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Bu calismada, 6 ayr1 rutenyum tiirevinin ve cisplatinin mutajenik etkilerinin
Ames/Salmonella testi ile belirlenmesi ele alinmistir. Deneyde Salmonella typhimurium un
TA98 ve TA100 suslar1 kullanilmigtir. TA98 susunda c¢erceve kaymasi, TA100 susunda nokta
mutasyonu vardir. TA98 susu i¢in spontan koloni sayis1 20-50, TA100 susu i¢in ise 125-200
kolonidir. Pozitif kontrol olarak TA100 susuna sodyum azid, TA98 susuna
4 nitro_o_fenilendiamin uygulanmstir. Salmonella typhimurium 'un TA98 ve TA100 bakteri
suslarinin genotip kontrolleri yapilmistir. 6 ayri rutenyum tlirevinin ve cisplatinin sitotoksik
etkileri saptanarak toksik olan ve toksik olmayan dozlar belirlenmistir. TA98 ve TA100
suslarina uygulanan 6 ayr1 rutenyum tiirevinin ve cisplatinin gosterdigi mutajenik etkiler doza
bagli cevap egrisi seklinde grafik olusturularak gosterilmistir. Grafiklerden elde edilen
bulgulara gore TA98 ve TA100 suslar1 i¢in 6 ayr1 rutenyum tiirevinin ve cisplatinin mutajenik

etkileri karsilastirilarak sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: 6 ayr rutenyum tiirevi ve cisplatin, Ames/Salmonella testi, Salmonella

typhimurium, mutajenite.
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In this study, defining the mutagenic effects of 6 ruthenium derivates and cisplatin
were approached by Ames/Salmonella test. In the test, TA98 and TA100 strains of Salmonella
typhimurium were used. TA98 strain has frameshift mutation, TA100 strain has base-pair
substitution. Spontane colony number for TA98 is 20-50 and for TA100 is 125-200. Sodium
azid was applied as a positive control for TA100, 4 nitro o phenilendiamin was applied for
TA98. Genotype controls of TA98 and TA100 bacterial strains of Salmonella typhimurium
were accomplished. Toxic and nontoxic doses were determined by defining cytotoxic effects
of 6 ruthenium derivates and cisplatin. The mutagenic effects of 6 ruthenium derivates and
cisplatin, which were exposed to TA98 and TA100 strains, were shown as dose dependent
respond curve by drawing graphics. According to findings from graphics, matching the
mutagenic effects of 6 ruthenium derivates and cisplatin on TA98 and TA100 strains were

submitted.
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1.GIRIS

Kanserojen ve mutajen maddelerin o6nemli Ozelliklerinden biri, c¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile etkili olabilmeleridir. Mevcut kimyasal yontemlerle dokularda bulunan
bu tiir maddelerin kimyasal yapilarmin analitik sekilde tespiti miimkiin degildir. Kimyasal
yontemlerle bu maddelerin tespit edilmesi miimkiin olmadig1 icin, biyolojik yontem ve indikator
canlilarin dokularinda kanserojen ve mutajen madde taramasi esasina dayanan yontemler dnem
kazanmistir [1].

Cevremizde bulunan ve biyolojik etkileri heniiz bilinmeyen milyonlarca sentetik ve dogal
maddenin, karsinojenik potansiyel acisindan test edilmesi saglik acisindan gereklidir. Kimyasal
maddelerin karsinojenik etkilerini ortaya ¢ikarmak i¢in en akilci yaklasim laboratuvar
hayvanlarinda tiimor indiiksiyonudur. Ancak laboratuar hayvanlari ile yapilan karsinojenite
deneyleri hem ¢ok pahali hem de ¢ok zaman almaktadir. Bu nedenle, canli hayvan deneyleri
yerine kimyasal maddelerin kanserojenik potansiyellerini 6lgebilmek i¢in son yillarda birgok in
vitro bakteriyel test sistemi gelistirilmistir. Bakteriyel testler bakterilerin basit {ireme
ortamlarinda hizli iireyebilmeleri, cabuk ve kolay uygulanabilir olmalari nedeni ile tercih
edilmektedir. Kisa zaman i¢inde sonuglanan bu testlerle, kimyasal maddelerin belirli genetik
ozelliklerde olusturdugu sonuglara yol acip agmadiklar1 dlgiilmekte ve elde edilen sonuglarla
maddelerin karsinojenik potansiyelleri arasinda iliskiler kurulmaktadir [1].

Karsinojenlerin taranmasinda mutajenitenin esas alinmasinin sebebi genetik kodun,
genetik sistemin evrensel olusu ve mutajenite ile karsinojenite arasindaki korelasyonun yiiksek
olusudur [1].

Kisa zamanli testlerden olan Salmonella testi, etkinligi, ucuz olmasi ve hizli
uygulanabilirligi nedeniyle yaygin olarak kullanilan ve iyi sekilde karakterize edilmis bir testtir.
Dr. Bruce Ames ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmis olan bu testin karsinojenik ve mutajenik
maddeleri tespit etme konusundaki hassasiyeti oldukca yiiksektir [1].

Koétii huylu tiimorler arasinda, iist solunum yollar1 skuamoz hiicre kanserleri diinya
capinda 6. siradadir ve tiilkeler arasinda erkeklerde ilk siray1r Hindistan almaktadir. Ortalama 6lim
oran1 her yil i¢in yaklasik 2000 civarindadir. Baslica oral bdlge kanserleri davranisla baglantili
bireysel sagligin sonucu olarak ve karsinojenlere maruz kalinmasiyla dikkat ¢cekmektedir. Geng

hastalarda genetik degiskenlige oral skuamoz hiicre kanseri olusumunun neden olabilecegi



diisiiniilmiistiir. Ust solunum yollarindaki karsinojenlerin olasi etiolojik kofaktdrleri olan oral
etkilerin 6nemi farkli olarak degerlendirilir. Bu bakis agisina karsilik, gliniimiiz aragtirmalari
timor markirlarinin yardimui ile kanser hastalarini ayri ayri tedavi etmeyi amaclamaktadir. Bir
baska deyisle, iist solunum yollarindaki karsinojenleri igeren bireysel risk goriiniimleri gelecekte
biyomarkirlarin yardimu ile ortadan kaldirilabilir [2].

Ames testi genotoksisite kontrolii i¢in saglam bir prosediirdiir. Salmonella
typhimurium’un histidin eksikligi olan TA98 ve TA100 mutant tiirlerinin atasal tipe karsilik,
histidin sentezleme yetenekleri yoktur ve histidinsiz ortamlarda iireyemezler. Genotoksik
maddelerin etkileri altinda, hiicreler histidin oksotrofundan histidin prototrofuna degisirler.
Giiniimiiz in vivo deneyleri Ames testinin klinik uygulamas: ve bir genotoksik potansiyel
anlaminda tiikiiriik degeri ile dis yapis1 arasindaki olasi iligkinin arastirilmasini amaglamasi ile
ortaklasa yiriitiilmektedir. Bireysel oral hijyenik aligkanliklar1 neyin gelistirdiginin arastirilmasi
planlanmaktadir ve hastalarin prostetik durumlarinin oldugu kadar kariyolojik ve periyodontal
durumlarinin alkol ve igki tiiketimine bagli olmasinin yaninda tiikiiriik kalitesi tizerine etkisi
vardir [2].

Bununla ilgili yapilan bir ¢alismada, 52 erkek ve 48 disi aday kullanilmistir. Adaylarin
ortalama yaslar1 42 civarindadir. Calisma sonuglari tablolar halinde gosterilmistir ve toplam grup
anamnez, ekzojen zararli etkiler, bireysel oral hijyen aliskanliklar1 ve dis yapist kanserleri
acisindan biiyiik degiskenlik gostermistir. Sonuclarin Ames testi bulgular1 ile énemli iliskisi
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. TA98 va TA100 tiirlerinin her ikisi i¢in indiiksiyon faktor
degerleri minimum 0.69 ile maksimum 2.69 arasinda dagilim gdostermistir. S.typhimurium
tirlerinin hepsi i¢in alman karar, bahsedilen kanser tiirlerinin %67’sinde genotoksik aktivite
gostermemesidir. 100 durumdan 7’sinde ise TA98 ve TA100 tiirlerinin genotoksik aktivite
gostermeleridir. Orneklerin %18’i TA9S ile genotoksik aktivite gdsterirken, %8’i sadece TA100
ile genotoksik aktivite gostermistir [2].

Nikel bilinen insan karsinojenlerinden biridir. 1930’larda burun boslugu kanserleri nikel
madenlerinde ¢alisanlarda goriilmiistiir ve o zamandan beri kaynak yapanlarda, elektro-aritmada
ve diger mesleki gruplarda nikele maruz kalan ¢alisanlarda akciger ve burun kanserleri meydana
gelmektedir. Ni*", NiCl, gibi nikelin ¢ogu ortak iyonik bilesiklerinden okside edilmis halidir.
Coziilebilen ve ¢dzillemeyen Ni*' bilesikleri genellikle uygulamadaki tiimérleri baslatan hayvan

caligmalarindaki karsinojenlerdir. Ozellikle nikelin ¢dziilebilir az bir formu viicutta uzun siire



kalmaktadir ve hizlica temizlenebilen c¢oziilebilir Ni** tuzlarindan daha zararlidir. Nikel
toksisitesinin mekanizmasi tam olarak anlagilmamustir [3].

Nikel toksik aktivitesi i¢in ¢ogu olast mekanizma bulunmustur ama tek bir 6rnek etkili
olmamistir. Birkac¢ pozitif rapora gore nikelin direk mutajenik aktivitesi i¢in birka¢ calisma
bulunmaktadir. Bunlardan kardes kromatid degisimi indiiksiyonu ve indirek genotoksik aktivite
Olglimii Ames/Salmonella test sistemi ile incelenmistir [3].

