelerinden 5 giin 6nce 200 mg/ml konsantrasyonunda misir yaginda

¢oziilmiis, 3-metil kolantren 80mg/kg viicut agirligi miktarinda olacak sekilde
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enjekte edilmistir. Yaklasik 200 g agirligindaki rat, kuyrugundan tutulup basin
gerisi sert bir yere vurularak 6ldiriilmiis, hayvan ayaklarindan otopsi kutusuna
sabitlestirilmistir. Daha sonra, steril makas ve bistiiri ile karacigeri aseptik
sartlarda ¢ikarilmistir.

Cikarilan karaciger 0-4 °C’ de sogutulmus olan 0.15 M KCI ¢6zeltisine
lg karaciger, Iml KCI olacak sekilde dnceden tartilmis steril behere konulmus,
tekrar yapilan tartimla karacigerin agirligi bulunmustur. Sonra, birka¢ kez soguk
KCl ile yikanmis, yikanan karaciger yeni behere gegirilerek 3ml 0.15M KCl/1g
karaciger oran1 gozetilerek KCl eklenmistir. Karaciger steril makasla kiigiik
parcalara ayrilmis, doku parcalar1 daha sonra homojenize edilmistir. Homojenat
900xg’ de 10 dakika siireyle santrifiijlenmis, slipernetant kismi (S9) alinmis ve
bundan 0.1 ml ayrilarak S9 preperasyonunun steril olup olmadigi NA {izerine
ekim yapilarak saptanmistir. Kontaminasyon oldugu durumlarda S9 preperasyonu
0.45 pum caph filtre kagitlarindan gecirilerek steril hale getirilmis ve -20 C’ de

saklanmustir.

2.2.5. Karaciger S9 Karisimmin Hazirlanmasi

S9 fraksiyonunda bulunan mikrozomal enzimlerin metabolik aktivasyon
reaksiyonlarmi yiirlitebilmeleri i¢in gereken kofaktdrler S9 homojenatina
katilmistir. 8 mM MgCl,, 33 mM KCl, 5 mM Glukoz-6-Fosfat, 4 mM Sodyum
fosfat tamponu (p™: 7.4 ) ve S9 (0.004 ml S9 / 1 ml S9 Karisimi) (Maron ve
Ames, 1983).

2.2.6. Sitotoksik Etkinin Saptanmasi

Kullanilan test bilesiklerinin, test suslari ig¢in Oldiiriici olmayan
dozlarinin saptanmasi amaciyla, list agara ( top agar ) 0.1 ml bakteri kiiltiirii ve en
cok 0.1 ml olacak sekilde degisik konsantrasyonlardaki test bilesigi ¢Ozeltisi
eklenmistir. Karigim, NA’ lara dokiilerek plaklar 37 °C’ de 12 saat inkiibe
edilmis, inkiibasyondan sonra plaklardaki koloni sayilar1 kontrol plaklari ile
karsilastirilarak, toksik olmayan dozlar saptanmistir. Bu dozun altindaki bes doz

seviyesi denenmistir.
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2.2.7. Ames Mutajenite Testi
Bu deneyin amaci; daha onceden biiylimesi i¢in ‘‘Histidin’® amino
asidine ihtiya¢c duyan oksotrofik suslarin, kullanilan test maddeleri ile tekrar

histidin sentezleyebilir (prototrofik) hale doniismesi temeline dayanir.

2.2.7.1. S9’ suz ( - ) Deney

Iginde 2 ml top agar bulunan tiiplere 0.1 ml test bilesigi (DMSO iginde
¢ozlinmiis fenantren tlirevi), 0.2 ml histidin- biyotin ¢ozeltisi ve 0.1 ml gecelik
bakteri kiiltiirii ( 12-16 saatlik ) (1-2.10° bakteri / ml) eklenmis ve iyice ¢alkalanip
37 °C’ de 1sitilmis minimal glukoz agar (MGA) plaklarina dokiilmiistiir. Bu
plaklar hizla ¢evrilerek homojen dagilim saglanmig, 15 dakika donmasi
beklendikten sonra 37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda petrilerdeki koloniler sayilmig, deney her doz i¢in dort ayri1 plak olmak
lizere hazirlanarak yapilmistir. Sonuclarin degerlendirilmesi i¢in deneylere paralel
olarak; spontan kontrol, solvent kontrol (DMSO) ve pozitif kontrol (diagnostik)
olarak TA 98 susu icin, 4-Nitro-o-fenilendiamin, TA 100 susu i¢in Sodyum azid
kullanilmistir. Her plaktaki revertant koloni sayilarinin aritmetik ortalamasi

alinmustir.

