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Bu calismada, 8 perimidin tiirevlerinin mutajenik etkileri, ayrica metabolik
aktivasyon olmadan ve olarak Ames/ Salmonella/ Mikrozom testi yoluyla
arastirilmistir. Deneyde Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslan
kullamlmistir. TA 98 cerceve kaymasina yol acan mutajenlerin, TA 100 ise baz
cifti degisimine yol acan mutajenlerin belirlenmesi icin kullanilmistir. S9
yoklugunda pozitif kontrol olarak TA 100 icin sodyum azid, TA 98 icin 4-nitro-o-
fenilendiamin, S9 varhginda ise her iki sus icin 2-Aminofluoren kullanilmistir. Test
sonug¢lar iki deneyin ortalamasi alinarak degerlendirilmis ve pozitif ve negatif
kontrol gruplari ile karsilagtirilmistir. Buna gore, genel bir tarzda maddeler toksik

etkili bulunmuslar ve mutajeniteleri toksisiteleri yoluyla maskelenebilir.

Anahtar Kelimeler: Mutajenite, Ames test, Mikrozom, Perimidin, Salmonella

typhimurium.



1

ABSTRACT

Master of Science Thesis

DETERMINATION OF MUTAGENIC ACTIVITIES OF SOME 2-SUBSTITU
TED PERIMIDINE COM POUNDS BY AMES MUTAGENICITY TEST

Burcu KORKMAZ

Anadolu University
Graduate School of Scienses

Biology Program

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehtap KUTLU
2005, 99 pages

In this study, the mutagenic effects of these 8 perimidine derivatives were also
investigated by Ames/ Salmonella/ Microsome test in the absence and presence of
metabolic activation. TA 98 and TA 100 strains were used in experiments. TA 98 is
designed for frame- shift mutagens and TA 100 is designed for base-pair mutagens.
At the absence of S9, Sodyum Azid was used as a positive control for TA 100, 4-
Nitro-o Fenilendiamin was used for TA 98. At the prence of S9, 2-Amino fluorene
was used as a positive control for both test strains. Solvent Dimetyl sulphoxyd
(DMSO) and sponton control groups were used as a negative control. Results of
experiments were compared with positive and negative control groups data. So
that, in a general manner the compounds were found to have toxic effects and their

mutagenicity may be masked by their toxicity.
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1.GIRiS

Yasadigimiz yiizyilda insan sagliginda biyolojik, genetik ve fiziksel yap1
gibi faktorlerin yami sira g¢evresel faktorlerin de Onemli bir yer tuttugu
vurgulanmaktadir. Son yillarda hizli niifus artisi, asirt kentlesme, teknolojik
gelismeler ve bunlara bagli olarak yasam diizeyinin yiikselisi dogal kaynaklari
olumsuz yonde etkilemis ve canlilarin yasam ortamlarinda bozulmalara,
dengesizliklere neden olmustur.

Cevremizde biyolojik etkileri bilinmeyen ve sayilart milyonlar1 bulan
sentetik ve dogal kimyasal maddeler bulunmaktadir. ACS (American Chemical
Society) raporlarina gére bu maddelerin giinliik kullanimda da yer almasi, ¢ok
ayrintili olarak ele alimnmasma sebep olmaktadir ve Ozellikle kanserojenik
potansiyelleri agisindan test edilmesi sagligimiz acisindan gereklidir [1-6].

Gilinlik yasama Onemli Ol¢iide giren X 1sinlari, gamma i1sinlart ve
radyasyon kaynaklarinin (televizyon , telsiz telefon, radyoaktif atiklar, niikleer
silahlar, niikleer santraller vb.) hatali ya da kotii amaglarla kullaniminin biyolojik
sistemlere zarar verdigi kanitlanmistir [7]. Buna karsin bir¢ok arastirmact mutajen
kimyasallarin, radyasyondan ¢ok daha zararli oldugunu savunmaktadir. Cilinkii
radyasyon kaynagim tespit etmek, korunma 6nlemi almak ve miktarint 6lgmek
miimkiin iken; bircok kompleks kimyasal madde karigimina maruz kalan
bireylerin ugradig1 zararin analizi ¢ok daha zor olmaktadir. Hatta kimyasal
maddenin mutajenik etkisi varsa bile maruz kalan kiside ve de yavrusunda da
goriilmeyebilir. Ancak resesif bir allelin, nesiller sonra ortaya ¢ikma olasiligi
vardir. Cok kiiclik dozlar1 mutasyona neden olabilecegi gibi kanserojen de olabilir
[8,9]. Diger bir taraftan da kimyasal mutajen kaynaklarinin sinirsiz olusu durumu
daha da zor konuma sokmaktadir.

Mutajenlerle yiiz yiize gelmenin c¢esitli yollar1 vardir. Bunlardan birincisi;
diyetimizde bulunan dogal kimyasallar1 almamiz, ikincisi; endiistriyel
kimyasallar, pestisidler, sa¢ boyalari, kozmetik ve ilaglar gibi yapay kimyasallar
kullanmamiz, {icilinciisii ise; sigara dumani, su ve havadaki kirleticiler gibi

karmagik bilesiklerle yiiz ylize gelmemizdir.



Kimyasal maddelerin mutajenik aktivitelerini aragtiran ilk caligmalar
Ikinci Diinya Savas1’ ndan hemen sonra bir grup kimyasal {izerinde yapilmis ve
ilk olarak mustard gazinin etkili bir mutajen oldugu tespit edilmistir. Diinyanin
hemen her yerinde yapilan deneylerle, diger bazi kimyasallara dikkat ¢ekilmistir.
1972 yilinda yapilan bir arastirmada yiyecekleri renklendirme, koruma ve diger
amaclarla kullanilan 2500 kadar katki maddesi oldugu tespit edilmistir.
Yiyeceklere bulasarak viicuda giren pestisidler ve cesitli amaglarla kullanilan
ilaclar iizerinde durulmustur. Bu sayede pek c¢ok mutajenite test sistemi
gelistirilmistir [10].

Mutajenlerin etki mekanizmasi kesin olarak aydinlatildiktan sonra belirli
cevresel mutajenlerin insanda kansere sebep olabilecegi siiphesi dogmustur.
Mutajenite ve karsinojenite arasindaki iliskiyi arastiran bir ¢alisma ile bilinen 175
karsinojenik maddelerin 157’ sinin ayni zamanda mutajen oldugu ve karsinojenite
ve mutajenite arasinda % 90 oraninda bir baglant1 oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu
sebeple kimyasal maddeleri ‘‘mutajen’ ve ‘‘kanserojen’’ olarak iki grupta
incelemek yerine, mutajen/ kanserojen olarak incelemek daha dogru oldugu kabul
edilmektedir [11].

Mutasyon genetik materyallerin  dogrudan etkilenmesiyle ortaya
cikabilmesine ragmen, kanser ¢ok basamakli karmagsik biyolojik olaylar sonucu
ortaya ¢ikabilmektedir [2]. Dolayisiyla her kanserojen mutajendir, ama her
mutajen kanserojen degildir. Ornegin; sodyum nitrit ¢ok etkili bir mutajen
olmasina ragmen kanser yaptig1 heniiz gosterilememistir [12].

Cevredeki mutajen ve kanserojenlerden baska insan viicudunda da
normal metabolik siirecler sonunda sentezlenen kanserojenler bulunmaktadir.
Nitroz aminler ve diger azotlu nitrozolii bilesikler, distilfitler, hidroksil aminler
bu sekilde olusan endojen mutajenlerdir [12].

Insanlar icin kanserojenik bulunan kanserojenler aromatik aminler,
benzidin, naftil-amin, asbestos, krom, akilleyici ajanlar, konjuge Ostrogenler,
radon, nikel ve ziftlerdir.

Insanlar i¢in muhtemel (1liml1) karsinojenler de vardir. Kadmiyim, nikel,

aflotoksin, oramin, karbontetrakloriir, dimetil siilfat, etilen sitrat gibi [12].



Kanseri doguran nedenleri dis faktorlerde arama geregi ilk kez XVII.
ylzyil sonlarinda Sir Pervical Pott’ un klinik goézlemleriyle baslamistir. Bu
arastirmact Londra’ da baca temizleyicileri arasinda goriilen skrotal kanser
sikligimin yiiksek olma nedenini, bu iscilerin derilerine bulasan baca islerine
baglamigtir. Kimyasal maddelerin kanser olusturabilecegi ise deneysel olarak
ancak, 1915 yilinda Yamagiwa ve Ichikawa isimli iki Japon arastiricinin, tavsan
derisine siirekli ve lokal olarak katran uygulandiginda cilt kanserini gézlemeleri
ile baslamistir [8]. Yapilan bir aragtirmada da, Cin’de erkeklerde ve sigara
icmeyen kadinlarda yiiksek oranda akciger kanserinden  Oliimlerin
gozlemlenmesinin nedeninin ¢evredeki kdmiir madeni oldugu belirlenmistir [13].
Diger yandan asbest igeren topraklarda calisan iscilerde yada asbestli madde
kullananlarda goriilen asbestozis’ in de ozellikle sigara igenlerde daha kolay
akciger kanseri olusturmasi sigaranin kanser lizerine etkisini ortaya koymaktadir
[9]. Sigaranin kok komiirii firmminda calisanlarda {iriner mutajeniteyi arttirici
etkisinin istatistik olarak da dnemli oldugu goriilmiistiir [14].

Karsinojenler genellikle DNA, RNA ve proteinlerdeki niikleofilik
(elektronca zengin) gruplara kolaylikla saldirabilen elektrofiller (elektronca fakir)’
dir [15]. Karsinojenezin baglangic asamasi kimyasallarla niikleik asitlerin
karsilanmasidir. Kimyasallar diger hiicresel organellerle de baglanabilirler. Fakat
niikleik asitlerle baglanmas1 genetik informasyonu bozmasi bakimindan
onemlidir. Karsinojenezin baslangi¢ asamasinda baglanma olayindan sonra bazi
faktorlerin de etkisi gereklidir. Bu faktorlerden bazilari; niikleik asitlerin onarima,
inhibisyonu ve genetik yatkinliklardir. Bu faktorlerin de etkisiyle olay kansere
doniigiir. Yani kanser muttifaktoriye bir hastaliktir [12].

Kimyasal maddelerin karsinojenik risklerini ortaya g¢ikarmak igin en
akilc1 yaklasim deney hayvanlarinda tiimor indiiksiyonudur. Ancak bu testlerin
sonuclanmasi uzun zaman almakta ve maliyetleri yiliksek olmaktadir. Bu nedenle
arastirmacilar karsinojenite aragtirmalarina esas olabilecek, kisa zamanda sonug
verebilen ve diisilk maliyetli birgok kisa zamanli test sistemleri gelistirmislerdir.
Bu testler kimyasal maddelerin mutajenik etkilerini belirlemeye yoneliktir. Kisa

zamanl testlerden en yaygin olarak kullanilanlar1 bakteriyel testlerdir. Bakteriyel



testler bakterilerin basit iireme ortamlarinda hizli liriiyebilmeleri, basit, cabuk ve
ucuz uygulanabilir olmalar1 nedeni ile tercih edilmektedir.