Kanser hastaliginin hala yaygin olmasi ve giiniimiizde teknolojinin ilerlemesine karsin bu
hastaligin ortadan kaldirilamamasi kanserin temelini olusturan maddelerin belirlenmesi geregini
ortaya koymustur. Her giin artan kimyasal maddelerin mutajenik, karsinojenik etkilerinin
saptanmasi ¢aligmalarina katkida bulunmak i¢in 6 ayri rutenyum tiirevi ve cisplatinin mutajenik
aktivitesinin kisa zamanli test sistemi olan Ames/Sa/monella testi uygulanarak arastirilmasi
amagclanmigtir [4].

Gilinlimiizde, rutenyum bilesiklerinin sitotoksik ve mutajenik etkilerinin arastirilmasi
onemli bir artig gostermistir. Son birkag yilda, DNA’ya nonkovalent olarak baglanan [Ru(phen)s].
gibi hareketli metal iyonu iceren ikili baglanan oktahedral bilesikler ilgi alani olusturmustur [5-
13]. Rutenyum(II)’un tiglii bilesiklerinin DNA’ya baglanmada ayna goriiniimii segiciligi oynadigi
bildirilmistir. Literatiirde 9,10-phenanthrenequinone diimine (phi) bagi iceren birka¢c metal
bilesik 6rnegi bulunmaktadir [14-25]. Oktahedral bilesiklerin DNA ikili yapisinin korunmasinda
transkripsiyonu inhibe eden quinone diimine baglarini isleme yetenegi arastirilmistir. A. M. Pyle
ve J.K. Barton’un 1987°deki calismasinda [Ru(phi);]C1. bilesigini sentezlemeleri rehberlik
etmistir ve metal iyonundan uzakta bulunan genis bir hidrofobik yiizeye sahip diizlemsel bir bag
oldugu, bag iizerindeki imin protonlarinin Lewis baz ciftleri ile hidrojen bagi yapabildigi ve phi
baginin potansiyel elektron akseptdr yeteneginde olmasi yaninda metal iyon merkezine yakin
zengin bir proton kaynagi sagladigi bulunmustur. Biyolojik aktif bilesiklerin sentezindeki ilgi
[Ru(phi)3]2+’un biiyiik 6neminden ve farmokotikal ajanlar olarak kullanilmasindan kaynaklanir.
Rutenyum temelli rutenyum bilesiklerinin potansiyel antitiimdr aktivitesi olarak kullanildigi
bildirilmistir [26]. In vitro calismalar DNA’ya rutenyum bilesiklerinin baglanmasini
dogrulamaktadir ve kiiltiire edilmis hiicrelerdeki sitotoksik aktivite bu aktivite ile sozii edilen
DNA’ya baglanma arasinda direk bir iligkinin oldugunu gostermektedir.

Cisplatin; kanser tedavisinde kullanilan, platin igeren bir kanser ilacidir. Ozellikle testis,

mesane, yumurtalik, mide, yemek borusu ve girtlak kanserlerinde kullanilmaktadir. Platinyum



temelli bir kemoterapi ilacidir. Platinyum bilesikleri hiicrelerde olusurlar ve DNA’ya ters
baglanarak apoptozisi baslatirlar ya da programli hiicre 6liimiine neden olurlar [27].

Cisplatin, cesitli tiimorlere karsi etkili olup halen kullanilan bir¢ok kemoterapotik
ajanlarla sinerjist etki gosterir. Cisplatin; bas ve boyun, akciger, uterus, yemek borusu,
kolorektum, prostat, meme, pankreas, penis ve pediatrik tiimorlerde tek basina veya diger
antineoplastik ajanlarla kombine halde kullanilir. Cisplatin hiicre boliinmesini engelleyen ajanlara
benzer biyokimyasal 6zelliklere sahiptir. Belirgin bir sekilde non-spesifik olarak hiicre siklusunu
etkiler, bu etkisi ile DNA'da ¢apraz baglar olusturarak DNA sentezine karismis olur. DNA
sentezine bu sekilde karigmak cisplatinin etki yapmasini saglayan tek bir mekanizma olmayabilir.
Buna ilave olarak, cisplatin immiinolojik reaksiyon gostererek de etkili olabilir. insanlarda ve
hayvanlarda tek bir intravendz doz uygulanmasindan sonra cisplatin karacigerde, bobreklerde
ince ve kalin bagirsakta yiiksek oranda bulunur. ilacin merkezi sinir sistemine gecisi diisiiktiir.
Plazma seviyeleri iki fazda azalir ve baslangic yar1 émrii 20-50 dakika arasindadir. Son yar1 6mrii
ise 58-73 saat arasindadir. Ilacin uygulanmasindan sonra verilen platinin %90' indan fazlasi

proteine baglanir. Cisplatin baslica glomeriiler filtrasyon ile idrarla atilir [28].

1.1. Mutasyon

Mutasyonlar; canlinin genetik bilgisinde meydana gelen ve kusaktan kusaga aktarilan
kalitsal degismelerdir.

Bireyin, kalitsal 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasini saglayan genetik sifre, X 1sin1, radyasyon,
ultraviyole, baz1 ila¢ ve kimyasallar, ani sicaklik degisimleri vb nedenlerle bozulabilir. Bu
durumda DNA’nin sentezledigi protein veya enzim bozulur. Boylece canlinin proteinden dolay1
yapisi, enzimlerinden dolay1r da metabolizmasi degisebilir. Bir gen mutasyona ugradiktan sonra
kararli hale gelir ve tekrar eski haline donmek i¢in herhangi bir egilim gostermez [29,30].

Mutasyonlar, kalitsal materyalin normal kombinasyonunu degistirmeyen, kalitsal yapida
meydana gelen biitiin degisikliklerdir. Mutasyon terimi genel olarak, kromozom yapisinin

degismesini, kromozom sayisinin degismesini ve genlerdeki degisiklikleri kapsar [30].



1.2. Mutasyon Calismalari

Mutasyonlar genetik calismalarin  temelini  olustururlar. Mutasyonun en Onemli
sonuglarindan biri, bir sonraki kusaga farkli genetik 6zellikler aktarilmasina neden olmasidir. Bu
ise, farkli fiziksel 6zelliklere sahip bireylerin meydana gelmesidir. Bu degisimler sonucu ortaya
cikan fenotipik cesitlilik, genetikgilerin degisiklige ugramis olan 6zelligi kontrol eden genleri
calismalarina olanak saglar. Genetik arastirmalarda mutasyonlar, nesilden nesile gecislerde takip
edilebilen, "markir"lar olarak kullanilirlar. Tarihte mutasyonlarin sundugu fenotipik ¢esitlilik
olmasaydi, 6rnegin Mendel'in arastirmalarin1 yaptig1 bezelye bitkisinin fenotipi tek olsaydi, bu
deneyler hi¢bir zaman sonug¢ bulamayacakti [29].

Bazi canlilarin kisa olan hayatlarindan yararlanilarak, kolayca tanimabilecek ve calisilabilecek
mutasyonlar bu canlilarda elde edilirler. Mutasyon ve mutagenez c¢aligmalarinda ozellikle
viriisler, bakteriler, mantarlar, meyve sinekleri, baz1 bitkiler ve fareler kullanilmaktadir. Bu

canlilar, genetik hakkinda bilgilerin elde edilmesinde ¢ok yararli olmuslardir [29].

1.3. Mutasyon Cesitleri

1.3.1. Kromozom Yapisinin Degismesi

Mayoz bdliinmenin ilk evrelerinde krossing-overle kromozomlardan kopan parcalar yer
degistirip tekrar kromozomlara baglanabilirler. Krossing-over, homolog kromatitler arasindaki
alisilagelmis parca degisimidir; ancak genlerin rekombinasyonlarina neden olur; fakat
kromozomlarda yap: degisikliklerine neden olmaz. Bazen kromatitler, krossing-over olmadan

parca degisimine, yitirilmesine ya da kazanilmasina neden olur [30].

1.3.2. Kromozom Sayisinin Degismesi

Kromozomlar mitoz ve mayoz boliinme sirasinda bazen diizenli olarak ayrilmazlar. Sonugta
kromozom sayist bakimindan farkli hiicreler meydana gelir ve kalitsal agidan bazi sorunlar
olusturur. Bir¢ok bitki dogadaki diploit kokenli diger bitkilerden tiiremistir. Ayn1 gen lokusunda
meydana gelecek oOldiiriicii bir mutasyon, bu sekilde, diger normal genleri tasiyan poliploit

kromozomlar tarafindan korunabilir. Baglangicta dldiiriicti ya da engelleyici goriinen bu genler



bir zaman sonra canlinin ayakta kalmasini saglamak bakimindan 6nemli bir duruma gecebilir. Bu
tip bitkiler belli bir siire sonra kisir olarak kalirlar ve celikleme ya da yumru ile ¢ogaltilirlar.
Hayvanlar, viicutlarinin belli bir parcasindan iiretilemedikleri icin, triploidi ve tetraploidi
bunlarda bir &nem arzetmez. Insanlardaki kromozom sayisi degisimleri; Down sendromu,
Edward sendromu, Patau sendromu, Cri du Chat sendromu, kronik miyelojenik 16semi gibi

hastaliklara neden olur ve bu insanlarda degistirilemeyen sorunlara neden olarak kalirlar [29].