2.2.7.2. 89’ lu (+) Deney

S9 varliginda yapilan deneylerde, 2ml’ lik top agara 0.lml gecelik
bakteri kiiltiirti, 0.1ml test maddesi, 0.2ml hidtidin-biyotin solusyonu ve 0.5ml S9
karisimi eklenmistir. Tipler iyice ¢alkalanarak yine 37 °C’ de isitilmis MGA
plaklarina dokiilerek, homojen dagilimi saglanmis ve 15 dakika donmasi
beklendikten sonra, 37 °C’ lik etiivde 48-72 saat inkiibasyona birakilmigtir. Daha
sonra, his+ kolonilerinin sayimi yapilmis, revertant koloni sayilarmin aritmetik
ortalamast alinmistir. Ayrica, deneyde, TA 98 ve TA 100’ iin spontan mutasyonu
(kendiliginden geri doniis siklig1) solvent kontrolii olan DMSO ve 2-

Aminofluoren (2AF) deneye paralel olarak denenmis ve sonuglari kaydedilmistir.

41



2.2.7.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Bu c¢alismada, ii¢ ayr1 9-siibstitiie fenantren tiirevinin mutajenik
aktivitesi Salmonella typhimurium’ un TA 98 ve TA 100 mutant suslar1 ile
arastirilmistir. Her doz ii¢ paralel plak ile ayni anda test edilmis ve farkli
zamanlarda iki bagimsiz deney yapilmistir. Ayrica, test bilesenlerinin etkilerinin
memelilerin  metabolik aktivasyonlar1 sonucunda degisip degismedigini
belirlemek i¢in deney S9 fraksiyonu varliginda da aynen tekrar edilmis, sonuclar
standart hatalar1 ile birlikte ortalamalar1 alinarak, istatistiksel agidan ‘student-t
testi”’ ile degerlendirilmistir. Bu amacla, Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi
Istatistik Fakiiltesi Boliimiinden alinan ‘‘SPSS-WINDOWS’’ paket programi
kullamilmigtir. 9 siibstitue fenantren tiirevlerinin S9 fraksiyonu yoklugunda ve
varliginda, TA 98 i¢in olan deney sonuglar1 Tablo 3.1’ de ve TA 100 igin olan

deney sonuglar ise, Tablo 3.2” de gdsterilmistir.
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3. BULGULAR

Bu calismada, ii¢ ayr1 9-substitue fenantren tiirevinin mutajenik aktivitesi
Ames/ Salmonella/ Mikrozom Test yotemi ile Salmonella typhimurium TA 98 ve
TA 100 mutant suslar1 kullanilarak arastirilmistir.

Deneyler, her iki sus i¢in, S9 mikrozomal fraksiyon yoklugunda ve
varliginda olmak iizere iki seri halinde gerceklestirilmis, her test maddesi de,
0.01pg/plak, 0.1pg/plak, 1pg/plak, 10ug/plak ve 100ug/plak olarak bes doz
halinde uygulanmigtir. Her doz {i¢ paralel plak ile ayni anda test edilmis ve farkli
zamanlarda iki bagimsiz deney yapilmistir. Ayni uygulamalar, S9 fraksiyonu
kullanilarak da, aynen tekrar edilmistir. Bu yolla, test bilesenlerinin mutajenik
etkilerinin memelilerin metabolik aktivasyonlari sonucunda degisip degismedigi
de kontrol edilmistir.