Karsinojenlerin taranmasinda mutajenitenin esas alinmasiin sebebi
genetik kodun, genetik sistemin evrensel olusu ve mutajenite ile karsinojenite
arasindaki korelasyonun yiiksek olusudur [16].

Kanser hastaliginin hala yaygin olmasi ve giliniimiizde teknolojinin
ilerlemesine karsin bu hastalifin ortadan kaldirilamamasi kanserin temelini
olusturan maddelerin belirlenmesi geregini ortaya koymustur [3]. Her giin artan
kimyasal maddelerin mutajenik, kanserojenik etkilerinin saptanmasi ¢aligmalarina
katkida bulunmak igin sekiz ayr1 perimidin tiirevlerinin mutajenik aktivitesinin
kisa zamanli test sistemi olan Ames / Salmonella / Mikrozom testi uygulanarak

arastirilmasi amaglanmigtir.

1.1. Mutasyon

Bir ¢ok genetik kavramin gelistirilmesinde, kalitsal materyalin yap1 ve
iceriginin dolden dole gecerken degismedigi kabul edilir. Her ne kadar, genler
dikkati ¢ekecek kadar kararli ve yeni doéllere biitiin 6zelliklerini koruyarak
katiliyorlarsa da zaman zaman dogal ve yapay kosullar altinda mutasyon
dedigimiz degisikliklere ugrarlar. Mutasyon kalitsal materyalin tiire 6zgli normal
kombinasyonunu degistirmeyen, kalitsal yapidaki her hangi bir degisikliktir [2,16-
17]. Genotipte meydana gelen bu olay bir yada daha fazla karakterdeki degisimle
kendini belli eder. Boyle bir degisikligin iirlinli “mutant” olarak adlandirilir. Bu
terim bir gen, bir hiicre veya birey i¢in kullanilabilir.

Mutasyon olay1 ¢ok eski yillardan beri bilinmekte, yetistiriciler ve
1slahgilar tarafindan bitki ve hayvan irklarinin 1slahinda kullanilmaktadir. Darwin
calismalarinda bu olayin 6nemine egilmis, Mendel de {inlii deneylerinde cesitli
mutantlar1 kullanmistir. 1980 yilinda Oenothera lamarckiana (esek c¢icegi)
izerinde inceleme yapmaya baslayan Vries, bu bitkiler arasinda, seyrek olarak
yeni ve farkli tiplerin meydana geldigini gordii ve boylece degismeler i¢in ilk defa

mutasyon terimini kullandi [16,19,20].



Mutasyonlar dogada kendiliginden meydana gelebildigi gibi “mutajen”
ad1 verilen fiziksel ve kimyasal dis etkenler tarafindan da meydana gelebilirler.
Mutasyonlar genellikle organizma i¢in 6ldiiriicii, ender olarak da degisen cevre
kosullarinda  bir seleksiyon avantaji olarak yararli olur. Mutasyon
populasyonlardaki gesitliligin olugsmasindan sorumlu etkenlerden biri olmasi ve
sonugta tiirlerin evriminde rol oynamasi nedeni ile, genetik ve biyolojik ag¢idan
cok onemli bir olaydir [11,16,20-22].

Mutasyon viicut (somatik) hiicrelerinde yada iireme (germ) hiicrelerinde
goriilebilir. Viicut hiicrelerinde olan mutasyona “somatik mutasyonlar” denir. Bu
mutasyonlar hastaliklara, dejenerasyonlara yol agarak gelismeyi ve metabolizmay1
olumsuz etkileyebilirler. Birgok kanser tiiriiniin somatik hiicrelerde genellikle bir
mutasyon nedeni ile ortaya c¢iktig1 bilinmektedir. Somatik dokulara ait
hiicrelerdeki mutasyonlarin  etkisi meydana geldigi bireyin genotipinde
gozlenebilir, fakat dole gegemedigi i¢in ortadan kalkar. Ureme hiicrelerinde
goriilen mutasyona ise “germinal mutasyonlar” denir. Ureme hiicrelerinin DNA’
sinda goriilen degismeler genetik icerigin farkliligina yol agar ve bu mutasyon
kalitsal olarak yeni nesillere aktarilir [16,22-24].

Mutasyon kapsamina giren degismeler kolay anlasilmasi i¢in iki grup
altinda toplanabilir. Bunlar1 “kromozom mutasyonlar’” ve “gen mutasyonlar1”
olarak siralayabiliriz. Kromozon mutasyonlar1 da “kromozon say1 degisimleri” ve

“kromozon yap1 degisimleri’” seklinde 2 gruba ayrilir [2,23-25].

1.1.1. Kromozom mutasyonlari

1.1.1.1. Kromozom say1 degisimleri ( Genom mutasyonlar )

Organizmanin kromozon sayilari tiirlere gore farklilik gosterir, ancak her
tir i¢in sabittir. Bir bireyin her hiicresi onun ait oldugu tiire 6zgli sayida
kromozom tasir. Eseyli lireme gosteren canlilarda, gametlerde bulunan
kromozomlara “takim” yada “genom” adi verilir ve “n” semboliiyle gosterilir.
Eukaryotlarin ¢ogu diploidtir, yani somatik hiicrelerinde iki takim kromozom

bulunur. Kromozomlar bazen mitoz veya mayoz sirasinda diizenli olarak



ayrilmayabilir ve farkli kromozom sayisina sahip hiicreler olusabilir. Bu sekilde
bircok genin orant degiseceginden dolay1r kalitsal agidan bircok sorun
(Mongolizm, Turner sendromu, Klinefelter sendromu vb...) olusur [18,24,26]. Bu
olayda kromozomun bir pargasi degil tiimii yok olur yada sayica artar. Euploidi ve

aneuploidi olarak 2 sekli vardir [20].

A. Euploidi

Euploidi kromozom takimi sayisindaki degismelerdir. Bir takimdaki
kromozomlarin hepsinin birden sayisinin tam katlar halinde yiikselmesi veya
organizmada tek takim kromozom bulunmasi bi¢iminde olabilir [16,18,20].
Degisik sekilleri vardir:

1) Monoploidi: Normalde diploid olan hayvan ve bitki hiicrelerinde
ender olarak bazi bireylerin hiicrelerinde sadece bir takim yani n sayida
kromozom bulunur. Bu olaya monoploidi, bdyle bireylere monoploid denir.
Monoploidler genellikle dollenmemis yumurtanin gelismesiyle olusurlar. Bu olay
kendiliginden olabilecegi gibi dis etkenlerle de gergeklesebilir [16].

2) Poliploidi: Bir takimdaki kromozom sayisinin hepsinin birden ikiden
fazla kata, ylikselmesidir. Bu olay sonunda 3n, 4n, 5n ve daha yiiksek katsayili
kromozomlara sahip bireyler meydana gelir. Insanda poliploidi ender bir olaydir.
Ciinkii diistiklere ve 0li dogumlara neden olmaktadir. Daha ¢ok bitkilerde
bulunan birkag tipi vardir:

a) Autopoliploidi: Bir poliploidin sahip oldugu kromozom takimlarinin
hepsi ayni tiire ait ise olaya ‘‘Autopoliploidi’’(otopoliploidi) adi verilir. Diploid
bir bitki 6rnegin AA genomuna sahipse burada 4A yada daha farkli sayida olur.

b) Allopoliploidi: Bir poliploidin sahip oldugu genomlar birden fazla
tiire ait ise olaya ‘‘Allopoliploidi’’ denir. Burada bir tiir yada cinsin genomu AA,
digeri de BB ise AABB poliploidisi goriiliir.

¢) Endopoliploidi: Hiicre genelde boliinme yetenegini kaybetmesine
ragmen kromozomlar mitoz olayinda oldugu gibi siirekli boliinerek cogalir.
Cekirdek zar parcalanmadigi icin, kromozomlar birlikte kalacaklar1 igin

kromozom takimi sayis1 2n’ in iizerine ¢ikacaktir [16,18,20].



B. Aneuploidi

Bir takimdaki kromozomlardan birinin veya birkaginin sayisinin
degismesi olayina ‘‘Aneuploidi’’ denir [16,18,20]. Cesitli tipleri vardir:

1) Monosomi: Diploid bir bireyde tek bir kromozomun eksik olmasi
durumudur. Boyle bir birey, mayoz sirasinda kromozomlarin ayrilmasi nedeniyle
olugsmus ve bir kromozomu eksik (n-1) olan bir gametle, normal (n) bir gametin
birlesmesi sonucu meydana gelir ve kromozom sayisi 2n-1 olur.

2) Nullisomi: Bir takimda bir kromozom homolugu ile birlikte eksik
olmas1 yani bir kromozom c¢esidinin hi¢ bulunmamasidir. Bu tip diploid bireyler
2n-2 formiilii ile gosterilirler.

3) Polisomi: Bir takimdaki kromozomlarin birinin veya birkaginin
artmasidir. Trisomik fertlerde kromozom sayisi 2n+1, tetrasomiklerde 2n+2,
polisomiklerde ise 2n+3 seklindedir.

4) Somatik aneuploidi: Viicut hiicrelerinin mitozu sirasinda bazi
kromozomlar birbirinden ayrilmayabilir. Yavru hiicrelerin birinde monosomi,
digerinde trisomi ortaya c¢ikar. Eger bu bozukluk erken embriyo evrelerinde
meydana gelirse, hiicrelerin mozaik gelisiminden dolay1 erginde biiyiik bir bolgeyi
kapsayacak sekilde anormal kromozom sayist goriiliir. Eger embriyonun geg
evrelerinde yada dogumdan sonra bu anormallik ortaya ¢ikarsa, etkiledigi viicut
bolgesi daha kiiciik olacagindan dolayr ya goriilmez yada onemsiz bir sekilde
kendini gosterir. Ancak kanser ayricalik gosterir. Bu hastaligin bazi cesitleri
aneuploididir ve ge¢ evrelerde ¢ikarsa etkisini gosterir [16,18,20,28].

Aneuploidinin biitiin formlar1 mayoz sonrasi ciddi sonuglar dogurur.
Memelilerde X kromozomunun  aktivasyonundan  dolayr  gametik
kromozomlarindaki aneuplodizasyon, otozomlarda olandan ¢ok daha sik
goriilmektedir. Insanda otozomal monosomi (2n-1) ¢ok nadir olarak, gelisemeden
Olen embriyolarda goriilmektedir [28]. Buna karsin fetal oliimlere sebep olan
aneuploidi anomalinin yarisini, otozomal trisomi (2n+1) olusturmaktadir. Sadece
birka¢ otozomal trisomi tipinde canli dogumlar goriiliir, ancak bunlarin ¢gogunda
erken 6lim meydana gelmektedir. Sadece 21. kromozomun trisomisi olan Down

sendromunda bireyler yetiskinlik ¢agina gelebilmektedir (Cizelge 1.1 ) [24].