1.3.3. Gen Mutasyonlari

Kromozomlarin yapisinda ya da sayisinda herhangi bir degisiklik olmadan, dogal ya da
deneysel olarak meydana gelen ve mikroskopta goriilmeyen mutasyonlardir. Mutasyonu meydana

getiren aracilara "mutajenik faktor" denir. Mutasyona ugramis bir gen nadir olarak eski haline

donebilir [29].

Gen, depolanmis kimyasal bilgiyi temsil eden niikleotit ¢iftlerinin lineer(dogrusal) dizisi
olarak degerlendirilir. Genetik sifredeki {i¢’lii niikleotit dizilerinin her biri ilgili proteindeki tek
bir amino asiti belirler. Bu dizileri veya sifrelenen bilgiyi bozan herhangi bir degisiklik

“mutasyon” olarak nitelendirilir [29].

Gen mutasyonlar1, hiicredeki kalitsal bilgiyi tasiyan, ¢ift niikleotid zincirinden olusan,
DNA (deoksiriboniikleikasit) molekiiliindeki gen denilen ve belirli bir 6zelligi kodlayan
boliimiindeki degisiklikten kaynaklanir. En az karmasik olan degisiklik bir niikleotitin yer
degistirmesidir. Bunlar daha ¢ok “baz yer degistirmesi” ya da “nokta mutasyonlar1” olarak

diigtiniiliir [29].

Mutasyonlar, bir DNA zincirindeki bazin (A, T, G, C) baska bir bazla yer degistirmesi
sonucunda ortaya cikabilecegi gibi, zincire bir ya da daha ¢ok bazin eklenmesi veya zincirdeki

bazlarin eksilmesi sonucunda da ortaya ¢ikabilir [30].



1.3.3.1. Baz degisimleri (nokta mutasyonlari)

Transisyon(Gegis): Pirimidin-pirimidin ya da piirin-piirin yer degisikligidir.

Transversiyon(Degisim): Piirin-pirimidin yer degisikligidir.

a-Silent (Sessiz) mutasyon:Or: TTA(16sin)— TTG(18sin) (Transisyonel sessiz mutasyon)

b- Missense (Kayip) Mutasyon:GCA(Alanin)— GAA(Glutamik asit) (Transversiyonel

kayip mutasyon)

c-Nonsense (anlamsiz) Mutasyon:TTA(Alanin) - TGA(Stop) (Transversiyonel nonsense

mutasyon)

Yaban Tip
Hemoglobin DNA

Normal Hemoglobin

3

TRl IniaTa Qe ataTal“T™Y Tatalaly

HIESEH Foo

Sekil 1.3.3.1. Baz degisimleri (nokta mutasyonlari)

Mutant Hemoglobin DNA

Orak Hiicre Hemoglobini

(http://www.genbilim.com/images/stories/350px-nokta_mutasyon.jpg, Ocak, 2009)[31]

1.3.3.2. insersiyon

Herhangi bir kromozomun farkli bolgelerine bagka bir kromozoma ait bant ya da subbant

diizeyinde bir kisminin katilmasidir [30].




1.3.3.3. Delesyon

Birden fazla kromozomda meydana gelebilir. Kromozomdan bir ya da birden fazla gen

bolgesinin kaybina denir. Kromozomda en az iki kirilma bdlgesinin olmasit gerekir [30].

Insersiyon ve delesyon gerceve kaymasi mutasyonu (frameshift mutation) olustururlar

[30].

Cerceve Kaymasi Mutasyon (Frameshift Mutation)

¥auc|cealuualuac|Gee .

Insersiyon Met Arg Leu Tyr Gly
auGc|cealuualuualcee| ¢ |¥

Met Arg Leu Leu Arg
3’

SIauG|ceAa|uuAa |UAC |GGG | AAA

Met Arg Leu Tyr Gly Lys

Delesyon

S[auc|cealuualuac|ceal aa |¥

Met Arg Leu Stop

Sekil 1.3.3.3. Niikleotit insersiyonu ve delesyonu.

(http://homepage.usask.ca/~vim458/advirol/SPCV/evolution/2.jpg, Ocak, 2009)[32]

1.3.3.4. Gen Mutasyonlarinin Simiflandirilmasi
A. Kendiliginden Olusan (Spontan) Mutasyonlar

Belirli bir dis etki olmaksizin normal hiicresel etkinlikler ya da ortamla gelisi giizel

etkilesimlerin sonucunda ortaya ¢ikan mutasyonlardir.

Kendiliginden olusan mutasyon sonucu hiicre metabolizmasinda olusan yapici ara

irlinlerin (peroksidaz gibi) birikimi ve DNA replikasyonu sirasindaki yanlis eslesmeler



(tautomerik degisim) meydana gelir. Kendiliginden en sik meydana gelen ve en 6nemli olan
hidrolitik zarar bazlardaki oOzellikle sitozindeki amin grubunun yok edilmesi yani

deaminasyonudur [33].

B. Yapay (Uyarilmis) Mutasyonlar

Mutasyon adi verilen kimyasal ya da fiziksel etkenlerle meydana gelen mutasyonlardir.
Mutajenlerin kullanimas1 mutasyon meydana gelme olasiligini ¢ok arttirir. Mutajenler genellikle
genler lizerinde fark gézetmeden etkili olurlar. Mutajenler fiziksel ve kimyasal mutajenler olarak

iki smifa ayrilir [33].

1. Fiziksel Mutajenler: Sicaklik, manyetik ve elektriksel alan, UV, proton, ndtron
1simalart gibi etkenlerdir. Genellikle baz ¢ifti degisimlerine yol agarlar. X ve y 1sinlart gibi
iyonlastiric1 1sinlar kuvvetli fiziksel mutajenlerdir. Cogunlukla biiylik mutasyonlar bazen de
nokta mutasyonlar meydana getirirler. DNA’da onarimi ¢ok zor olan ¢ift iplik kiriklar
olustururlar. DNA omurgasindaki deoksiribozlar1 etkilerler. Deoksiribozla etkilesime girecek

reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine yol agarlar [33].

Hiicreler replikasyon yapmak icin yapist bozulmamis kromozomlara gereksinim
duyduklar1 i¢in iyonlastiric1 1sinlamalar kanser tedavisinde hizla ¢ogalan hiicreleri 6ldiirmek i¢in

kullanilirlar [33].

Daha az enerjili olmasina karsin UV de kuvvetli bir mutajendir. UV nin bazlar tizerindeki
etkisi; bazlardaki tautomerik degismeler icin gerekli enerjiyi vermek ve elektron hareketi igin
uyarma yaparak mutasyon olusumuna yol agmak, primidin dimerlerinin olusumuna neden olarak

DNA’da gegici ya da kalic1 degismelere yol agmaktir [33].

2. Kimyasal Mutajenler: Kalic1 degisimlere yol agarlar. Cesitli tipleri vardir.

a. Bazlarin Yapisim1 Degistiren Kimyasal Maddeler

Bazi kimyasal maddeler hiicrenin yasam c¢evriminin herhangi bir evresinde DNA’y1
dogrudan etkileyerek bazlarin kimyasal yapisin1 degistirebilirler. Yeni olusan bazlarin

replikasyon sirasindaki kalip Ozelliklerinin degisimine yani yanlis eslesmeye neden olurlar.
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Sonucun mutasyon seklinde ortaya cikmasi icin replikasyon gereklidir. Degisiklige ugramis

bazlar bazen hi¢ eslesme yapmazlar ya da mutajen etkisiyle omurgadan ayrilirlar [33].
b. Cerceve Kaymasina Yol Acan Mutajenler

En c¢ok bilinenleri aromatik molekiiller olan akridin boyalaridir (6rnegin flavin). Bu
mutajenler DNA’daki piirin ya da primidin bazlarina baglanabilen birkag¢ halka yapisi igerirler ve
bazlarin birbirine baglanarak kiimeler olusturmasina neden olurlar. Boylece DNA replikasyonu
sirasinda kalipta ya da uzayan DNA zincirinde disar1 dogru ilmek olusumu, ¢ergeve kaymasi

mutasyonlarina yol agarak delesyon (eksilme) ya da adisyon (eklenme) meydana gelir [33].
2.1. Kimyasal Mutajenlerin Saptanmasi

Dogal olarak meydana gelen, yeni saptanan veya sentezlenen kimyasal maddelerin
kontrollerinin  yapilmasi ve mutajen olduklar1 saptandiklarinda korunma yollarmin

arastirilmasidir [33].

Insanlar1 mutajenlerin etkisinde kalmaktan korumanmn &nemi; genetik degismelerin gelecek
kusaklar i¢in biliylik olasilikla zararli olmasi, somatik hiicrelerde meydana gelen ve dole

gegmeyen mutasyonlarin da birey i¢in zararli olmasidir [33].

Somatik hiicrelerde kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina yol agan mutasyonlar sonucu kanser

olusumu meydana gelir.

Mutajenlerin  ¢ogu karsinojeniktir. Bir bilesigin karsinojenik olup olmadiginin
belirlenmesinin kisa ve basit bir yolu bakteriler i¢in mutajenik olup olmadiginin saptanmasidir.
Ames testi; temeli geri mutasyon sikligini saptamaya yarayan ¢ok duyarli bir testtir. Ornegin
histidin amino asidi gereksinimine yol agan bir mutasyonun yabani tipe geri doniis siklig1 ¢ok
sayida hiicre toplulugu icinde hesaplanabilir. Boyle testlerle potansiyel ya da gercek karsinojen
olduklar1 belirlenmis 6nemli bazi mutajenler; sigara dumani, etilen diklorid gibi baz1 endiistriyel

kimyasal maddeler ve birgok c¢evre kirleticisidir [33].
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C. Gametik ve Somatik Mutasyonlar

Gametik mutasyonlar gametik hiicrelerde meydana gelen mutasyonlardir. Boylece kalitsal

hale gelerek yeni bireyleri dogrudan etkilerler.