Sonuglar, standart hatalar1 ile birlikte ortalamalar1 alinarak, istatistiksel
acidan ‘‘student-t testi’’ kullanilarak, ¢oziicii kontrolii olan DMSO sonuglar1 ile
karsilastirilip, degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, TA 98 suslar1 i¢in, Tablo
3.1’ de, TA 100 suslar1 i¢in, Tablo 3.2 de verilmistir. Tablolarda, test
maddelerinin  her dozu igin revertant koloni sayilarinin ortalamalar
““ortalamazstn hata’ seklinde gosterilmistir. Her bir test maddesinin bes ayri
dozunun S9 fraksiyonu yoklugunda ve varliginda TA 98 susu ile verdikleri
revertant koloni sayilar1 1.madde i¢in Sekil 3.1° de, 2.madde i¢in Sekil 3.2° de ve
3.madde i¢in Sekil 3.3’ de gosterilmistir. Ayni maddelerin S9 fraksiyonu
yoklugunda ve varliginda TA 100 susu ile verdikleri revertant koloni sayilari ise,
Sekil 3.4, Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’ da gosterilmistir. Ayrica sonuglar, TA 98 ve TA
100 suslar1 igin, S9 fraksiyonu varliginda ve yoklugunda, DMSO kontrol
petrilerindeki koloni sayisi ile deney gruplar1 petrilerindeki koloni sayilari
arasindaki fark alinarak; Sekil 3.7, Sekil 3.8, Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11 ve
Sekil 3.12° de gosterilmistir.
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3.1. Fenantren’ nin U¢ Ayr Tiirevinin, S9 Fraksiyonu Yoklugunda ve

Varhginda Salmonella typhimurium TA 98 Susu ile Verdigi Sonuc¢lar

Tablo 3.1. 9-siibstitue fenantren tiirevlerinin S9 fraksiyonu yoklugunda ve
varliginda TA 98 ile verdikleri revertant koloni sayilar

REVERTANT KOLONI SAYISI

TEST BILESENI DOZ TA 98
(ng / plak) S9 () S9 (+)

0.01 28.6+3.7 49.3+14.4

0.1 32.0£0.0 413£3.2

9-[4,5-di-(metoksifenil)- 1 31.3£10.5 41.6 £4.7
2H-imidazol-2-il]-fenantren 10 26.3+3.2 42.0+3.6
100 29.6£2.5 553+£17.6

0.01 37.6 £ 1.5 60.0£13.0

0.1 27.6£2.0 53.0+£3.6
9-[2H-benzotiazol-2-il]-fenantren 1 24.0£8.5 52.0+13.8
10 27.6+3.0 48.0 £9.1

100 26.3£6.5 473£58
0.01 28.0£2.0 63.0+£10.8

0.1 26.6 £0.5 526+1.5

9-[1H-fenantro-(9,10-d)-imidazol-2-il] 1 23.0£45 453 £8.5
-fenantren 10 29.6+1.1 48.0+4.1
100 22.6£2.5 573147

4-nitro-o-fenilendiamin (AZN) 20 985+ 87.5 -

2-Aminoflouren (2 AP) 10 - 894 £27.2
Dimetilsiilfoksit (DMSO) 100 23.0+4.1 45.0£3.6
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3.2. Fenantren’ nin U¢ Ayr Tiirevinin, S9 Fraksiyonu Yoklugunda ve

Varhginda Salmonella typhimurium TA 100 Susu ile Verdigi Sonuclar

Tablo 3.2.. 9-siibstitue fenantren tiirevlerinin S9 fraksiyonu yoklugunda ve
varliginda TA 100 ile verdikleri revertant koloni sayilar

REVERTANT KOLONI SAYISI

TEST BILESENI DOZ TA 100
(kg /plak) $9 (-) S9 (+)
0.01 843 +£5.8 82.6+3.5
0.1 86.3£5.5 66.0 £6.0
9-[4,5-di-(metoksifenil)- 1 953£1.5 69.0£134
2H-imidazol-2-il]-fenantren 10 90.6 £10.0 79.3+£4.0
100 111.3+£15 88.3+£11.9
0.01 87.3+£25 89.0+ 134
0.1 90.0 £13.1 95.0£3.6
9-[2H-benzotiazol-2-il]-fenantren 1 101.6+ 194 77.6 +£10.7
10 823+£9.5 74.6 £4.7
100 81.3+£2.0 76.6 £3.5
0.01 83.3+4.1 81.0£2.6
0.1 84.6 £6.6 79.6 £4.5
9-[1H-fenantro-(9,10-d)-imidazol-2-il] 1 66.6 +2.5 72.0+1.7
-fenantren 10 746+ 1.5 796+ 1.5
100 98.6 £0.5 703 £2.5
Sodyum azid (AZ) 1.5 736 £41.7 -
2-Aminoflouren (2 AP) 10 - 886 £ 36.5
Dimetilsiilfoksit (DMSO) 100 83.0+11.5 86.0+9.5
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Sekil 3.1. S.¢yphimurium TA 98 susu ile 9-[4,5-di-(4-metoksifenil)-2H-imidazol-
2-il]-fenantren bilesiginin S9 fraksiyonu yoklugunda ve varliginda verdikleri
revertant koloni sayilari
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Sekil 3.2.5.typhimurium TA 98 susu ile 9-[ 1H-benzotiazol-2-il]-fenantren
bilesiginin S9 fraksiyonu yoklugunda ve varliginda ile verdikleri revertant koloni