Cizelgel.1. Insan populasyonunda goriilen aneuploid anomaliler [27]

Kromozomlar Sendrom | Dogumda goriilme sikhigi
Otozomlar

Trisomik 21 Down 14.3/10.000
Trisomik13 Patav 2 /10.000
Trisomik 18 Edwards 2.5/10.000
Seks kromozomu (kadin)

X0 , monosomik Turner 4/10.000
XXX , trisomik Yasayabilir | 14.3/10.000
XXXX , tetrasomik ¢ 2
XXXXX , pentasomik ¢ ¢

Seks kromozomu (erkek)

XYY , trisomik Normal 25/10.000
XXY , trisomik Klinefelter 40/ 10.000
XXYY , tetrasomik 2 ©
XXXY , tetrasomik © ©

1.1.1.2. Kromozom yap1 degisimleri (Kromozom mutasyonlarr)

Kalitsal bilgide

degismelere

yol acan olaylar

kromozomlarin

yapilarindaki degismeler sonucunda da olusabilirler. Bu olaylarda kromozom
sayist ayni kalir. Ancak kromozomlarda bazi pargalarin kaybolmasi, artmasi yada
yer degistirmesi seklinde kalitsal madde degisiklige ugrar [18,24]. Yapi
degismelerinin hepsinde Once kromozomda ya da kromozomu olusturan
kromatidlerden birinde, bir ya da birden fazla noktada kirilmalar olur. Kirilma

kendiliginden olusabilecegi gibi; X 1sin1, UV , gamma (y) 1smlar1 ve kimyasal



maddeler gibi dis etkenler tarafindan da olusturulabilir. Kromozom kiriklarina yol
acan etkenlere “Radiomimetrik etkenler” ad1 verilir [16].

Kromozom yap1 degisimindeki kirilmalar iki sekilde gerceklesir.
Bunlardan biri  “kromatid tipi” kirilmalardir. Kromozomun yalmiz bir
kromatidinde kirilma olur. Kopan parga, saglam olan kardes kromatidir, yaninda
ve ona ¢ok yakin olarak kalir. Bu tip kirilmalarin ¢ogunda kirik uglu parcalar
yeniden birbirine yapisir. Ikinci tip kirilmalarda “kromozom tipi” kirilmalardir.
Kromozomun her iki kromatidi ayn1 noktada kirilir, iki kirik u¢ meydana gelir ve
kromozomun biri sentromerli (sentrik), digeri sentromersiz (asentrik) olmak tizere
iki parcaya ayrilir. Bu kromozom yap1 degisiklikleri farkli sekillerde meydana
gelebilir [16].

A. Delesyon

Kromozomun par¢a kaybetmesi olayidir. Bazi arastirmacilar
kromozomun ucundan bir parcanin kopup kaybolmasina “Defisiyens” aradaki
herhangi bodlgeden bir parcanin kopup kaybolmasma “Delesyon” olarak
adlandirmislardir (Sekil 1.1) [16]. Delesyon olayinda eger hiicre diploid ise,
kaybolan genlerin allelleri kardes kromozom iizerinde bulunacagindan 6ldiriicti
olmaz. Fakat gen dengesinin ve sonugta fonotipin degismesine neden olur. Eger
yitirilen parca c¢ok biiyiik ise gen dengesi tamamen bozulur ve sonugta Sliim
meydana gelir. Erkeklerin X kromozomunda meydana gelecek bu sekilde bir
parca yitirilmesi, Y kromozomu {izerinde alleli olmadigi i¢in Oliimle
sonuclanabilir. Parca yitirilmesi ile birlikte bazi canlilarin parazit yada saprofit
yasama uyum gosterdikleri savunulmustur. Bu yolla bazi enzimler yitirilince,

zorunlu olarak parazitizm veya saprofitizm ortaya ¢ikar [16,18,20].
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Sekil 1.1. Kromozom degismeleri (delesyon gesitleri)

B. Duplikasyon

Duplikasyon Latince, duplikatio = esleme anlamina gelir. Burada bir
kromozomun belirli bdlgesinin ¢ift olmasi anlaminda kullanilir. Bir kromozomun
herhangi bir pargay1 fazla tagimasina “Duplikasyon” adi verilir. Bu olayda

delesyonun tersine parca ¢ogalmasi vardir (Sekill.2 ) [16,18,20].

C. Inversiyon

Inversiyon Latince, inversio = tersine donmek kelimelerinden gelir. Bir
kromozomun i¢inden kopan bir par¢anin donerek koptugu yere ters yonde yeniden
yapismasina “inversiyon” adi verilir. (Sekill.2 ) Inversiyon sonucunda inverte
olan segment, sentromer igeriyorsa “perisentrik inversiyon”, igermiyorsa
“parasentrik inversiyon” olarak adlandirilir. Boylece, gen sayisi ve niteligi ayni
olmasima karsin, dizilis sirast de8ismis olur. Normal bir kromozomla sinaps
yaptig1 zaman, allel genler kars1 karsiya gelemedikleri i¢in diizensizlikler ortaya
cikar. Krosing-over meydana gelmez ve gen kombinasyonlarinda azalma ortaya
cikar. Cok yakin tiirler ve alt tiirler arasinda meydana melezlemelerden bazi

uygun olmayan sinapslarin ortaya ¢ikmasinin en biiyiik nedeni, dogada kromozom
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degisiminin en yaygin sekli olarak goriilen inversiyonlar oldugu saptanmistir
[16,18,20].

D. Translokasyon

Homolog olmayan kromozomlar arasinda kromozom pargalarinin yer
degistirmesine “Translokasyon” denir (Sekill.2 ) [16].

Basit translokasyonda, bir kromozomda tek bir noktada kirilma olur ve
parcalardan biri bir baska kromozomun ucuna yapisir. Kromozom uglarinin
yapigkan olmama o6zelligi nedeniyle basit translokasyon olduk¢a ender goriiliir.
Interkalar translokasyonda kromozomlarin birinde iki yerde, bir baskasinda ise tek
noktada kirilma olur ve aradan c¢ikan parga tek noktada kirigin oldugu
kromozomun o bélgesine eklenir. Karsilikli translokasyon ise en fazla rastlanani
ve en iyi arastiritlmis olanidir. Bu tipte, iki ayr1 kromozomda birer kirilma olur ve
kopan pargalar birbirinin yerine geger [18,20,29].

Translokasyonlar, yeni gen kombinasyonlarin1i ve hiicrede DNA
miktarinin degismesini sagladigi i¢in evrimsel olarak Onemlidir [18,20].
Translokasyonlar, insanda c¢ogu kez ¢esitli fenotipik anormallikler meydana

getirirler, diistiklere veya dogumdan sonra birkag ay i¢cinde 6liime yol acarlar [29].
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1.1.2. Gen mutasyonlar1 ( Nokta mutasyonlar1 )

Bir genin, genomdaki sayist veya kromozom {lizerindeki yeri
degismeksizin, yapisinin degismesi olayma “Gen Mutasyonu” olay1 adi verilir.
Genomda c¢ok kiigiik bir bolgedeki degisimi kapsadigi icin gen mutasyonuna
“Nokta Mutasyonu” da denir. Gen mutasyon mekanizmasinin esasini, dis etkilerle
AT / GC oraninda veya bazlarin dizilis sirasinda meydana gelen degisiklik
olusturur (Sekill.3) [16,19,30].

Genlerde degisiklik, bir niikleotidin kazanilmasi, kaybedilmesi ya da yer
degistirmesi kadar basit olabilecegi gibi, normal DNA dizisi i¢inde birkag
niikleotidin eklenme yada ¢ikarilmasi gibi karmasik da olabilir.

Bir gen, binlerce baz ciftinden meydana gelmis bir birim oldugundan ve
kuramsal olarak her bazda mutasyon olabileceginden dolayi, bir genin en azindan

baz ¢ifti kadar mutasyon ¢esidi olur [18].
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Sekil 1.3. Kimyasal madde tarafindan uyarilmis nokta mutasyonunun sematik olarak gosterilmesi
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1.1.2.1. Gen mutasyonlarinin siniflandirilmasi

Gen mutasyonlar1 birkac sekilde siiflandirilabilirler. Bu siniflandirma
sekilleri birbirinden tamamen ayri degildir ve mutasyonun hangi o6zelligini

tanimladigina baglidir. Buna dayanarak {ii¢ farkli gruplandirma yapilabilir [16,31].

A. Kendiliginden olan ve uyarilmis mutasyonlar

Kendiliginden olan mutasyonlar sadece dogada olan mutasyonlardir.
Olusumlariyla ilgili olarak hicbir 6zgilin etken yoktur ve genellikle genlerin
niikleotid dizilerinde rast gele olan degisiklikler olarak kabul edilir. Bu
mutasyonlarin ¢ogu, genlerin azotlu bazlarinin yapisini degistiren organizmadaki
normal kimyasal siireglerle iliskilidir. Spontan mutasyonlarinin ¢ogunun DNA
replikasyonu siiresince olustugu diistiniilmektedir. Genetik sifrede bir hata
oldugunda, bu hata kodlanan proteinin amino asit dizisine yansimaktadir. Eger
degisen amino asit molekiiliin yapisi veya biyolojik aktivitesi i¢in kritik olan bir
pozisyonda ise fonksiyonel bir degisiklik ortaya ¢ikar.
Bu tiir spontan olaylarin aksine, herhangi bir yapay faktoriin etkisi sonucu olusan
mutasyonlara ise “Uyarilmis Mutasyonlar” denir. Genellikle, hiicrelerdeki
kimyasal etkilesmeyi arttiran herhangi bir dogal fenomenin mutasyonlar
uyaracag1 kabul edilmektedir. Ornegin, kozmik ve mineral kaynaklardan sanilan
radyasyon ve glinesten gelen ultraviyole radyasyonu mutasyonlara sebep olan
faktorlerdir. Mutasyonlarin yapay olarak uyarildiklara dair ilk 6rnek Muller’in
X 1sinlarimin Drosophila’da mutasyona yol actigini rapor ettigi 1927 yilinda
gosterilmistir. Radyasyonun ¢esitli formlarina ek olarak, kimyasal maddelerin

¢ogu da mutajeniktir [31].

B. Gametik ve somatik mutasyonlar

Eukaryotik organizmalarda mutasyonlarin etkileri degerlendirilirken,
degisikligin somatik hiicrelerde mi yoksa gametik hiicrelerde mi oldugunun
ayrimi Onemlidir. Somatik hiicrelerde olusan mutasyonlar gelecek nesillere
aktarilamamaktadir. Somatik hiicrelerde resesif alleller olusturan mutasyonlar

organizma i¢in nadiren Onemlidir. Bu tiir mutasyonlarin ¢ogunun ifadesi
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genellikle dominant allel tarafindan maskelenir. Gametler ve gamet olusturan
dokulardaki mutasyonlar yeni nesillere aktarildiklarindan ¢ok daha Gnemlidir.