Somatik mutasyonlar ise somatik hiicrelerde meydana gelir. Organizmanin kendisini
ilgilendirmekte olup, bu olay organizma ortadan kalkinca etkisi biter. Yeni nesillere aktarilmaz

[34].

D. Cerceve Kaymasi (Frameshift) Mutasyonlari

Genin iriiniinii belirleyen siirlar (okuma cergevesi) icinde kodonlarin kaymasi ve bunun
sonucunda da genin {iriiniine ait bilginin degismesidir. Bir baz ciftinin aradan ¢ikmasi (delesyon)
sonucu genin bir bazlik ¢iftlik parcasinin kaybolmasi ile o noktadan itibaren tiim kodonlarin
degismesine neden olabilecegi gibi yeni bir baz ¢iftinin yapiya girmesi (adisyon) sonucu gene tek
bir baz cifti eklenmesi ile o noktadan itibaren tiim kodonlarin degismesine de neden olabilir [30].

Mutasyonun meydana geldigi noktadan itibaren gendeki tiim okuma c¢ergevesinin
degismesi genin iiriinii olan polipeptitte ¢cok sayida amino asit dizisinin degismesine ve genellikle

protein molekiiliiniin yap1 ve iglevinin tamamen degismesine neden olur [33].

E. Baz Cifti Degisimleri (Base-Pair Substitution)

Bir genin i¢indeki bir ya da ¢cok daha ender olarak birka¢ baz ¢iftinin yerini baska bir baz
ciftinin almasidir. Degisen bazin replikasyon sirasinda degisik bir bazla eslesmesi yanlig

eslesmeye neden olur [33].

1.3.3.5. Mutasyon Olusum Mekanizmalari

Tautomerik Degisimler

DNA’daki bazlar, atom pozisyonlar1 ve atomlar aras1 baglardaki degisiklikleri nedeniyle
farklr izomerlerden biri olarak ortaya cikabilir (tautomer). DNA’daki azotlu bir bazin tek bir
protonun kaymasi ile farklilik gosteren, yapisal izomerler olarak adlandirilan alternatif kimyasal

formlar1 halinde bulunabilirler [30].
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Bu degisimler molekiiliin bag 6zelliginin degistireceginden, tautomerik kaymalar baz ¢ifti

degisimlerine veya mutasyonlara yol agar [30].

Bazlar normalde amino ve keto formlar1 arasindaki hidrojen baglanmalarla eglesirler.
Ancak ender olarak protonlarin kaymasi ya da iyonizasyonlar nedeniyle (tautomerik kayma)

imino ve enol formlar1 da olusabilir [30].
Baz Analoglarn

Molekiiler yapilar1 piirin ve primidinlere ¢ok benzeyen hiicreye normal bazlarla birlikte
alabilen dNTP haline doniistiiriiliip replikasyon sirasinda DNA’nin yapisina giren kimyasal
maddelerdir. Sadece replikasyon sirasinda etkili olurlar. Bunlar mutajenik kimyasallardir.
Replikasyonda sentezlenen DNA zinciri yapisina normal bazlarin yerine girerler. Bunun
sonucunda daha sonraki replikasyonda yanlis baz eslesmeleri ve baz ¢ifti degisimleri meydana
gelir. Hem piirin hem de primidinlerin yerini alabildikleri i¢in neden olduklari mutasyon gift

yonlidir [30].

Urasil’in tlirevi olan “5-bromourasil (5-BU)”, keto formunda yapiya katilirsa timin
analogu olarak davranir. Enol formunda DNA yapisina katilirsa sitozin analogu olarak guanin ile

bag yapar [30].

Diger mutajenik baz analogu 2-amino piirin (2-AP), adenin analogu, T ile eslesmeye

yatkinligina ek olarak sitozin ile de A=T’ den G=C’ ye transisyonlara yol agar [30].

2-AP gibi transisyon mutasyonlarini uyarmadaki 6zgiilliik nedeniyle baz analoglari,
yabanil niikleotid dizilerine geri doniisiimii (reversiyon) uyarmada da kullanilabilirler. Bu
degisiklik “tersinir (reverse) mutasyon” olarak adlandirilir. Bu siireg, ¢ok diisiik siklikla olmakla

beraber spontan olarak da meydana gelebilir [30].
AlKkilleyici Ajanlar

Ikinci Diinya Savasi’nda kesfedilen kiikiirt iceren hardal gazlari, kimyasal savas

arastirmalarinda tanimlanan ilk kimyasal gruplardan biridir. Digerleri; Etilmetan siilfonat(EMS),
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Etiletan stilfonat(EES), Akridin boyalar(Akridin orange, proflovin) gibi alkilleyici ajanlardir.
Niikleotitlerdeki amino ve keto gruplarina CHj3- veya CH3-CH,- gibi bir alkil grubu eklerler [30].

Etilmetan siilfonat (EMS); Guanin’in 6 nolu, Timin’in 4 nolu pozisyondaki keto

gruplarim alkiller [30].

Baz analoglarinda oldugu gibi, baz eslesme yatkinliklar1 degistirilmistir ve sonugta

transisyon mutasyonlar1 olusur. 6-etilguanin, adenin analogu gibi davranir ve timinle eslesir [30].

Akridin boyalar1 adin1 alan kimyasal mutajenler de c¢erceve kaymasi mutasyonlarina
neden olur. Proflavin ve akridin saris1 gibi akridin boyalari, DNA’nin piirin ve pirimidinleri
arasina sikisarak interkalasyon yapmalariyla bilinirler. DNA sarmalinda genislemeler olusturarak

delesyon ve insersiyonlara neden olurlar [30].

Apiirinik Bolgeler ve Diger Lezyonlar

Cift-sarmal DNA molekiiliindeki azotlu bazlardan birinin spontan olarak kaybedilmesiyle

ortaya cikarlar [30].

Piirin halkasinin 9-N’unu d-ribozun 1°-C’una baglayan glikozidik bagin kirilmasiyla
olusan bu bolgelere “apiirinik bolgeler (AP bolgeler)” denir. AP bélgede bir azotlu bazin yoklugu
transkripsiyon ve translasyonda genetik kodu degistirir. Eger replikasyon gergeklesecekse

durmasina sebep olur [30].

“Deaminasyon”da ise Adenin ve Sitozin’deki bir amino grubu keto grubuna

dontstiriilmektedir [30].
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¥ -dR-P-dR-P-dR-pP-dR-P-dR-P-dR-P-

A C /A G T /(G
T G \U cC A ‘U

5-dR- P-dR-#-dR-pP-dR-P-dR-#-dR- p-

Sitozin’in spontan olarak

Polimerizasyon nedeniyle deaminasyonu ile Urasil’e donlismesi

dUTP’nin eklenmesiyle

Sekil 1.3.3.5.4.1. Deaminasyon reaksiyonu

(www.dicle.edu.tr/~vtolan/album.htm, Ocak, 2009)[35]
Bazin yapisimin degismesi :

Gecici tautomerik degisim: Replikasyon sirasinda DNA molekiiliiniin ipliklerden
birindeki bazlarda gegici bir tautomerik degisiklik meydana gelmesi (piirin ve pirimidin
halkalarindaki 1. ve 6. pozisyondaki H atomlarinin yeni ve stabil olmayan pozisyona ge¢cmesi),
bu bazlarin replikasyondaki eslesme ozelliklerinin degismesi ve replikasyon sirasinda yanlis

eslesmeler sonucu mutasyon meydana gelir [33].
Kalici1 Degismeler:

1.Bazin kimyasal yapisinin degismesi durumunda hiicrenin yasam ¢evriminin herhangi bir
evresinde bazin kimyasal yapisinda kalic1 degismeler, bunun sonucunda da replikasyon sirasinda

yanlig eslesmeler meydana gelir.



15

2.Bir bazin yerine bagka bir bazin alinmasi1 durumunda replikasyon sirasinda meydana

gelen degisim sonucu sonraki replikasyonlarda yanlis eslesme goriiliir.

Bazlarin yapisindaki devamli degismeler bazi dis etkenler (mutajenler) tarafindan
meydana getirilebilir. Bunlar ya bazin kimyasal yapisini degistirir ya da replikasyon sirasinda bir

bazin yerine girerler [30].

Bir baz ¢iftinin degismesi genin {iriinli olan proteindeki amino asitlerden sadece birinin
degismesidir ve genelde kolaylikla gdzlenebilecek degisimlere yol agmaz. Baz ¢ifti degisimiyle
olusan yeni kodon ayni anlamli oldugunda buna “sessiz mutasyon” denir. Yanlis anlamli kodon
tek bir amino asit degisimi bir proteinin ikincil ve ii¢iinciil yapisinda genelde ¢ok etkili degildir
ve cogu kez sessiz mutasyon olarak adlandirilir. Anlamsiz kodonda (bitim kodonunda)
mutasyonun meydana geldigi noktadan itibaren protein sentezi durur. Etkisini fenotipte ¢ikarma

olasilig1 oldukea yiiksektir [30].

Baz cifti degisimleriyle meydana gelmis mutasyonlar genellikle sizintili tiptedir ve mutant

genin normal islevi bir 6l¢iide kalint1 olarak devam eder [30].

Ultraviyole Radyasyonu ve Timin Dimerleri

Piirin ve pirimidinler U.V radyasyonunu yaklasik 260 nm dalga boyunda maksimum

olarak absorbe ederler [30].