sayilari
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Sekil 3.3. S.typhimurium TA 98 susu ile 9-[ 1 H-fenantro-(9,10-d)-imidazol-2-il]-
fenantren bilesiginin S9 fraksiyonu yoklugunda ve varliginda ile verdikleri
revertant koloni sayilari
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Sekil 3.4. 9-[4,5-di-(4-metoksifenil)-2H-imidazol-2-il]-fenantren bilesiginin S9
fraksiyonu yoklugunda ve varliginda TA 100 ile verdikleri revertant koloni
sayilari
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Sekil 3.5. 9-[1H-benzotiazol-2-il]-fenantren bilesiginin S9 fraksiyonu yoklugunda
ve varliginda TA 100 ile verdikleri revertant koloni sayilari
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Sekil 3.6. 9-[1H-fenantro-(9,10-d)-imidazol-2-il]-fenantren bilesiginin S9
fraksiyonu yoklugunda ve varliginda TA 100 ile verdikleri revertant koloni

sayilari
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Sekil 3.7. 9-[4,5-di-(4-metoksifenil)-2H-imidazol-2-il]-fenantren bilesiginin S9
fraksiyonu yoklugunda TA98 ve TA100 suslar iizerindeki DMSO kontrol

petrilerindeki koloni sayis1 ile deney gruplari petrilerindeki koloni sayis1

arasindaki farkin doza bagli gosterimi, (*P<0.05)
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Sekil 3.8. 9-[1H-benzotiazol-2-il]-fenantren bilesiginin S9 fraksiyonu yoklugunda
TA98 ve TA100 suslari ile tizerindeki DMSO kontrol petrilerindeki koloni sayis1

ile deney gruplar petrilerindeki koloni sayis1 arasindaki farkin doza baglh

gosterimi, (*P<0.05)
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Sekil 3.9. 9-[ 1H-fenantro-(9,10-d)-imidazol-2-il]-fenantren bilesiginin S9
fraksiyonu yoklugunda TA98 ve TA100 suslari ile tizerindeki DMSO kontrol
petrilerindeki koloni sayis1 ile deney gruplar petrilerindeki koloni sayisi

arasindaki farkin doza bagl gdsterimi
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Sekil 3.1 9-[4,5-di-(4-metoksifenil)-2H-imidazol-2-il]-fenantren bilesiginin S9
fraksiyonu varliginda TA98 ve TA100 suslar tizerindeki DMSO kontrol
petrilerindeki koloni sayis1 ile deney gruplar1 petrilerindeki koloni sayis1

arasindaki farkin doza baglh gdsterimi, (*P<0.05)
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Sekil 3.11. 9-[1H-benzotiazol-2-il]-fenantren bilesiginin S9 fraksiyonu varliginda
TA98 ve TA100 suslar ile tizerindeki DMSO kontrol petrilerindeki koloni sayis1
ile deney gruplar petrilerindeki koloni sayis1 arasindaki farkin doza baglh

gosterimi

150 -
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_50 J
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Dozlar(ng/plak)

Sekil 3.12. 9-[ 1H-fenantro-(9,10-d)-imidazol-2-il]-fenantren bilesiginin S9
fraksiyonu varliginda TA98 ve TA100 suslari tizerindeki DMSO kontrol
petrilerindeki koloni sayisi ile deney gruplar petrilerindeki koloni sayisi

arasindaki farkin doza bagl gosterimi, (*P<0.05)
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TARTISMA VE SONUC