Yeni neslin tiim hiicrelerinde ifade potansiyelleri bulunur [31].

C. Mutasyonun diger kategorileri

Koken veya olusum nedenlerine ek olarak, mutasyonlar fenotipik
ozelliklerine gore de siniflandirilabilir. Tek bir mutasyon birden fazla kategoriye
girebilir. Gozle en kolay goriilen mutasyonlar, ‘“Morfolojik bir 6zelligi etkileyen
mutasyonlar’’dir. Mutasyonlarin ikinci biiyilk kategorisi ‘‘Besinsel veya
biyokimyasal varyasyonlar gosteren mutasyonlar’’’ kapsar. Bakteri ve
mantarlarda tipik bir besinsel mutasyon, bir aminoasit veya vitamini
sentezlemedeki yetersizliktir. Bu organizmalarda, bu tiir mutasyonlar her zaman
icin 6zgiln bir morfolojik 6zelligi etkilemese bile, bireyin genel saglik durumu ve
yasam kalitesi iizeride genel bir etkiye sahip olabilirler.

Mutasyonlar bir organizmanin davranis Ozelliklerini de etkiliyebilir.
Ornegin, hayvanlarin giinliik ritimleri veya eslesme davramslar1 degisebilir.
Bunlara da “Davranig Mutasyonlar1” denir. Diger bir mutasyon tipi de “Regiilator
Mutasyonlar” dir. Bu mutasyonlar genlerin regiilasyonunu yani diizenlenmesini
etkileyebilirler. Baska bir grup mutasyon da “Letal (6ldiiriici) Mutasyonlar”
olarak adlandirilir. Besinsel ve biyokimyasal mutasyonlar da letal olabilir.
Ornegin, bir amino asidi sentezleyemeyen bir bakteri, 0 amino asitin olmadig1 bir
ortamda {lireyemez.

Son olarak, yukaridaki mutasyon kategorilerinden herhangi biri “kosullu
mutasyon” olarak bulunabilir. Yani bir organizmanin genomunda mutasyon

olabilir, fakat varligi ancak belli kosullar altinda fark edebilir [31].

1.1.2.2. Mutasyonlarin olusum sekilleri

Mutasyonlart molekiiler diizeyde dort tip degisimden koken alarak

olusurlar [2,30].
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A. Baz cifti degisimleri (base-pair)

Bu tip degisimler nokta mutasyonlar1 olustururlar. Genin ig¢indeki bir ya
da birkag¢ baz ciftinin yerini bagka baz ciftinin almasiyla meydana gelirler. Bu tip
mutasyonlarda degisimler piirin-piirin degisimleri yani “transizyon” seklinde
olabilecegi gibi piirin-pirimidin degigimleri yani “transversiyon” seklinde de
olabilir. Bunun disinda bazin kimyasal yapisindaki degisimle eslesme sirasinda
yapilan hidrojen baglarinin sayis1 degisir ve yanlis eslesme yapilir. Bazin
kimyasal yapisinin degismesi iki sekilde meydana gelebilir. Gegici tautomerik
degisimde genlerin yapisinda bulunan bazlarin halka yapisindaki atomlarin yer
degismesi ile replikasyon sirasinda bazlar arasinda yanlis eslesmeler yapilabilir.
Ornegin; A bazi hatali olarak G bazi ile eslesebilir. Kalici degisimlerde ise
DNA’nin bir bazinda kalic1 yap1 degisimleri ile mutasyonlara yol acarlar. Bu tip
degisimlerin ortaya ¢ikmasi icin hiicrenin replikasyon gecirmesi gereklidir. Bir
bazin yerini baska bir bazin almasi ile meydana gelen kalici degisimlerde
replikasyon sirasinda meydana gelir ve degisikligin ortaya ¢ikmasi i¢in birkag
replikasyon dongiisiiniin daha gegirilmesi gereklidir. Baz ¢ifti degisimleri ile
meydana gelen mutasyonlarda genin islevi kalinti olarak devam eder ve genin

irlinli olan protein aktivitesi tam olarak yitirilmez [2].

B. Cer¢eve (kodon) kaymasi1 mutasyonlar1 (frame-shift)

Genin Triiniinii belirleyecek bolgede kodonlarin kaymasi ve genin
tirlinline ait bilginin degismesi seklinde olur. Bu mutasyonlar bir baz ciftinin
aradan c¢ikmasi (delesyon) seklinde olabilecegi gibi yeni bir baz ¢iftinin yapiya
girmesi (adisyon) seklinde de olabilir (Sekil 1.4 )

Her iki sekilde de gergeklesen mutasyon sonucu mutasyonun meydana
geldigi noktadan itibaren tiim kodonlar degisime ugrar ve genin {irtiniindeki
degisiklik oldukga fazla olur. Bu nedenle ¢ergeve kaymasi ile olusan mutasyonun
fenotipte ortaya ¢ikma olasiligi baz ¢ifti degisimi ile olusan mutasyonlarin ortaya

cikma olasiligina gore daha yiiksektir [25,30,31].
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Sekil 1.4. Cergeve kaymast mutasyonunun sematik olarak gdsterilmesi

C. Bazlar arasinda baglarin olusmasi (Dimerizasyon)

Primidin bazlar1 arasinda kovalent bag olusumuna dayanan bu
mekanizmada baslica etken UV iginlaridir. Dimerizasyon nedeni ile DNA
zincirinde yan yana veya karsilikli olarak yer alan pirimidin bazlar1 arasindaki
mesafe kisalir. Buna bagli olarak DNA zincirinde yamulmalar ortaya ¢ikar ve bu

bolgeler transkripsiyon sirasinda atlanir [25, 30, 31].

D. Bazlarla sekerler ve sekerlerle fosfotlar arasinda baglarin
kopmasi

Bu tip mutasyonlarda DNA zincirinin biitiinliigii bozulur. Bu mutasyonlar
su durumlarda olusabilirler [31].

1) Tautomerik degismeler:

Watson ve Crick DNA’ daki piirin ve pirimidinlerin tautomerik
formlarda yani azotlu bir bazin her birinin, molekiilde sadece tek bir protonun
kaymasi ile farklilik gosteren, yapisal izomerler olarak adlandirilan alternatif
kimyasal formlar1 halinde bulunabilecegini ileri siirdiiler. Biyolojik bir éneme
sahip olan tautomerler, sitozin ve adeninin amino-imino formlar1 ile timin ve

guaninin keto-enol formlarini igerir. Bu tiir bir kayma molekiiliiniin bag 6zelligini
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degistireceginden, tautomerik kaymalarin baz ¢ifti degisimlerine veya
mutasyonlara yol agacagi ileri siirtilmiistiir [31].

2) Baz analogari:

Niikleik asit biyosentezi sirasinda, piirin ve pirimidinler yerine gecebilen
molekiillere “baz analoglart “ denir. Bunlar genellikle mutajenik kimyasallardir.
Ornegin, urasilin bir tiirevi olan 5-bromourasil (5-BU) timin analogu olarak
davranir ve pirimidin halkasinin 5 numarali pozisyonunda halojenlenir. Metil
grubu yerine brom atomunun bulunusu, tautomerik bir kaymanin gerceklesme
olasiligimi arttirir. Eger 5-BU timin yerine DNA’ ya girerse ve enol formuna
neden olan tautomerik bir kayma olursa, 5- BU guanin ile eslesir. Bir replikasyon
dongiisiinden sonra, A=T yerine G=C seklinde bir transisyon olusur (Sekil 1.5).
Mutajenik olan diger baz anologlar1 da vardir. Ornegin, 2-amino piirin (2-AP),
adenin analogu olarak basartyla hizmet verebilir. Timinle eslesme yatkinligina ek
olarak, replikasyonu takiben sitozin ile de esleserek A=T" den G=C’ ye

transisyonlara yol agar [31].
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Sekil 1.5. Replikasyon ve yapisal hatalarindan dolay1 5-Bromurasil keto formundan enol formuna

tranzisyonu
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3) Akilleyici ajanlar:

II. Diinya Savasi’nda keksfedilen kiikiirt iceren hardal gazlari, kimyasal
savas arastirmalarinda tanimlanan ilk kimyasal gruplardan biriydi. Hardal gazlar
alkilleyici ajanlardir. Niikleotidlerdeki amino veya keto gruplarina CH; veya CH3
CHj; . gibi bir alkil grubu eklerler. Etilmeton siilfonat (EMS), guaninin 6 numarali
ve timinin 4 numarali pozisyondaki keto gruplarmi alkiller. Baz analoglarinda
oldugu gibi, baz- eslesme yatkinliklar1 degistirilmis ve sonugta transisyon
mutasyonlart “akridin boyalar1” adin1 alan kimyasal mutajenler gerceve kaymasi
mutasyonlarina neden olur. Proflavin ve akridin saris1 (oranj) akridin boyalarindan
en ¢ok calisilan mutajenlerdir ve aromatik organik molekiiller grubuna girer [31].

4) Apiirinik bolgeler ve diger lezyonlar :

Mutasyonun diger bir tipi de, saglikli bir ¢ift sarmal DNA molekiiliindeki
azotlu bazlardan birinin, genellikle guanin ya da adeninin, spontan olarak
kaybedilmesiyle ilgilidir. Piirin halkasinin 9 nolu azotu ile deoksiribozun 1 nolu
karbonu arasindaki glikozidik bagin kirilmasiyla olusan bu boélgelere “Apiirinik
bolgeler” (AP bolgeleri) denir. Bir AP bolgede bir azotlu bazin yoklugu, eger
ilgili zincir transkripsiyon ve translasyona ugramaktaysa genetik kodu
degistirecektir. Eger replikasyon olursa, AP bolge kalip olarak uygun olmayacak
ve replikasyonun durmasma neden olabilecektir. Eger yapiya bir niikleotid
girmigse, bu niikleotid genellikle yanlistir ve diger bir mutasyonun olusmasina
neden olur. Neyse ki, hiicreler genellikle bu tip lezyonlara karsi onlar1 onaracak
tamir sistemlerine sahiptir [31].

5) Ulturaviyole radyasyonu ve timin dimerleri:

Niikleik asitlerin analiz ve tanisinda yararlanilan bir 6zeligi, piirin ve
pirimidinlerin ulturaviyole (UV) radyasyonunu yaklagik 260 nm dalga boyunda
yogun olarak absorbe ettikleridir. 1934’de Drosopila yumurtalar1 ile yapilan
caligmalarin bir sonucu olarak, UV radyasyonunun mutajenik oldugu
kesfedilmistir. UV radyasyonunun zararl etkisi, 6zellikle iki timin bazi arasinda
dimerlerin olustugu pirimidinler {izerinedir. Sitozin- sitozin ve timin-sitozin
dimerleri de olusabilir, fakat sayilar1 daha azdir. Dimerler DNA konformasyonunu

bozar ve normal replikasyonunu durdurur. Replikasyonun durmasi, UV
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radyasyonunun mikroorganizmalar {izerindeki oldiriicii etkisinin sorumlusu

olarak goriilmektedir [31].