UV etkisi ozellikle iki timin bazi arasinda olustugu pirimidinler iizerinedir. Dimerler

DNA konformasyonunu bozar ve normal replikasyonu durdurur [30].

Timin dimerleri nedeniyle; DNA iplikg¢ikleri katlanir, transkripsiyon ve ekspresyon

yapilamaz [30].
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Pelore

Incoming
UV Photen

Sekil 1.3.3.5.5. Timin Dimerleri.

(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/2f/DNA_UV_mutation.gif, Ocak, 2009)[36]

1.4. Mutasyon Sebebleri ve Etkileri

Mutasyonun goézlenebilen bir etki olmadan ortaya ¢ikmasi ¢ok az gozlenen bir olgudur.
Daha cok ¢evreden gelen kimyasal ya da fiziksel etkiler nedeniyle olur. Bir dis etkinin mutasyona
yol acabilmesi (mutajen olmasi) igin hiicre icine girip etkinligini gosterebilmesi gerekir. Ornegin
Gilines’in mordtesi 1sinlari, girim giicii diisiik oldugu i¢in yalnizca deri hiicrelerinde somatik
mutasyona yol agabilirken, girim giicii yiiksek olan X 1sinlar1 ya da atom bombasi 1simalari,
tohumsal mutasyona yani nesilden nesile aktarilabilen mutasyona yol acabilen ¢ok giiclii
etkenlerdir. Bu tiir mutasyonlarin bir ¢ok 6rnegi yakin zamanda Cernobil patlamas1 sonucunda
cevredeki bir ¢cok canli tiiriinde gozlenmistir. Giiniimiizde bile bu patlama sonrasi etrafa sagilan
radyoaktif maddelerin neden oldugu somatik mutasyonlarin goriiniir sonuglar1 vardir. Halen
Rusya ve Karadeniz Bdolgesi’ndeki kanser oranlari ¢ok yiiksektir. Mutasyonun diger bir sonucu
da hiicre boliinmesindeki kontrol mekanizmasini1 ortadan kaldirabilmesidir. Bunun bilinen en

tehlikeli sonucu ise hiicrenin kontrolsiiz boliinmesi yani kanserdir [29].
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1.5. Rutenyum Tiirevleri ve Cisplatin

Rutenyum metali ilk olarak 1844 yilinda Karl Klaus tarafindan kesfedilip izole edilmistir.
Rutenyum dogada nadir bulunan elementlerdir. Belli mineralleri olmayip platin metali ile beraber
bulunur [37].

Rutenyum beyaz renkli sert bir metaldir. Sertligi iridyumun sertligi derecesindedir. Atom
numarasi 44, atom agirligi 101.07, erime noktas1 2500°C, kaynama noktas1 4900°C ve yogunlugu
12.2 g/em3tiir [37].

Rutenyum korozyona kars1 ¢ok dayaniklidir. Ancak 800°C’de 1sitildiginda yiikseltgenerek
RuO;, ve RuO, bilesiklerini verir. Asitlere dayaniklilik gosterirse de altin suyunda ¢oziiniir.
KNO; KOH ile eritme islemine tabi tutuldugunda potasyum rutenat (K,RuOy) bilesigini vererek
¢Oziiniir. Halojenler ve sodyum peroksit veya diger bazik oksit karigimlartyla bilesik verir. En
bilinen ve yaygin olan bilesigi rutenyum trikloriir (RuCls)diir [38].

Rutenyum iridyum, osmiyum, palladyum, platin ve rodyum gibi elementlerle alasim yapar
ve bu metallerin sertligini arttirir. Keza titanla da alasim verir ve bu metalin korozyona
dayanikliligin1 arttirir. Cesitli miicevherlerin ve asmmmaya dayanikli elektrik kontaklarinin

yapiminda da rutenyumla sertlestirilmis platin ve palladyum alagimlarindan faydalanilir [39].

Sekil 1.5.1. Rutenyum’un kimyasal yapisi.
(http://journals.iucr.org/e/issues/2005/01/00/cv6427/cv6427schemel.gif, Ocak, 2009)[40]
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Cisplatin c¢esitli insan kanserlerinin klinik tedavisinde antineoplastik ajan olarak genis
capta kullanilmaktadir. Giiniimiizde, deneysel olarak sitotoksisitede ve nefrotoksisitede yer alan
cisplatin-DNA iliskisi ile iiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS) oldugu bildirilmistir [41]. Siiper
oksit anyon, hidroksil radikal ve hidrojen peroksit iceren ¢ogu reaktif oksijen metabolitleri farkl
doku ve organlara zarar verebilirler ama oOzellikle cisplatinle kullanimiyla baglantili tiibiiler
rahatsizliklarda ve akut bobrek yetmezliginde glomeriiler dokuya daha c¢ok zarar verirler (Klahr
1997). Bundan dolayi, etkili bir antioksidant savunma bu patolojik islemlerin tedavi ve dnlenmesi
icin yararli olabilir [42]. Cisplatin ve dogal diyet {iriinleri iligkisi tiimdr hiicreleri {izerinde ilag
aktivite aksaklig1 olmaksizin kanser tedavileri siiresince yararli etkiler yaratmistir. Bundan dolay1
bu iirlinlerin, antitiimor ajanlar ile tetiklenen nefrotoksisiteye karsi koruyabildikleri bulunmustur

[43].

NH,

\

Cl—Pt—<—NH,

Cl
Cisplatin

Sekil 1.5.2. Cisplatin’in kimyasal yapist.
(http://www.webalice.it/alberto.frangini/cisplatin.jpg, Ocak, 2009)[44]

Cisplatin farmakokinetiklerin farkli renal disfonksiyon dereceleri olan hastalarda iyi
dokiimanlar1 bulunmasina ragmen, aneferik hastalar i¢in cisplatinin ulasilabilir uygunluguna dair
bilgi bulunmamaktadir. Aneferik hastalar bazen cisplatin terapisine ihtiya¢ duyabilmelerinden
dolay1 bu hasta populasyonlarindaki cisplatin yonetimi i¢in terapétik yayinlarin tanimlanmasi
onemlidir [45].

Platinyum grubu elementlerinin  katalizor olarak 6zellikle otomobil egzos

detoksifikasyonunda gelisen endiistride kullanimi tedavi ve cevresel kirlenmede artisa neden
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olmaktadir. Platinyum, paladyum ve rodyumun koordinasyon bilesiklerinin endiistriyel olarak
kullanildig1 sitotoksik ve mutajenik Ozellikler Salmonella typhimurium test sisteminde ve iki
hiicre hattinda saptanmis olarak ndétral kirmizi sitotoksisite yontemi kullanilarak incelenmistir.
Platinyum bilesiklerinin sitotoksik etkileri EDsg olarak 6l¢iiliir, 0.2 mM test konsantrasyonlarinda
meydana gelir. Rodyum tuzlariin EDsy=6 mM’da 30 kat daha az toksik olugu kanitlanmasina
ragmen, analog paladyum tuzlar1 0.6mM EDs, ile 3 kat daha az toksik olarak test edilmistir.
Belirli bir metalin farkli bilesiklerinin toksisite seviyeleri birbirlerinden 6nemli derecede farlilik
gostermemistir, bu da metali toksik etkiler i¢in sorumlu yaptigin1 géstermektedir. Ames testinde
spontan mutasyon oranlari 4 test susunun platinyum bilesiklerine maruz birakildigi zaman
faktorler 3’ten 20’ye yiikselmistir. Analog rodyum bilesikleri kararli bir sekilde daha az
mutajeniktir ve paladyum hi¢bir mutajenik potansiyel meydana getirmemistir. 4 test susunun
hepsi farkli mutasyonlar icerir, rodyum ve platinyumun miutajenik potansiyeli DNA hasarina
neden olan farkli mekanizmalar {izerine dayanarak meydana gelir. Bu in vitro deneylerden yola
cikarak, rodyumun suda ¢oziilebilir bilesik tuzlarinin platinyum bilesiklerinden daha az toksik ve
daha az mutajenik potansiyele sahip oldugu sonucuna varilabilir. Paladyum i¢in herhangi bir
mutajenik 6zellik yoktur. Bu goriisten yola ¢ikarak, oncelikli baskin olarak paladyum igeren
dontistliriicii bir katalizor dagilimmin egzos detoksifikasyon tekniginden kaynakli potansiyel

hastalik risklerini minimuma indirebilecegi olasidir [45].
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1.5.1. Rutenyum Tiirevlerinin A¢ik ve Kapali Formiilleri

Sekil 1.5.1.1. Rul,BPt’nin agik formulii.
Kapali formiilii: [Ru(dp),(bipp)]PtCl,

Sekil 1.5.1.2. RuL;BPt’nin a¢ik formulii.
Kapali formiilii: [Ru(ip),(bipp)]PtCl,



Sekil 1.5.1.3. RuL,BPt’nin acik formiilii.
Kapali formiilii: [Ru(pip),(bipp)]PtCl,
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Sekil 1.5.1.4. RuLsBPt’nin a¢ik formiilii.
Kapali formiilii: [Ru(dap),(bipp)]PtCl,

Sekil 1.5.1.5. RuL¢BPt’nin acik formiilii.
Kapali formiilii: [Ru(dan),(bipp)]PtCl,
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Sekil 1.5.1.6. RuL,BPt’nin a¢ik formiilii.
Kapal1 formiilii: [Ru(aq),(bipp)]PtCl,
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2.MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

4 nitro o fenilendiamin, sitrik asit monohidrat, K,HPO,, NaOH, Bacto Agar,
MgS04.7H,0, NaCl, L-Histidin.HCI, D-Biyotin, Ampisilin trihidrat, sodyum azid, Nutrient
Broth, KCI, NaHNH4(PO4.4H,0).