Yasadigimiz yiizyilda, kimyasal maddelerin yagamimizdaki yeri ve dnemi
o kadar artmis ve bizler bu maddelerle o kadar i¢li dish yasar hale gelmisiz ki; bu
kimyasal maddelerin biyolojik aktiviteleri ve sagligimiz iizerindeki etkileri ¢ok
sik yapilan aragtirmalarin ana konusu haline gelmistir. Bu yiizden, giinliik hayatta
farkli nedenlerle ve yollarla maruz kaldigimiz kimyasal maddelerin mutajenik
etkilerinin arastirilmasi olduk¢a 6nem kazanmistir. Bu dogrultuda, kimyasal
maddelerin mutajenik etkileri ¢esitli test yontemleri ile arastirilmakta ve Diinya
Saghk Orgiiti’ niin (WHO) belirlenmis oldugu smirlar icerisindeki yeri ve
ozellikleri belirlenmektedir. Diinya Saghk Orgiiti (WHO); tip, eczacilik ve
kozmetik alanlarinda gelistirilen kimyasal maddelerin herhangi bir ilag yapiminda
kullanilmadan o©nce, mutajenik 6zelliklerinin belirlenmesini zorunlu hale
getirmistir [31, 63, 90].

Kimyasal maddelerin ¢oklugu ve cesitliligi, onlarin yap1 ve aktivitelerini
arastiran test sistemlerinin de gelismesine ve farklilasmasina neden olmustur [2,
24, 25, 47, 54, 59, 61, 75]. Ornegin; temizlik malzemelerinin ¢cogunda bulunan
Rokanol B2 ve Rokamid R1 gibi yiizeysel aktivasyonu saglayan bu iki maddeye
maruz kalan kisilerin, mutajenite potansiyeline sahip olup olmadiklar1 TA 97, TA
98 ve TA 100 suslart kullanilarak, ¢ok etkin olarak kullanilan Ames Testi ile
arastirilmaktadir [88]. Ancak, insan saglig ile ilgili olarak gelistirilmis kimyasal
maddelerin mutajenik etkilerinin tek bir test yontemiyle test edilmesi yeterli
olmamaktadir. Ciinkd, farkli test yontemleri ya da farkli organizmalar kullanilarak
yapilan testlerde, farkli sonuclar almabilmektedir [47, 68]. Ornegin, deniz
kirliliginin neden oldugu mutasyon oranini arastirmak icin yapilan bir ¢aligmada;
midyeler, E. Coli, ve S. Typhimurium suslar1 gibi ¢esitli canli gruplart kullanilmas,
denize atilan endiistriyel atiklarin, agir metallerin, hidrokarbonlu atiklarin ve diger
cevre Kkirleticilerin segilen bu canlilar iizerinde toksik ve mutajenik yarattigi
belirlenmistir [1, 35, 42, 97]. Ames testi basta olmak iizere bircok kisa zamanl
test sistemlerinde; Salmonella typhimurium’ un farkli suslar1 kullanilarak
yapilmaktadir [5, 30, 39, 40, 49, 50, 73, 75, 101, 102]. Ornegin, TA 98 susu,
cesitli cerceve kaymasi mutajenlerinin teshisinde kullanilirken, TA 100 susu baz

degisimi mutajenlerinin teshisinde kullanilmaktadir [73].
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Son yillarda yapilan ¢alismalarda, orijinal diazo fenantren analoglar1 [101],
benzidin ve analoglar1 [23] ve baska birgok kimyasal madde, cesitli etkileri
acisindan aragtirllmaktadir. Bu kimyasal maddeler i¢cinde oldukg¢a genis bir yer
tutan, siibstitue fenantren tiirevleri; polisiklik ya da heterosiklik aromatik halka
yapisina sahiptirler [44, 93]. Cevremizde dogal olarak sekillenebilir; havada suda
ve toprakta bulunabilirler. Ayrica, besinlerimiz i¢inde pisirme sirasinda da (1zgara,
kozleme gibi) olusabilirler [14, 60, 97].

Bu c¢alismada, orijinal olarak sentezlenen O9-siibstitue fenentren
tirevlerinden ii¢ tanesi mutajenik potansiyelleri agisindan Ames/Salmonella/
Mikrozom Test yontemi ile arastirilmistir. Bu bilesikler, ilag 6n maddesi olarak
diisiiniildiiginden, genotoksik potansiyellerinin belirlenmesi olduk¢a Onem
kazanmistir.