1.2. Kimyasal Mutajen ve Karsinojenler

Kimyasal mutajenler, DNA molekiiliinde neden olduklar1 degismelere
gbore lic tipte toplanabilir. Tahrip edici, katilma (addison) ve yerini alma

(substitiisyon)

Tahrip edici mutajenler: Bu mutajenlere 6rnek olarak hidrojen peroksit
(H203) ve nitrdz asit verilebilir. H,O, , viriis ve bakterilerde nokta mutasyonlarina
neden olur. Bu madde tekstil ve kagit hamurunun agartilmasinda ve plastik
endistrisinde genis Ol¢lide kullanilmaktadir. Nitroz asit, bakteri ve mantarlarda
mutajeniktir. Insanlarda mutajenik potansiyeli goriilmemistir. Insan i¢in tehlikesi ,
nitrik tuzlar1 ile mide asiditesinde olusan nitroz asitin sekonder ve tersiyer
aminlerle kuvvetli kanserojen nitrozaminleri olusturulmasi ile ilgilidir [8].

Katilma seklinde etki gosteren mutajenler: Bu gruptaki mutajenlere
alkillendirici etkenleri 6rnek gosterebiliriz. Alkillendirici etkenler, (kiikiirt ve azot
mustardlar, epoksitler, dialkilsiilfatlar ve laktonlar gibi) alkil gruplarin1 DNA
molekiiliine eklerler yani alkillendirilirler. Histolojide niikleik asitlerin
boyanmasinda kullanilan akridin boyalar1 DNA molekiillerine eklenerek
mutasyona neden olmaktadir [8].

Yerini alma seklinde etki gosteren mutajenler: DNA yapisinda
degismeye neden olan bu kimyasal mutajenlere niikleik asit baz analoglari
ornektir. 5- bromurasil (BU), 2- aminopiirin, 6- merkoptopiirin ve 5-
fluorodeoksiiiridin bunlardandir [8].

Kanserojenozis, somatik hiicrelerin baskisiz bir sekilde biiyiiyiip
cogalmasi olarak tarif edilir. Kanserlerde goriilen kotii tabiatli biiylime olayinin
kaynagini yani baslangicinin gen kokenli bir DNA degisikligi yani bir tiir
mutasyon oldugu icin diisliniilmektedir. Nitekim bazi kanserlerde degisiklige

ugramis bazi kromozom goriintimleri ¢izilebilmistir [8,32].
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Mutasyona neden olan mutajenlerin kanser olusumuna neden oldugunun
ileri stiriilmesi sonucu mutajenlerin, 6zellikle kimyasal olanlarin kanserle olan
iligkisi ortaya konulmaya caligilmis ve mutajen olan maddelerin bir kisminin
kanserojen olarak adlandirilmasina neden olmustur [6].

Kimyasal kanserojenleri ii¢ grup altinda toplayabiliriz:

Primer veya dogrudan etkili kanserojenler: Bu kimyasallar molekiil
yapilar1 itibariyle kimyasal ve biyolojik olarak aktif bilesiklerdir. Genellikle
elektrofilik (elektron eksikligi olan) 6zellikte veya serbest degisken (freeradical)
olabilen bu molekiiller, hiicresel makromolekiiler (DNA, RNA, Protein) ile
dogrudan reaksiyona girebilir ve onlarin yapilarinda degismelere neden olabilirler.
Bu gruba alkilleyici maddeler, inorganik kimyasallar ve trifenil metan boyalar1
girer [2,6].

Sekonder Kkanserojenler: Kanserojenlerin ¢ogu bu gruba girer. Bu
molekiiller kimyasal, biyokimyasal veya biyolojik yolla hidrolize olarak aktif
kanserojen haline donerler. Bazilar1 6zgiil metabolik aktivasyonlar sonucu primer
kanserojen haline c¢evrilir. Metabolik aktivasyonu yiiriiten enzimler
organizmalarin organ ve dokularia gore nitelik ve nicelik bakimindan farkliliklar
gosterdiklerinden herhangi bir prokansorejen maddenin etkisi de enzim
aktivitelerine paralel olarak cesitli organizmalarda ve ayni organizmanin farkli
organlarinda degisik etkiler gdosterirler. Sekonder kansorejenler grubuna
poliniikleer aromatik ve heterosiklik hidrokarbonlar, aromatik ve heterosiklik
aminler, azobayalari, nitroaril, nitrofuran tiirevleri, nitrosaminler, nitrosamidler,
nitrosoiireler, nitrosokarbamatlar, alkil triazinler, dialkil hidrazinler, asetamid,
klorlu hidrokarbonlar, aflotoksinler ve karbamatlar girer [2,6,8].

Ko-kansorejenler: Bu gruptaki kimyasal maddeler kendileri;
kanserojenik etkiye sahip degildirler. Fakat primer ve seconder kanserojenlerin
etkilerini arttirirlar, bazen ¢ok yliksek diizeye ¢ikarirlar. Sigara dumany, is, katran
gibi kompleks kanserojen bilesiklerin ko-kanserojen igerdikleri bilinmektedir.
Ko-kanserojenler arasinda forbal esterleri, n-dodekan, antralin, katekol, benzo(a)-

piren gibi molekiiller sayilabilir (Cizelge 1.2) [2,6,8,12].
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Cizelge 1.2. Insanlarda kanser yaptig1 belirlenmis olan kimyasal maddeler, endiistriler veya

endiistriyel prosesler [2]

Kimyasallar

Endiistriler veya Endiistriyel

Prosesler

A-Endiistriyel kimyasallar
Aromatik aminler

1. 4-Aminobifenil

2. Benzidin

3. 2-Naftilamin

Digerleri

4. Benzen

5. Bis (klorometil) benzen

6. Vinil klorid

A-Uretim endiistrisi

15. Auramin

16. izopropil alkol

17. Cizme, ayakkab1 ve diger dericilik
isletmeleri

18. Mobilya tiretimi

B-inorganik maddeler
7. Arsenik ve bilesikleri
8. Asbestos

9. Krom ve bilesikleri

B-Diger endiistriyel prosesler

19. Nematit madenciligi (Fe,03,)

20. Nikel saflagtirma ¢alismalari

21. Petrol, katran ve baca dumanlarina

maruz kalma

C-Ilaclar

10. Alkilleyici ilaglar
11. Melfalan

12. Hardal gazi
Hormonlar

13. Di etilstilbestrol

14. Konjuge estrojenler
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1.3. Metabolik Aktivasyon

Metabolizma, yasam icin gerekli olan ve organizmada meydana gelen
biitlin kimyasal reaksiyonlar olarak tanimlanabilir. Biyolojik sisteme giren
yabanci maddeler, metabolize edilerek, orijinal bilesiklere oranla suda daha ¢ok
¢Oziinebilen farkli iirtinlere doniisebilir. Organizmaya yabanci olan kimyasal
maddelere “ksenobiyotik” adi verilir. Bunlarin organizmadaki kimsayal
degisimlerine de ‘Metabolizma’ denmektedir. Fakat “biyotransformasyon” bu
anlamda daha uygun bir terim olarak kullanilmaktadir. Cesitli yollarla
organizmaya giren kimyasal maddeler enzimlerin katalitik etkisi ile kimyasal
reaksiyonlara girerler ve metabolitlere doniisiirler.Yani metabolizmanin amaci,
ilaglarin daha az toksik hale doniismesi (detoksifikasyon=zehirsizlestirme) ve
organizmadan kisa slirede atilmasidir [2,8,15]. Bu da daha polar bilesiklerin
olusmastyla, biyotransformasyon ile miimkiindiir [2,32-37]. Biyotransformasyon,
ilag etkisinin ortadan kalkmasi toksisitenin azalmasi ve ilacin viicuttan daha kolay
atilmast olaylarin1 gerceklestirir [36,37]. Buna ragmen ila¢ metabolizma
reaksiyonlar1 sadece zehirsizlenme degildir, c¢ilinkii bazi ilaglarin biyolojik
aktivitesi metabolitinde de goriilmektedir ve bunlara “aktifmetabolit” denir. Bu
bilesikler baz1 durumlarda degisik aktiviteye sahip bir yapiya ¢evrilebilmektedir.
Kendileri inaktif olup biyotransformasyon sonucu etkili metabolite doniistiiriilen
ilaglara “On ilag” (prodrug) denir ve prontosil, kloroguanid, klormezanon,
kloramfenikol, palmitat bunlara 6rnek olarak verilebilir [38,39]. Baz1 bilesiklerin
olusan metabolitleri de toksik etki gdsterebilir. Ornegin organizmada dapson, N-
hidroksi dapson’u olusturmakta ve bu metabolit methemoglobi nemi’ye sebep
olmaktadir.

Insanlar, endiistriyel ve ¢evresel ksenobiyotiklerin siirekli olarak
etkisinde kalmaktadir. Ornegin ¢evremizdeki sularda bulunan polisiklik aromatik
hidrokarbonlar (PAH), dioksinler, alkilitin bilesikleri, kimyasal endiistrilerinin her
gecen giin artan Urlinlerinden deterjanlar, pestisidler, insektisidler, kozmetik
irlinleri, tekstil boyalari, nitrozamin ve aflotoksin gibi bilesikler, besinlerle alinan
boyalar, antioksidanlar, insektisid ve fungisit artiklari, sigara dumani, tiitsiillenmis

gidalar , yakma islemiyle olusan polisiklik hidrokarbonlar (benzo[a]piren, 7, 12-
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dimetil[a] antrasen), hava kirliligi ile alinan bilesikler, farmakolojik iiriinler olan
ilaglar viicudumuza yabancidirlar (ksenobiyotik) ve reaksiyonlar zinciriyle
metabolite edilmeye (zehirsizlestirilmeye) ¢alisirlar [5,32-36,38-41].

Ksenobiyotiklerin ~ biyotransformasyonu, genellikle spesifik olan
kompleks enzimlerle gerceklesir. Bu enzimlerin énemli bir kismi karacigerde
yerlesmistir. Karacigerde bulunan mikrozomal enzimlerin yaptigi oksidasyon
olayma P-450 sitokromuna bagl degisik etkili oksidazlar (monooksijenazlar) rol
oynar. Ayrica akciger, bdbrek, gastrointestinal flora, barsak liimenindeki
mikroflora ve daha az 6l¢iide olmak iizere hemen hemen biitiin dokular igerdikleri
enzimlerle biyotransformasyona yardimci olurlar [38,40].