2.1.2. Salmonella tpyhimurium test suslari

Deneyde Ames ve arkadaslar tarafindan Salmonella tpyhimurium LT2 atasal susundan in
vitro mutasyonlarla gelistirilen TA98 ve TA100 suslart kullanilmis olup, bu suslar Hacettepe
Universitesi’'nden temin edilmistir.

Salmonella tpyhimurium’un TA98 susu cergeve kaymast mutasyonu, TA100 susu ise
nokta mutasyonu Ozelligi tasimaktadir. Cergeve kaymasi diger bir ismiyle frameshift
mutasyonlar1 bir genin protein kodlayan kisminda ya da birkag baz ¢iftinin girmesi ya da ¢ikmasi
ile olusan mutasyon c¢esididir. Baz ¢ifti degismesiyle goriilen mutasyonlar ise bir gendeki bir baz

ciftinin diger bir baz ciftine degismesidir.

2.1.3. Test maddelerinin dozlar1 ve hazirlamsi

Bu ¢alismada 6 ayr1 rutenyum tiirevinin ve cisplatinin mutajenik etkileri Ames/Salmonella
test sistemi ile arastirilmstir.

Bu maddeler dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziilerek oda sicakliginda saklanmiglardir.
Uygulanacak dozlarn belirlemek icin 5 pg/plak, 10 pg/plak, 25 pg/plak, 50 pg/plak ve 100
pg/plak konsantrasyonlar1 hazirlanip bakteriler {izerinde denenmis ve 100 pg/plak

konsantrasyonunun mutajenik etki yaptig1 gortilmiistiir.
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2.1.4. Deneyde Kullamlan Cézelti ve Ortamlarin icerikleri ve Hazirlanmalar

Ames/Salmonella Testinde Kullanilan Cozeltiler

Vogel Bonner Medium E (50X) Tuz Cozeltisi

Kullanimi: Minimal Glikoz Agar plaklarinin hazirlanmasinda kullanilir.

Distile su (45 °C) 167.5 ml
MgS04.7H,0 25 gr
Sitrik asit monohidrat 25 gr
K;HPO, 125 gr
NaHNH,4 (PO4.4H,0) 43.75 gr

Maddeler yukarida yazildiklar1 sira ile sicak suyun igine eklenir. Bir madde iyice
¢cozlinmeden digerinin eklenmemesi gerekir. Daha sonra hacim 1 It’ye tamamlanir. 1 1t’lik 2 kaba
boliinerek 121 °C’de 20 dk siire ile otoklava konularak steril hale getirilir. Oda sicakliginda

saklanir.

0.5 mM Histidin/Biyotin Cozeltisi

Kullanimi: Mutasyon deneyinde kullanilir.

D-Biyotin 30.9 mg
L-Histidin 240 mg
Distile su 250 ml

Biyotin suyun kaynama noktasina kadar isitilarak ¢oziiliir. Daha sonra histidin ilave
edilerek karisim 121°C’de 20 dk otoklavlanarak steril hale getirilir. Histidin/Biyotin

hazirlandiktan sonra +4 °C’de saklanir.
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(%0.8/0.02 NaOH) Ampisilin Cozeltisi

Kullanimi: Ampisiline direnglilik kontrolii ve HBA plaklarinin hazirlanmasinda kullanilir.

Ampisilin trihidrat 0.8 gr
0.02 M Sodyum hidroksit 100 ml

Ampisilin trihidrat, 0.02 M NaOH ig¢inde ¢oziiliir ve 0.22 pm ¢aph filtreden gegirilerek

steril edilir. +4 °C’de saklanir.

0.02 M NaOH 100 ml distile suda 0.08 gr NaOH ¢dziilerek hazirlanir.

(%0.1) Kristal Viyole Cozeltisi

Kullanimi: Suslarin kristal viyoleye duyarliliklarini dolayisiyla Rfa mutasyonu tasiyip

tagimadiklarini kontrol etmek i¢in kullanilir.

Kristal viyole 0.1gr
Distile su 100 ml

Boya ve su karistirilip, soliisyon 151k gecirmeyen bir kaba konur ve +4°C’de saklanir.

(%0.13) Bivotin Cozeltisi

Kullanimi: Genotip kontrolii ve HBA plaklarinin hazirlanmasinda kullanilir.

D-Biyotin 0.00065 gr
Distile su 50 ml

D-Biyotin suyun kaynama noktasina kadar 1sitilarak ¢oziiliir ve 121°C’de 20 dk otoklavda

steril edilir. +4 °C’de saklanir.
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(%0.5) Histidin Cozeltisi

Kullanimi: Genotip kontrolii ve HBA plaklar1 hazirlanmasinda kullanilir.

L-Histidin.HCI 2gr
Distile su 400 ml

Histidin ile distile su kanistirilarak otoklav edilir.

(%20) Glikoz Cozeltisi

Kullanimi: MGA ve HBA plaklarinin hazirlanmasinda kullanilir.

Glikoz 20 gr
Distile su 100 ml

Glikoz distile su i¢inde ¢oziilerek otoklav edilir. 0-4°C’de saklanir.

Top Agar

Kullanimi: Mutasyon deneyinde kullanilir.

Agar 1.5 gr
NacCl 1.25 gr
Distile su 250 ml

Maddeler su i¢inde ¢oziilerek, 121 °C’de 20 dk otoklavlanarak steril edilir.
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Histidin/Bivotin plaklar: (HB agar)

Kullanimi: Histidin gereksinim deneyinde kullanilir.

Agar 3gr
Distile su 180 ml
50X VBM

%20 Glikoz

Histidin.HC1

Biyotin ¢ozeltisi

4 ml
20 ml

2 ml
1.2 ml

Agar ve su karistirildiktan sonra otoklav edilir. 45°C’ye kadar sogutulup %20 glikoz, 50X

VB tuzlar1 ve histidin ¢ozeltisi eklenir. Son olarak biyotin ¢ozeltisi eklenir. Karigim steril

petrilere dokiiliir.

Histidin/Bivotin/Ampisilin plaklar:1 (HBA agar)

Kullanimi: Ampisiline direnglilik testi ve “Master Plate” hazirlanmasinda kullanilir.

Agar

Distile su

50X VB Tuz

%20 Glikoz
Histidin.HC1.H,O

0.5 mM Biyotin

(%0.8/0.2 NaOH) Ampisilin

3 gr
182 ml
4 ml
20 ml
2 ml
1.2 ml
0.6 ml
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Agar ve su otoklavlanir. 45°C’ye sogutulup %20 glikoz, 50X VB tuzlar1 ve histidin bu
soliisyona eklenir. Sicaklik biraz daha azalinca biyotin ve ampisilin eklenerek petrilere dokiiliir.

Bu plaklarda bakteriler +4 °C’de 2 ay siireyle saklanir.

Minimal Glikoz Agar Plaklar1 (MGA)

Kullanimi: Spontan olarak geriye doniis sikliginin kontrolli; pozitif kontrol, solvent

kontrol ve mutasyon deneylerinde kulanilir.

Agar 7.5 gr
Distile su 415 ml
50X VB tuz 10 ml
%20 Glikoz 50 ml

Agar ve su karistirilip ¢oziiliir ve otoklavlanir. 45 °C’ye sogutulup %20 glikoz ve 50X VB

tuzlar1 yavas yavas karistirilarak eklenir, petrilere 30’ar ml dokiiliir.

Nutrient Agar Plaklar: (NA)

Kullanimi: Gecelik kiiltiirtin ml’sindeki bakteri sayisin1 bulma ve genotip kontroliinde

kullanilir.

Oxoid Nutrient Broth 2.6 gr
Agar 1.6 gr
Distile su 100 ml

Agar, broth ve su karistirilip otoklavlanir ve petrilere 30’ar ml dokiiliir.
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Nutrient Broth Sivi Kiiltiir Ortami (NB)

Kullanimi: Gecelik kiiltiiriin hazirlanmasinda kullanilir.

Oxoid Nutrient Broth Ser
Distile su 200 ml

Broth ve su karistiritlip otoklavlanir. Daha sonra ampisilin eklenir. +4 °C’de muhafaza

edilir.

Sodyum Azid (SAZ)

Kullanimi: Pozitif kontrollerde TA100 susu i¢in kullanilir.

5 pg/petri olmak tizere DMSO i¢inde ¢oziilerek hazirlanir. 0-4°C’de saklanabilir.

4-nitro-o-Fenilendiamin (NPD)

Kullanimi: Pozitif kontrollerde TA98 susu i¢in kullanilir.

2.5 mg/petri olmak iizere DMSO’da ¢oziilerek kullanilir. Oda sicakliginda saklanir.
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2.2. Yontem

Bu calisma Hacettepe Universitesi’nden elde edilen test bakterilerinin stok kiiltiirlerinin
hazirlanmas1 ve bakterilerin genetik Ozelliklerinin kontrol edilmesi ile Ames/Salmonella testi
Maron ve Ames’in yontemine uygun olarak yapilmistir.

Deneyde her doz her sus icin 3 plak halinde denenmistir. Ayrica pozitif kontrol, solvent

kontrol ve spontan kontroller deneye paralel olarak denenmistir.