Bulgular kisminda tek tek ele alinan degerlere bakildiginda, birinci madde
olan; 9-[4,5-di-(4-metoksifenil)-2H-imidazol-2-il]-fenantren, 2 metoksifenil grubu
baglanmis imidazol bilesigi tasiyan fenantren bilesigidir. Bu madde; TA 98 susu
icin S9 fraksiyonu yoklugunda, TA 100 icin ise, S9 fraksiyonu varliginda
mutajenik etki gdstermistir.

Ikinci madde, 9-[1H-benzotiazol-2-il]-fenantren, benzotiazol cekirdegi
tastyan fenantren bilesigidir. Bu madde, TA 98 ve TA 100 suslar1 i¢in S9
varliginda mutajenik etki gdstermememis, ancak, her iki sus i¢in de S9 fraksiyonu
yoklugunda mutajenik etkiye rastlanmistir.

Ucgiincii madde, 9-[1H-fenantro(9,10-d)-imidazol-2-il]fenantren, yapisinda
imidazol halkasina bagli fenantro halkasi bulunduran fenantren bilesigidir. Bu
bilesik, hem S9 yoklugunda, hem de S9 varliginda TA 100 susu ile mutajenik etki
yaratmamis, ancak, ayni madde, TA 98 susu icin S9 yoklugunda ve varliginda
mutajenik etkiye neden olmustur

Ugiincii madde de oldugu gibi, fenantro imidazol yapis tastyan kimyasal
maddeler tasidigi doymamis gruplar (fenil gruplari) ile yagimsi: karakter
gosterirler. Bu madde, yine yagimsi karakterde olan bakteri hiicre zarindan
kolaylikla hiicrenin i¢ine gegebilmektedir. Bu gecis hizi, yapinin siibstitiisyonu ile
yakindan iligkilidir. Test bilesenlerinin bakteri hiicre duvarindan ge¢mis olmasi

direkt olarak DNA ile etkilesecegini gostermez. Bilesigin sitoplazmik
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konsantrasyonu yiiksek olsa dahi, sitoplazmik alanda bakteriyel genomda bulunan
Ozgiil baglanma bolgeleriyle kompleks olusturmayabilir. Dolayisiyla, kimyasal
maddenin DNA ile etkilesimi goriilmez [63, 83].

Yapilan bu calismada, kullanilan iic kimyasal maddeden iki tanesi
imidazol icerikli oldugunda, imidazollerin genis spektrumlu fungistik ilaglar
oldugundan s6z etmek gerekmektedir. Bu ilaglar, cilt ve mukozalarin mantar
enfeksiyonlarinda diger ilaclara gore iistiinliik gosterirler. Imidazol tiirevi anti-
fungal ilaclar, mantar hiicrelerinin sitoplazma membranindaki ana sterol bilesigi
olan ergasterol’ iin sentezini 14-metillanosterol’ in desmetildihidrol-ana-sterol’ e
doniisiimiinii katalize eden 14 a-dimetilaz enzimi mikrozomal P450 sitokromuna
bagimhidir. Imidazol tiirevi ilaclar, P450 sitokronmunu 6zgiil olarak inhibe
ederler. Mantarlarin P450 sitokromu bu tiir ilaglara memelilerin bu enzimlerine
oranla en az 1000 kez daha duyarlidir [63, 83].

Bu c¢alisma ve yapilan diger ¢alismalar gosteriyor ki, kimyasal yap1 ve
ortaya cikan biyolojik aktivite arasinda onemli bir baglanti ve iligski vardir.
Kimyasal maddelerin yapisinda bulunan halkalarin; grup sayilarinin, niteliginin,
baglanma konumlarinin, pozisyonlarinin bu yapi-etki iligkisindeki yeri oldukca
onemlidir.

Test sonuclarimiza goére; 9-siibstitiie fenantren tiirevlerinin mutajen
ozellige sahip olabilecegi diisiiniilebilir. Ancak, bu maddeler farkli genotipik
Ozellige sahip test suslari ile ve farkli organizma gruplarinin kullanildig: farkl test

yontemleriyle de test edildikten sonra genel bir sonuca gidilmelidir.
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