Biyotransformasyon ¢ogunlukla memelilerde, karacigerde bolca bulunan
enzimler tarafindan belli bagh iki evrede katalizlenir. Faz I reaksiyonlarinda toksik
maddede oksitlenme, indirgenme veya hidroliz sonucu polar bir grup olusur. Yani
toksik maddeye fonksiyonel grup ilave edilir. Faz II reaksiyonlarin da ise

fonksiyonel gruba baska bir madde baglanarak birlesme gerceklesir [38,39,42].

1.3.1. Mikrozomal enzimler

Karigik fonksiyonlu oksidasyon reaksiyonlarini katalizleyen enzim
sistemi, hiicrenin endoplazmik retikulumundan elde edilen mikrozomlarda
yerlesmistir. Mikrozomlar1 elde etmek i¢in doku homejenati, 9000- 12000 g.’de
30 dakika santrifiij edilir. Siipernetan ¢ozelti alinarak 105000g’de 1 saat santrifiij
edilir. Sediment mikrozom fraksiyonu olup, karisik fonksiyonlu oksidaz (KFO=
monooksidazlar)  enzimlerini igerir. Bu enzimler Dbaglica karaciger
mikrozomlarinda oldugu gibi, bagka dokularda da bulunmaktadir [8].

Bu enzim sisteminin baglica komponenti olan sitokrom P-450 bir
hemoproteindir. Protein ilk defa 1958 yilinda Garfinkel ve Klinberg tarafindan
CO baglayan bir pigment olarak tanimlandigindan, pigmenti ifade etmek i¢in P ve
450 nm’de bir tepe degeri verdigi i¢in ilk kullanildig1 isim degistirilmeden P-450
olarak adlandirilmistir.Sitokrom P-450°nin karaciger ER’ da bazi steroidler gibi
endojen bilesiklere ek olarak muhtelif ilaglar, karsinojenler ve diger

ksenobiyotiklerin ¢ok farkli gesitleri iizerine etki edebilen, her biri ¢ok genis ve
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bir bakima birbirini asabilen substrat ozgiilliikklerine sahip en az alt1 yakin tiirti
vardir.bu tiirlerden biri olan sitokrom P-448, polisiklik aromatik hidrokarbonlarin
(PAH) ve iliskili molekiillerin metabolizmasi i¢in spesifiktir [12,15,33,35,36,38].

Oksidasyon reaksiyonlarinda sitokrom P-450’nin rolii sdyledir.Ilk
asamada sitokrom P-450(Fe™) ile substrat (R-H) arasinda bir kompleks
olusur.Bunu NADPH H' dan bir elektron kopmasiyla Fe™*iin Fe™ ye déniismesi
izlemektedir.Bir kademe sonra sisteme O, molekiilii karisir. P-450 F e O, haline
doniisiir. Bir kademe sonra bir elektron daha girer. Bu elektronun tam olarak
nerden geldigi bilinmemektedir. Substrat hidroksile edilerek ayrilir, sistemden bir
molekiil su ¢ikar, P-450 (Fe™”) halinde yeni bir reaksiyonda kullanilmak iizere
degismeden ayrilir (Sekil 1.6 ) [9,38]. Basit sekilde bu reaksiyon basamaklari su
sekilde yazilabilir:

(1) NADP +H" + sitokrom P-450 (Fe"*) — NADP "+ sitokrom P-450 (Fe'%)
(2) sitokrom P-450 (Fe'?) + O, » Aktif oksijen kompleksi
(3)Aktif oksijen kompleksi + RH  _, ROH + H,O + NADP

Toplu reaksiyon ise:

RH + O, +NADP + H" ~ ROH + H, + NADP Seklinde gosterilebilir [8,15]

Karigik fonksiyonlu oksidaz sistemi pek ¢ok substrati hidroksile ederek
suda ¢oziiniir hale getirerek rediikte glutatyona, glukuronik asite ve siilfatlara
baglanarak viicuttan atilmasini saglamaktadir. Bu sayede pek ¢ok toksik madde
detoksifiye edilerek viicuttan atilmaktadir. Karisik fonksiyonlu oksidaz sistemleri,
morfin, kodein, fenobarbital amfetaminler, steroid hormonlar, insektisidler ve
PAH’lar gibi bir ¢ok bilesigi substrat olarak kabul etmektedir. Bu bilesiklere ya
oksijen katmakta veya hidroksite etmektedir [43].

Sitokrom P-450 monooksijenaz sisteminin {i¢ bileseni vardir. Bunlar
NADP-sitokrom c¢ rediiktaz (veya NADP-sitokrom P-450 rediiktaz), bir
hemoprotein olan sitokrom P-450 ve fosfolipittir [2,8]. Hemoprotein yapisinda
olan enzim, sistein amino asitine bagl “Hem demiri” igerir. Yabanci bilesiklerin

oksidasyonu genelde bu demir grubu iizerinden gerceklesir. Insanda, gesitli
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promutajen ve prokanserojenlerin biyoaktivasyonunda etkili olan temel
enzimlerin CYPS (P4505) 1A1, 1A2, 1Bl1, 2C9, 2D6, 2E1 ve 3A4 oldugu
bildirilmistir [44].

Cyt— P450
airitn (R-OH) {1e™)
hidroksillenmis \ RH (substrat
substrat / Y‘/ ¢ 4
ROH) (Cyt - P4s0) RIL+ Oyt — P450
(Fe") (Fe™)
-
{R) (Cyt — P450) RH + Cyt — P450
(Fe . 0L} (Fe'™)

\ //02
RH | Cyt P450+ Oy
RH + Cyt— P4§G /
RH + Cyt — P450 + Oy

H-d— &

el

RH+ Cyt - P450 . Oy
Fe')

Sekil 1.6. Sitokrom P450 tarafindan substratin hidroksilasyonu [2]

1.3.2.Faz I reaksiyonlari

Faz I reaksiyonlari, oksidasyon(yiikseltgenme), rediiksiyon(indirgenme)

ve hidrolizdir.
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A- Oksidasyon
Karisik fonksiyonlu oksidazlar, bir¢ok oksitlenme reaksiyonlarini kataliz

ederler. Mikrozomal oksidasyon tiplerinden bazilar1 sunlardir:

a) Aromatik hidroksilasyon ve epoksit olusumu: Bir insektisid olan
aldrinin dayanikli epoksidi olan dieldrine doniistimii benzoprenin kansorejen aktif
metabolitleri olan 7,-diol-9,10 epoksit izomerlerine doniisiimii mikrozomal
enzimlerin, aromatik halka oksidasyonlarina 6rnektir.

b) Dealkilasyon: Alkil grubunun uzaklastirildig1 ortama bagli olarak N-
dealkilasyon, O-dealkilasyon ve S-dealkilasyon seklinde isimlendirilirler. O-
dealkilasyon yolu ile oksitlenen ilaclardan kodein ve fenasetin 0rnek verilebilir.
N-dealkilasyon ise yaygin bir biyotransformasyon sekli olup aminopirin,
asetanilid gibi ilaclar 6rnek verilebilir. 6-metiltiyopiirin gibi bir ¢ok tiyoeterler ise
S- dealkilasyonla oksitlenir.

¢) N-dealkilasyon: 2-asetilaminoflu orenin kanserojen N-hidroksi-2-
asetil-aminofluoren metabolitleri N-oksidasyonla olusurlar.

d) Oksidatif deaminasyon: Tavsan karacigerinde amfetaminlerin
fenilasetona doniigsmesi en iyi Ornektir.

e) Tersiyer azot oksidasyonu: Toksikolojik acidan onemli olan

nikotinin, nikotin-1’-N-oksid’e donlismesi 6rnek verilebilir [8].

B- Rediiksiyon:

Bu reaksiyonlar hem mikzomal hem de sitolojik rediiktazlar tarafindan
katalizlendigi gibi, rediiktaz ihtiva eden bagirsak bakterileri tarafindan da
katalizlenebilir.Nitro, diazo, karbonil, disiilfiir, siilfoksit ve alkon gibi fonksiyonel

gruplar organizmada indirgenebilirler [8].

C- Hidroliz:

Ester, amid veya substitiic ve fosfat ester bagini i¢eren ksenobiyotiklerin
bliylik bir kismi organizmada hidroliz olabilir. Esterler esterazlar tarafindan,
amidler ise amidazlar tarafindan hidrolizlenir. Bu enzimler genel olarak bir ¢ok

dokuda hiicre sitozoliinde bulunur [45]. Boylece bir ester veya amidin hidrolizi
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ile olusan asit, alkol veya amin ya dogrudan veya Faz Il reaksiyonlar1 ile konjuge

olarak viicuttan atilirlar [8].

1.3.3. Faz Il reaksiyonlar1

Konjugasyon reaksiyonlar1 olarak da bilinen bu reaksiyonlar, polar bir
grubun yabanct molekiillere eklenmesi ile meydana gelmektedir. Bu polar grup,
ya bilesik tizerinde hazir bulunan bir gruba ya da Faz I reaksiyonlar1 sonucunda
olusan hidroksil gibi gruplara konjuge olabilir. Polar gruplar , yabanct molekiilleri
suda daha ¢oziiniir kilar ve bdylece viicuttan uzaklastirmayi kolaylastirarak toksik
etkide de bir azalmaya sebep olur. Konjugasyon reaksiyonlar1 asagida kisaca

aciklanmistir.

A. Siilfatlama

Bir  hidroksil grubuna siilfat eklenmesi, yabanci maddelerin
konjugasyonunda izlenen o©nemli bir yoldur. Bu reaksiyon, sitozolik bir
stilfotransferaz enzim tarafindan katalizlenmektedir. Reaksiyonun medyana
gelebilmesi i¢in  fosfoadenozin fosfostilfat koenzimi de kullanilmaktadir.
Aromatik ve alifatik hidroksil gruplari yaninda N-hidroksil gruplari ile amino

gruplar da siilfatla konjuge olabilirler [46].

B. Glukuronidasyon

Glukuronik asit, polar ve suda ¢oziilebilen bir molekiil olup hidroksil,
karboksilik, amino ve tiol gruplarina kolayca eklenebilir. Bu reaksiyon
mikrozomal enzimler olan glukuronosil transferazlar tarafindan katalizlenir. Diger
karbonhidratlar da konjugasyonda gorev alabilirler. Riboz ve ksilozun da benzer

bigimlerde kullanildiklar1 bilinmektedir [43].

C. Glutatyon konjugasyonu
Toksikolojik agidan, Ozellikle reaktif ara iirlinlerin uzaklastirilmasinda
onemli bir fonksiyona sahip, temel bir hiicre i¢i siilfidril bileseni olan glutatyon,

bir ¢ok memeli dokusunda bulunan ve ii¢ peptitten olusan bir bilesiktir.
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Glutatyonda sistein aminoasitinden kaynaklanan stilthidril gruplari, reaktif veya
elektrofilik metabolitlere baglanmaktadir. Bu reaksiyonlar, glutatyon transferazlar
tarafindan katalizlenir. Ayrica gesitli sitozoik yada mikrozomal glutatyon-S-
transferaz enzimleri ile de katalizlenebilir [47,48].