2.2.1. Salmonella suslarimin Kiiltiirlerinin ve master plaklarin hazirlanmasi

Bakteri kiiltlirlerinin Histidin/Biyotin/Ampisilin (HBA) plaklarina paralel ekimleri yapilip
37°C’de 48 saat inkiibe edilir. 48 saat sonunda iyi izole olmus bir koloni seg¢ilip 2 ml Nutrient
Broth icinde siispanse edilerek bir gece (12-16 saat) 37°C’de inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon
sonunda bir 6ze dolusu siv1 kiiltlir alinip Histidin/Biyotin/Ampisilin agar {izerine ¢izgi ekim
yapilir ve 37°C’de 48 saat inkiibe edilir. Hazirlanan bu plaklar +4°C’de iki ay siire ile

saklanabilir.

2.2.2. Salmonella suslarimin saklanmasi ve stok kiiltiirlerin acilmasi

Test suglarinin uzun siire canliliklarin1 ve mutant 6zelliklerini koruyabilmeleri ig¢in
stoklanmalar1 gerekir. Bunun icin HBA agarda iiremis olan Sal/monella suslarindan iyi izole
olmus, normal biiytikliikteki bir koloni 6ze ile alinip 2 ml Nutrient Broth (NB) igeren tiiplerde
siispanse edilerek 37°C’de bir gece inkiibe edilir. Bu slirenin sonunda steril eppendorf tiip i¢ine
950 pl s1v1 bakteri kiiltiirii, 700 pl otoklavlanmig skim milk ve 50 ul DMSO ilave edilip -20°C’de
donmasi saglandiktan sonra -80°C’de saklanir.

Kiiltiirlerin agilmas1 gerektiginde, stok bakteri kiiltiirii oda sicakliginda eritilip bir 6ze
dolusu alimarak Histidin/Biyotin (HB) agar plaklarina paralel ekim yapilir. 37°C’de 48 saat
inkiibe edildikten sonra HB plaklarinda {ireyen bakterilerden iyi izole olmus bir koloni 6ze ile
almip Histidin/Biyotin/Ampisilin (HBA) agar plaklarina paralel ekim yapilir. HBA plaklari
37°C’de 48 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi master plaklar +4°C’de iki ay siire ile

saklanabilir ve gerektiginde gecelik kiiltiir hazirlamak i¢in kullanilabilir.
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Sekil 2.1.b. TA100 susunun master plaklarda liremesi.

2.2.3. Salmonella suslarinin kontrol testlerinin yapilmasi (Bakterilerin genotiplerinin

kontrol edilmesi)

Mutasyon testlerinde test maddesinin mutant susu atasal tipe dondiirme giicii yani test
suslarin orijinal mutasyonlara sahip olup olmadig 6l¢iildiigli i¢cin susun genotip bakimindan
mutant karakterlere sahip olup olmadiginin kontrol edilmesi testin giivenirliligi agisindan

gereklidir. Bu nedenle, bakterilerin genotipleri cesitli testlerle kontrol edilir.
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2.2.3.1. Histidin Gereksinimi Kontrolii

Bakterilerin Minimal Glikoz Agar (MGA) iizerine ekilmeleri sonucu his™ bakterileri his"
bakterilerinden ayirt edilir. Bu amagcla bakteriler Nutrient Broth’da (NB) 1 gece iiretilir. MGA ve
Histdin Biyotin (HB) plaklarina ¢izgi ekim yapilir. 37°C’de 48-72 saat inkiibe edilir. HB
plaklarinda iireme go6zlenirken, MGA plaklarinda iireme gozlenmez. Boylece kullandigimiz

bakterilerin his mutasyonu tasidigi anlasilir (Sekil 2.2.a., Sekil 2.2.b., Sekil 2.2.c., Sekil 2.2.d.).

Sekil 2.2.a. TA98 susunun HB plaginda Histidin gereksinimi kontrolii.

Sekil 2.2.b. TA100 susunun HB plaginda Histidin gereksinimi kontroli.
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Sekil 2.2.c. TA98 susunun MGA plaginda Histidin gereksinimi kontrolii.
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Sekil 2.2.d. TA100 susunun MGA plaginda Histidin gereksinimi kontrolii.

2.2.3.2. Rfa Mutasyonu Kontrolii

Bu mutasyon bakteri hiicre zarinin lipopolisakkarit yapisinda, hiicre zarinin gegirgenligini
arttirmak i¢in olusturulmustur. Varlig1 kristal viyole duyarlilik testi ile tespit edilir.

Bu test i¢in; bakteriler NB’da bir gece tretilir. 0.1 ml siv1 kiitlir 45°C’lik su banyosunda
isitilmig 2 ml top agar iizerine ilave edilir. Nutrient Agar (NA) plaklarina dokiiliir. Plaklara 8
isareti yaptirilir. 10 dk donmasi beklenir. Plagin ortasina 0.5 cm ¢apl steril filtre kagidi disk
yerlestirlir. Diskin ortasina %0.1°1ik kristal viyole damlatilir. Kagidin boyayr emmesi beklenir.
Plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonunda disk ¢evresinde 9 cm’lik iireme olmayan kisim gozlenir. Bu zonda,
boya maddesi bakterilerin igine kolayca girip etkiledigi i¢in bakterilerin tiremesi engellenir ve

bakterilerin Rfa mutasyonu tasidiklar anlasilir (Sekil 2.3.a., Sekil 2.3.b.).
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Sekil 2.3.b. TA100 susunun NA plaginda Rfa mutasyonu kontrolii.

2.2.3.3. UvrB Mutasyonu Kontrolii

Bu mutasyon ile bakterilerde; UV 1s18imin neden oldugu replikasyon hatalarinin
diizeltilmesi i¢in gerekli olan DNA onarim mekanizmasi engellenmistir ve bu mutasyon varligi
UV 1sinlarina duyarlilik testi ile tespit edilir.

Bu test i¢in; bakteriler NB’da bir gece {iretilir. NA plaklarinin tamamina paralel ekim
yapilir. Plagin yaris1 ¢izgileri kesecek sekilde plastik bir tabaka ile kapatilir. 15 watt giiclinde bir
UV lambasi ile 33 cm yiiksekten 8 sn siire ile 1sinlanir. Isinlanmadan sonra petri kapaklar
kapatilir. 37°C’de 24 saat inkiibe edilir.

Kullanilan UV 15181 dozu, UVrB mutasyonu tasiyan bakterileri 6ldiirecek dozdadir. Ciinkii
DNA kesme tamir etme mekanizmasi engellenmistir. Bundan dolayr UV’ye maruz birakilmis
kisimda iireme olmazken, plastik kapakla kapatilan kisimda normal bir {ireme goézlenir. Bu da
bize kullanilacak bakterilerin UVrB mutasyonu tasidigini gosterir (Sekil 2.4.a., Sekil 2.4.b.,
Sekil2.4.c., Sekil 2.4.d.).
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Sekil 2.4.a. UV’ye maruz birakilmayan TA98 susunun NA plaginda UVrB mutasyonu kontroli.

Sekil 2.4.b. UV’ye maruz birakilmayan TA100 susunun NA plaginda UVrB mutasyonu kontrolii.

Sekil 2.4.c. UV’ye maruz birakilan TA98 susunun NA plaginda UVrB mutasyonu kontrolii.
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Sekil 2.4.d. UV’ye maruz birakilan TA100 susunun NA plaginda UVrB mutasyonu kontrolii.

2.2.3.4. R Faktor Varhg Kontrolii

Test bakterilerinin icerdigi R faktdr tasiyan pKMI101 plazmidlerinin  kaybolup
kaybolmadiklari, ampisiline direngliliginin 6l¢iilmesi ile tespit edilir.

Bu amagla bakteriler NB’da 1 gece iiretilir. Ampisilin iceren HBA (Histidin-Biyotin-
Ampisilin) plaklarina ¢izgi ekim yapilir. 37°C’de 24 saat inkiibe edilir.

Plazmid igeren mutant bakterilerin ampisilinli ortamda biiyiidiikleri gozlenir. Bakteriler R

faktor plazmidini icermektedir (Sekil 2.5.a., Sekil 2.5.b.).

Sekil 2.5.a. TA98 susunun HBA plaginda R faktor varligi kontrolii.
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Sekil 2.5.b. TA100 susunun HBA plaginda R faktér varlig1 kontrolii.

2.2.3.5. Spontan Olarak Geriye Doniis Sikhiginin Kontrolii

Mutant bakteri suslarmin kendiliginden (spontan) his” durumdan his"’e doniismesi belirli
sinirlar i¢cinde miimkiindiir. TA98 ve TA100 suslarinin genetik yapilarinin kontroliine ek olarak
bu suslarin MGA’da belirli sinirlar i¢inde uyarilmadan doniismesi kontrol edilir.

Bu test icin; 37°C’de NB’da bir gecelik kiiltiir tiretilir. 0.1 ml gecelik kiiltiir 45 °C’deki su
banyosundaki top agar iizerine ilave edilir. 0.2 ml 0.5 M Histidin-Biyotin soliisyonu eklenir. Test
tiipii yavasca calkalanarak MGA plaklarina yayilir. 37°C’de 48 saat inkiibe edilir. Revertant
koloniler sayilir (Sekil 2.6.a., Sekil 2.6.b.).

Sekil 2.6.a. TA98 susunun MGA plaginda spontan olarak geriye doniis sikliginin kontroli.
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Sekil 2.6.b. TA100 susunun MGA plaginda spontan olarak geriye doniis sikliginin kontrolii.

2.2.4. Test maddelerinin sitotoksik etkilerinin saptanmasi

Kullanilan test maddelerinin test bakterileri igin dldiiriicii dozunun saptanmasi amaciyla
top agara 0.1 ml bakteri kiiltiirii ve 0.1 ml test maddelerinin degisik konsantrasyonlar1 eklenir.
Tiipteki karisim Nutrient Agar plaklarina dokiiliir ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon
sonunda plaktaki koloniler sayilir. Kimyasal madde eklenmeyen kontrol plaklar ile
karsilastirilarak toksik ve toksik olmayan dozlar belirlenir.