Ksenobiyotiklerin P 450 ile oksidasyonunun ardindan atilabilir duruma
geldikleri glutatyon konjugasyonu, genellikle bir detoksifikasyon islemi olarak
kabul edilmektedir. Bu enzim smifinin 6nemi, alkil, aldehit ve keton gibi

elektrofilik gruplarin metabolize edilmesinde rol almasidir [49].

D. Amino asit konjugasyonu

Yabanci organik bilesikler amino asitlerle konjugasyon yapabilirler.Bu
islevde kullanilan amino asit tlirden tiire farkliliklar gostermekte ve benzer bir
evrimsel gruba dahil tiirlerin ayni1 amino asidi kullandiklar1 goriillmektedir. Glisin,
en c¢ok kullanilan amino asittir ve yabanci organik bilesiklerle konjugasyonu

mitokondride bulunan agilaz enzimi tarafindan katalizlenir [45].

E. Metilasyon

Molekiillerdeki hidroksil, amino ve tiol gruplar1 metiltransferaz
enzimlerinden biri tarafindan metillenebilirler. Bu reaksiyonlar, 6zellikle normal
olaylarda olugsmakla birlikte, yabanci bilesikler ayn1 zamanda substrat olarak da

kullanilabilir [45].

1.4. Mutajenite Test Sistemleri

Sayilar1 milyonlart bulan sentetik ve dogal maddenin kanserojenik
potansiyelleri agisindan test edilmesi saghigimiz agisindan gerekmekle birlikte,
laboratuvar hayvanlar1 ile yapilan kanserojenezis deneylerinin hem c¢ok zaman
almalari, hem de c¢ok pahali olmalar1 nedeniyle basarilamayacak bir durum
arzetmektedir [1-6].

Uzun zamanh testler, uygun hayvan tiirleri se¢ilerek hayvansal maddenin
uygulanmasin1 takiben yapilan otopside patolojik ve histolojik caligsmalarla

Olciilmektedir [2,3]. Ayrica hayvan deneylerinde seks faktorii, yas, verilis bi¢imi
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ve farkli tiirler farkli sonuglara neden olmaktadir. Dolayisiyla saglikli sonuglar
elde edilememektedir [12].

Memelilerde mutasyon testlerinin yapilmasinda en Onemli zorluk
memelilerin bu test sistemlerine olduk¢a az duyarli olmalar1 yiiziindendir. Bunun
yaninda mikroorganizmalar mutajenlere karsi cok daha fazla duyarlidir [8].

Canli hayvan deneyleri yerine kimyasal maddelerin kanserojenik
potansiyelerini 0Olcebilmek icin son yillarda bir ¢ok in vitro test sistemi
gelistirilmistir. Kisa zamanl testler (short-term tests) diye bilinen bu testlerle
kimyasal maddelerin belirli genetik sistemlerde belirli sonuglar verip vermedikleri
Olclilmekte ve elde edilen sonuglarla maddelerin kanserojenik potansiyelleri
arasinda iligki kurulmaktadir [2]. Kisa donemli in vitro caligmalar, kimyasal
maddenin bakterilerde mutajenik etkisinin hiicrelerde degismeye neden olup
olmadigi, DNA degisim ve tamiri tizerindeki etkisi memelilerde mutajenik
etkisinin arastirilmasini kapsar [8].

Kisa  zamanli  testlerin  ¢ogunda, memelilerdeki  metabolik
transformasyonlar da g6z Oniline alinarak ilave edilen metabolik aktivasyon

sistemleri yer alir (Cizelge 1.3). Bunlar:

(1)Rodent veya insan karacigerinden elde edilen mikrozomlar(in vivo)

(2) Metabolik aktivasyon yapabilen rodent hiicreleri

(3) Memeli organizmalarin kullanildig1 konakg¢i araciligiyla in vitro test gibi

aktivasyon sistemleridir [2].
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Cizelge 1.3. Kimyasal mutajen/ kanserojen maddelerin saptanmasinda kullanilan kisa zamanl

testlerden bazilari

Test Takip edilen
fenetik/biyokimyasal
sonug
Salmonella ~ mutasyon | His’ — His" Post-mitokondriyal
testi karaciger fonksiyonlari
(S9,mikrozomlar)
Bakterilerde:

a)Flutasyon testi

His" — His"
(s.typnimurium)
Trp —>trp”
(E.coli)

Sican karaciger hiicreleri

b)DNA onarim testi

Inhibisyon zonlarinin

Olgiilmesi

c)Profaj indiiksiyonu

(1)Faj sayimu
(2)konaket hiicre lizisi

d)Saccharomyces Mutasyon, gen degisimi | -

cerevisiae ve metabolik
rekombinasyon

e)Neurospora crassa Ade™ Ade” -

f)Drosophila
melanogaster sekse bagh
resesif letal mutasyon

testi

Erkek sineklerin olumii

g)sogan veya fasulye

kok ucu hucreleri

Kromozom anomaliteleri

h)insan periferal kan

lenfositleri testi

Kromozom anomaliteleri
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Memeli hiicre

kiiltiirlerinde mutasyon:

a)Cin hamsteri ovaryum | HGPRT-lokusunda Rodent karaciger

veya akciger hiicreleri | mutasyon mikrozomlari

ile

b)Fare karaciger epitel | 8-azaguanine direnglik Hepatositlerle  beraber

hiicreleri ile kiiltiir yapma

¢)Cin hamsteri hiicreleri | Kardes kromatid | Rodent karaciger

ile degisimleri, = kromozom | mikrozomlar1 in vivo
anomalileri olarak

d)DNA hasari ve | Tek zincir kopmalari Rodent karaciger

onarimi ¢esitli rodent mikrozomlar1 in  vivo

dokularmda in  vivo olarak

muameleler ile

e)Hela hiicreleri, fare | Programsiz DNA onarimi | -

hepasitleri,insan deri

fibroblaslar1

f)invivo DNA sentezi Hata sikliginin artmasi -

Hiicre transformasyonu: -

(invitro)

a)Suriye hamster1 | Marfolojik degisme -

embriyo hiicreleri

b)sigan embriyo | Marfolojik degisme Rodent karaciger

hiicreleri mikrozomlari

c)Yeni dogmus Suriye | Agardu bilyiime Rodent karaciger

hamsteri bobrek mikrozomlar1

hiicreleri

(BHK21)
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Kisa zamanli testlerde “sitogenetik metodlar” ve ‘bakteriyel yontemler”

kullanilmaktadir.

1.4.1. Sitogenetik yontemler:

Sitogenetik ¢alismalari, c¢evresel olarak yada g¢alisma ortaminda
klastogenlere ve radyasyona maruz kalan belirli populasyonlar i¢in [50], bireysel
olarak etkilenme dozunu saptamak i¢in kullanilabilmektedir [51-53].
Kimyasallarin mutajenligini arastirmada kullanilan en yaygin sitogenetik
yontemler, yapisal kromozom bozuklugu (CA), kardes kromatid degisimi (SCE)
ve mikroniikleus (MN) testleridir [54]. Bu testler in vivo olarak laboratuar
hayvanlarinda [55,56] , in vitro olarak da insan kan I0kositleri, mesane
yanakimide nasal ve sperm hiicreleri ile ¢esitli kiiltiir hiicrelerinde

uygulanabilmektedir [57].

1.4.1.1. Yapisal kromozom bozulma analizi (CA=Chromosome Aberration)

Aneuplidi ve poliploidi gibi sayisal kromozom bozulmalari ile kromozom
tipi, kromatid tipi kopmalar ve anormal birlesme gibi yapisal bozulmalar ¢ok
yaygin olarak, boliinen hiicrelerin metafazda olanlarini kolsemid yada kolsisin
gibi bir tiibilin polimerizasyon inhibitori kullanarak tutuklama ile saptanmaktadir.
Bu test kisaca hiicreler metafaz sathasinda incelenerek kromozom hatalarinin

ortaya ¢ikarildig: sitogenetik bir yontemdir [17,58-60].

1.4.1.2. Mikroniikleus testi (MN)

Mikroniikleus hiicre ¢ekirdeginin disinda sitoplazmada yer alan ¢ekirdek
orjinli kii¢ilik kiiresel bir olusumdur. Mikroniikleus mitotik hiicrelerde kromozom
fragmentlerinden yada anafazda gec¢ kalarak her iki kardes cekirdege dahil
olmayan kromozomlardan kaynaklanir. Mikroniikleus igeren hiicre sayisindaki

artis, maruz kalinan klastojenik (DNA’y1 hedefler, kromozom kirilmalarina neden
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olur) veya aneujenik (kromozom sayisinin degisimine etkilidir,genellikle DNA’y1
hedef almaz) ajanlarin genetoksik etkilerini yansitan bir biomarkerdir.
Mikroniikleus testi boliinme yetenegine sahip tiim hiicrelerde yapilabilen
bir testtir. Temel prensibi, bazi mitoz anomalileri ve kromozom kaybi1 gibi
durumlarin ortaya ¢ikarilmasina yoneliktir. Cekirdek boyanmasi ile incelenir. Bu
amacla en ¢ok memelilerin polikromotofil (PCE) ve normokromotofil (NCE)

eritrositlerinde ¢alismalar yapilmaktadir [5,58,63-66].

1.4.1.3. Comet testi (Single cell gel elektrophoresis)

Bu yontem iplik kivrilmalari, capraz baglanma, alkali labile site gibi
DNA hasarlarmi ve kesme-¢ikarma onarim bdolgelerindeki hatalari bir jel sistemi
kullanilarak belirleyebilmektedir [67,68]. Uygulamada kan lokositleri, mesane,
yanak, mide, nasal ve sperm hiicrelerindeki DNA hasarini belirlemek amaciyla
kullanilmaktadir [54]. Comet testi hiicre metafaz sathasinda incelenerek

kromozom hatalarinin ortaya ¢ikarildigi bir sitogenetik bir yontemdir [61,62].

1.4.1.4. HPRT mutasyon yontemi

HPRT yontemi, somatik gen mutasyonlarinin in vivo ortamlarda pozitif
olarak secilmesi prensibine dayanir. DNA baz ¢ifti degisimleri, biiyiik yada kiigiik
captaki delesyonlari, inversiyonlar1 ve heterolog kromozom rekombinasyonlari

gibi genetik degisimleri biiylik 6l¢iide yansitma 6zelligine sahiptir.

1.4.1.5. Kardes kromatid degisim yontemi (SCE)

SCE testi toksik madde-DNA etkilesimini agiga ¢ikarmadaki duyarlilig
ve genetoksik kimyasallarin kiiltiire edilmis yada muamele edilmis hayvanlardan
alman Orneklerinde SCE sayisini dnemli dl¢lide arttirmasi sebebi ile bireysel
olarak maruz kalinan genetoksik karsinojenlerin kan lenfositlerinde yaratigi DNA

hasarini belirleyen bir indikator olarak kullanilmaktadir [69].
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SCE yoOnteminin prensibi, kardes kromatidlerin birbirine kontrast
saglayacak sekilde boyanmasina dayanir. Kardes kromatidlerde meydana gelen
par¢a degisimi, boyanma farkliligindan hemen anlagilir. Bu yontemle sadece
kromozomlarda olusan yapisal degisimler gézlemlendiginden dolay1 SCE yontemi

sinirlt amagclar i¢in kullanilabilir [5,58,60,70-72].