Buna gore test maddelerinin 100 pg/plak dozu toksik olarak belirlenmistir ve deneyin 5
ng/plak, 10 pg/plak, 25 pg/plak, 50 pg/plak ve 100 pg/plak doz seviyeleri ile yapilmasina karar

verilmistir.

2.2.5. Ames mutajenite testinin yapihsi

Deneyin amaci, daha dnceden biiylimesi i¢in hitidin amino asidine gereksinim duyan
oksotrofik (histidin sentezleyemeyen) suslarin, kullandigimiz test maddeleri ile tekrar histidin
sentezleyebilir yani prototrofik hale doniismesi temeline dayanir. Deneyler her bir susa 3 plak
tekrari ile yapilir.

Her deney susu karakteristik spontan mutant 6zellik tasimaktadir. TA98 i¢in spontan
koloni sayist 20-50, TA100 i¢in 125-200 kolonidir.

Ames/Salmonella deneyinde mutajenitenin belirlenmesi steril kosullar altinda minimal
glikoz agar plaklarma 0.1 ml 6rnek, 0.2 ml histidin/biyotin iceren 2 ml top agar ve 0.1 ml taze

Salmonella gecelik kiiltliriin eklenmesiyle 48 saatlik inkiibasyon sonucu karakteristik final
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populasyonun gozlenmesiyle gerceklesir. Tiipler yaklasik 2 saniye diisiik hizda vortex ile
karistirilir ve direk minimal glikoz agar plaklarina dokiiliir. Plaklarin her birinden her bir sus icin
3 tekrar yapilir. Plaklar ters cevrilir ve 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilir. Test maddeleri
DMSO i¢inde ¢oziilir. DMSO solvent kontrol i¢in de kullanilir. Pozitif kontrol kimyasallar
TA98 icin 4 nitro o fenilendiamin, TA100 i¢in sodyum azid’dir. 48 saatlik inkiibasyon
sonucunda histidin bagimli bakteriler doza bagli artis gosterirler. Sonuglar Zeiger ve

arkadaslarinin tanimlamalarina gére degerlendirilir.

2.2.5.1. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada 6 ayr1 rutenyum tiirevinin ve cisplatinin mutajenik aktivitesi Salmonella
typhimurium 'un TA98 ve TA100 mutant suslar ile arastirildi. Her doz 3 paralel plak ile ayni
zamanda test edildi. Her deneye paralel olarak spontan revertant kontrol, solvent kontrol (DMSO
kontrolii) ve pozitif kontroller yapildi.

Istatistiksel analiz asamasinda tek yonlii varyans analizi kullanilarak, coklu karsilastirma
testlerinden Dunnett testi ile sonuglar degerlendirildi. Uygulamalar SPSS paket programinda
gergeklestirildi.
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3.BULGULAR

3.1. Rutenyum Tiirevlerinin ve Cisplatin’in Mutajenik Aktivitelerinin Ames Testi ile

Olciilmesi

Materyal ve yontem bdliimiinde agiklandigi gibi rutenyumun 6 tiirevinin ve cisplatinin
mutajenik aktivitesi soz konusu test maddelerinin 5 ayr1 dozu ile test edildi. Her doz igin 3 ayr1
plaga ekim yapildigindan degerler bunlarin ortalamasi olarak verildi.

Test bakterilerimizin (Sa/monella typhimurium’un TA98 ve TA100 suslar) kimyasal test

maddeleri ile verdigi doz cevap egrileri grafiklerde yer almaktadir.
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Grafik 1. RuL,BPt’nin TA98 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Grafik 2. RuL,BPt’nin TA100 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Grafik 3. RuL;BPt’nin TA98 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Grafik 4. RuL;BPt’nin TA100 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Grafik 5. RuL4BPt’nin TA98 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Grafik 6. RuL4BPt’nin TA100 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Grafik 7. RuLsBPt’nin TA98 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Grafik 8. RuLsBPt’nin TA100 susu ile verdigi doz cevp egrisi.
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Grafik 9. RuL¢BPt’nin TA98 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Grafik 10. RuL¢BPt’nin TA100 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Grafik 11. RuL;BPt’nin TA98 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Grafik 12. RuL;BPt’nin TA100 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Grafik 13. Cisplatin’in TA98 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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Grafik 14. Cisplatin’in TA100 susu ile verdigi doz cevap egrisi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, 6 ayr1 rutenyum tiirevinin ve cisplatinin mutajenik aktiviteleri Sa/monella
typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslart kullanilarak Ames/Salmonella test sistemiyle
arastirildi. Deney her madde icin Spg/plak, 10 ng/plak, 25 pg/plak, 50 pg/plak ve 100 ng/plak
olmak tizere bes dozda gerceklestirildi. Sonuglar bulgular kisminda grafikler halinde verildi.
Pozitif kontrol olarak TA98 i¢in 4 nitro_o_fenilendiamin, TA100 i¢in sodyum azid kullanildi.

Potansiyel antitiimor aktivitesi olarak kullanilan 6 ayri1 rutenyum tiirevinin ve kanser
tedavisinde kullanilan cisplatinin aktiviteleri Ames/Sal/monella test sistemiyle arastirilmisgtir.

Kullanilan test maddelerinden RuL,BPt’nin ve Cisplatin’in 100 pg/plak dozlar1 TA98 ve
TA100 suslari iizerinde kesin olarak mutajenik etkili bulunmustur.

Kullanilan test maddelerinin mutajenik etkilerinin incelendigi bir c¢alismada;
[Ru(phi);]*nin 1000 mg/plak, 2500 mg/plak ve 5000 mg/plak TA98 ve TA100 suslar1 iizerinde
mutajenik etkili bulunmustur [46].

Kimyasallarla yapilan bir ¢alismada benzin kloridin TA98 ve TA100 suslar1 {izerindeki
mutajenik etkisi Ames/Salmonella test sistemi ile incelenmistir. Test maddesi TA100 susunda
daha anlamli sonuglar vermis, buna goére test maddesinin nokta mutasyonu seklinde direkt
mutajenik etkili oldugu saptanmigtir [47].

Sigara dumaninin mutajenik etkisinin TA98 ve TA100 suslar1 iizerindeki etkisinin
incelendigi diger bir calismada, .TA98 susunun TA100 susuna goére daha duyarli oldugu
bulunmustur. Sigara dumaninin her iki sus iizerinde kuvvetli mutajenik etkili oldugu ortaya
konmustur [48].

Phoxim ve azinphos metil insektisidlerinin kullanildigr diger bir ¢alismada ise, azinphos
metilin TA98 ve TA100 suslar ilizerindeki mutajenik etkisi Ames/Salmonella test sistemi ile
bulunmustur. Buna karsilik phoxim’in bu suslar iizerinde mutajenik etkisine rastlanmamistir [49].

RuL,BPt’nin TA98 susu i¢in 100 pg/plt dozu mutajenik etkili bulunmustur. TA100 susu
icin 100 pg/plt dozu zayif mutajenik etkilidir.

RuL;BPt TA100 susu iizerinde spontan degerler arasinda sonu¢ vermistir. Herhangi bir
mutajenik etki gdzlenmemistir. TA98 susu iizerinde 25 ng/plt dozu mutajenik etkili bulunmustur.

RuL4BPt TA98 ve TA100 suslar iizerinde doza bagl artis gostermis, ancak herhangi bir

mutajeniteye rastlanmamistir.
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RuLsBPt’nin TA100 susu iizerinde 5, 10 ve 25 ug/plt dozlar1 spontan degerleri arasinda
olup, 50 pg/plt dozu mutajenik etkili bulunmustur. TA98 susu iizerinde herhangi bir mutajenik
etkiye rastlanmamastir.

RuL¢BPt’nin tiim dozlar1 TA98 susu iizerinde spontan degerler arasinda sonug¢ vermis
olup, TA100 susu iizerinde ise 100 pg/plt dozu zayif mutajenik etkili bulunmustur.

RuL,BPt TA98 ve TA100 suslar1 lizerinde herhangi bir mutajenite gdstermemistir.

Cisplatin’in TA98 susu tizerinde 5, 10, 25 ve 50 ug/plt dozlar1 kontrol degerleri arasinda
revertant koloni sayis1 vermis olup 100 pg/plt’de maksimum revertant koloni sayisi olusumuna
neden olmus ve 100 pg/plt dozu mutajenik etkili bulunmustur. TA100 susu iizerinde ise doza
bagli diizenli bir artis ortaya ¢ikmasina neden olmus ancak yine 100 pg/plt dozu mutajenik etkili
bulunmustur.

Bu bulgulara gére, 6 ayr1 rutenyum tiirevi arasindan Rul,BPt’nin, 100 pg/plt dozu ve
RuL;BPt’nin 25 pg/plt dozu TA98 susu tizerinde mutajenik etkilidir. RuLsBPt’nin 50 pg/plt dozu
ise TA100 susu iizerinde mutajenik etkilidir. Cisplatin’in 100 pg/plt dozu TA98 ve TA100
suslariin her ikisi lizerinde mutajenik etkiye sahiptir.

Ames/Salmonella test sistemi, kimyasal maddeler disinda hava, su, toprak kirlenmesine
sebep olan karmasik maddelerin mutajenitelerini aragtirmak icin de kullanilmaktadir [50].

Bunlarin disinda insanlarda gastrik hastaliklarda gastrik sivilarin mutajenik aktivitesi

Ames/Salmonella test sistemi ile belirlenmistir [51,52].
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