1.4.2. Bakteriyal yontemler

Fiziksel yada kimyasal ajanlarin DNA’da meydana getirdigi hasar,
bakteriyal mutasyonlar1 Olgebilen kisa zamanli testlerle saptanmaktadir [42].
Bakteriler gecelik kiiltiirlerinde ¢ok sayida gelisirler ve nadir mutasyonel olaylarin
saptanmasina olanak tanirlar .Ayrica bakteriyal genetik bilgi ve deneyimlerin
artis1, g¢esitli ajanlara karsi yabani tiplerinden daha hassas olan 6zel bakteri
mutanlarinin olusturulmasina olanak saglanmistir. Ayrica bakterileri kimyasal ve
fiziksel ajanlarla mutasyona ugrama agisindan daha hassas hale getirebilmek i¢in,

cesitli iglemler uygulanmaktadir [42].

1.4.2.1. UMU (SOS) test sistemi

UMU test sistemi, kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerini saptamak
amaciyla kullanilan kolorimetrik, bakteriyal bir test sistemidir [73]. SOS cevabi
esas alinarak gelistirilmistir ve regiilator bir sistem olan SOS sistemi, DNA hasar1
ile indiiklenebilen sistemler igerisinde ilk olarak karakterize edilmis olan en
kapsamli, en kompleks ve en iyi anlagilmis sistemdir [74,75]. UMU test sistemi,
diger SOS-cevap genlerinden ¢ok daha dolaysiz bir sekilde mutajenesisle ilgili
oldugu diistiniillen UMU operonunun ifade edilme diizeyini saptamaya dayanur.

Bu test i¢cin tek bir bakteri susu gereklidir. Yiiksek bakteriyotoksik
etkilere sahip olan kimyasallarin teshisinde kullanilabilir. UMU test susu olan TA
1535/pSK1002’ye eklenen ¢ok kopyali plazmidler, NR (nitroaren) geni, NAT (N-
asetil transferaz) geni yada her ikisini bakteriye aktarmaktadir. Sonug olarak bu
bakteri susu DNA hasarina sebep olan “nitroantren” ve “aromatik aminler” e karsi

hassasiyet kazanir [34].
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1.4.2.2. E. Coli lac I mutasyon test sistemi

Bakterilere meydana gelen mutasyonlarin genetik ve molekiiler
analizinde kullanilan bir ileri mutasyon yontemi olup ilk kez 1983° de Miller ve
arkadaslari tarafindan E. coli’ de gelistirilmistir [76].

Bu sistemde laktoz operonundaki repressorii kodlayan lac I geninde
olusan mutasyonun fenotip iizerindeki yansimasi belirlenerek
degerlendirilmektedir. Lac I mutasyonlarini iceren gen bolgesi bakteriden alinarak
bir plazmite ya da M 13 faji klonlama vektoriine aktarilmak da, vektorler
cogaltilarak ¢ok sayida mutant DNA kopyasi elde edilerek, dizi analizi
yapilmaktadir [45,77].

1.4.2.3. Salmonella /| mikrozom (Ames) test

Ames testi 1970’ lerin basinda Prof.Dr Ames ve Dr.Maron tarafindan
gelistirilen ve daha sonra yaygin olarak uygulanmaya baglayan bir mutajenite
testidir [6,5,71,72,78,79]. Ames testi bakteriyal mutasyon testleri i¢inde detaylar
en iyi bilinen ve karakterize edilen, gecerliligi, uygulanma kolaylig1 ve hassasligi
nedeniyle en fazla kabul gorerek tercih edilen ve giiniimiizde de siklikla kullanilan
bir yontemdir [27,42,76]. Bu testin devam eden popiilaritesi DNA’ya zarar veren
tehlikelerin (genotoksik) teshis edilmesi ve yiiksek hassasiyetteki mutajenesis
biyokimyasal mekanizmalarin agiklanmasi yetenegi ile baglantilidir [34,136].

Test organizmasi olarak kullanilan Salmonella typhimurium, histidin
geninde olusturulan farkli mutasyonlarla (his G, his C yada his D) gelismek i¢in
histidin gereksinimi duyan degisik tipte oksotrofik mutantlara doniistiirilmiistiir.
Ayrica histidin mutantlarina ek olarak bu mutantlara bazi diger mutasyonlar ilave

edilir (Cizelge 1.4).
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Cizelge 1.4. TA98 ve TA100 suglarinin mutasyon parametreleri

Bakteri Histidin Lipopolisakkarid | DNA Onarim | Diren¢

Kodu Mutasyonlar1 | Mutasyonu Mutasyonu PlazmidTiiri
TA98 HISD 3052 |rfa uvrB pKM 101

TA 100 HIS G 46 rfa uvrB pKM 101

Bu testin temeli, yapay Salmonella typhimurium’un histidin sentezleme
yeteneklerini kaybetmis (his'=oksotrof ) olan suslarinin test bileseni ile muamele
edildikten sonra ikinci bir mutasyon gegirip his” hale geri déniismesine dayanir
.Geri doniigsen (revertant) bakteri kolonileri sayilarak degerlendirilir. Fakat
normalde de mutajenlere maruz kalmadan spontan olarak geri doniisebilen
bakteriler olmaktadir. Mutajenik etkiden bahsetmek i¢in spontan revertant koloni
sayis1 sayilmasi gerekir [6,22,80].

Bir mutant sus, tek bir baz degisimi seklinde nokta mutasyona sahip iken,
kendiliginden ya da bir mutajen uyarisiyla yabani tipe doniistiiglinde, transisyon
ya da transversiyon seklinde mutasyon ge¢irmis olmaktadir.

Ames Testi Salmonella typhimurium’un TA ve YG suslan ile
uygulanabilmektedir. En ¢ok kullanilan bakteri suslar1 TA 97, TA 98, TA 100, TA
102, TA 1535, TA 1538 suglaridir [41,81-84].

Reversiyon test yontemi uygulamalarinda, farkli 6zelliklerde gelistirilen
ve cesitli amaglarla kullanilan Salmonella typhimurium test suslart disinda
E.Coli’nin baz1 suslar1 da yer almaktadir. Bu bakteri kiiltiirleri de ayn1 prensibe
uygun olarak, triptofan E lokusunda olusturulan mutasyonla, oksotrof hale
getirilmistir. Bu sekilde gelistirilen E.coli WP2 uvr A (pKM 101) ve E.Coli WP2
(pKM101) suslar1 A T baz ¢ifti mutasyonu tagimaktadir [42].

Salmonella typhimurium LT2 atasal susundan in vitro mutasyonlarla elde
edilmis suslarinin genetik 6zellikleri asagida belirtilmistir.

(1) Histidin mutasyonu: Her test susu histidin operonunun degisik
bolgelerinde ya operondaki baz degisimleri ya da gerceve kaymasina yol acan

adisyon-delesyon mutasyonlari ile mutant hale getirilmistir.
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His G 46 mutasyonu: His G geni bakteriler tarafindan histidin sentezinde
kullanilan ilk enzimi kodlayan gendir. Bu mutasyon TA 1535 ve TA 100
mutantlarinda vardir. His G geninde 16sin amino asidinin kodunu ~GAG- baz ¢ifti
degisimi sonucu prolin amino asidi kodunu olan —GGG- donilismiistiir. Bu
mutasyon her iki mutantda da baz c¢ifti degisimlerine neden olan mutajenik
kimyasallar tarafindan geri dontstiiriiliir.

His D 3052 mutasyonu: His D geni de histidin sentezinde kullanilan
histidinol dehidrogenaz enzimi kodlamaktadir. Bu mutasyon gendeki tek bir
niikleotidin eksikligi sonucu ortaya ¢ikmis olan g¢evgeve kaymasi tipinde bir
mutasyondur. TA 98 ve TA 1538 mutantlarinda vardir.

His D 6610 mutasyonu: Bu mutasyon gene bir niikleotid eklenmesi
sonucu ortaya ¢ikmig olan ¢erceve kaymasi tipinde bir mutasyondur. Mutasyonda
etkilenen bolgede bes yerine alt1 sitozin dizisi bulunmaktadir.

His G 428 mutasyonu: “ochre” stop kodonu varligindan dolay1 His G
geni inaktif durumdadir.

Baslangicta gelistirilen His” mutantlarinin ¢esitli test maddelerine karsi
duyarliligini arttirmak i¢in bu suglara Asagidaki mutasyonlar eklenmistir.

(2) Rfa mutasyonu: Bu mutasyon bakteri hiicre duvarinin
lipopolisakkarit tabakasini kodlayan genlerde meydana gelmistir. Lipopolisakkarit
tabakanin kismen yok olmasi ile normalde hiicre igine giremeyen biiylik
molekiiller hiicre i¢ine girmektedir.

(3) UvrB mutasyonu: Bu mutasyon DNA onarim sisteminde kesip-
cikarma (excision repair) gorevini iistlenen enzimini kodlayan UvrB genindeki
delesyon sunucu olusmustur. Delesyon sonucu ‘‘chl’’ ve ‘‘bio’’ genleride
cikarilmistir. Bio geni bakterinin biotin sentezinden sorumlu bir enzimi
kodlamaktadir. Dolayisiyla bakterilerin {ireyebilmeleri i¢in histidin amino
asidinde oldugu gibi biyotin amino asidine ihtiya¢ vardir.

(4) R faktorii: Amplisin direncglilik geni olup bu geni tasiyan
bakterilerde normalde hiicrelerde bulunan ve hata frekansi yiiksek olan “error-
prone” DNA onarim yolunun aktivasyonuna ve gerek pozitif sonuglarinin
artmasina, gerekse spontan olan mutasyonlarin artmasina neden olur. R faktoriine

sahip olmayan suslar zayif mutajenik sonuclar verirken R faktdr genini tasiyan
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pKM 101 plazmidine sahip yeni suslar olduk¢a kuvvetli sonuglar vermislerdir
[85-87].

Diger bakteriyal testlerde oldugu gibi Ames testinde de eksik olan unsur,
memelilerde detoksifikasyon mekanizmasini gergeklestiren enzim sisteminin
olmayisidir. Bu sistem pek ¢ok kimyasal grubu reaktif olmayan hale getirirken,
baz1 bilesikleride DNA ile etkilesime girebilen yiiksek 0lgiide -elektrofilik,
mutajenik hatta karsinojenik forma dontistiirmektedir [88]. Mutajenik etkisi test
edilen herhangi bir ajanin bu enzim aktivasyonunun etkisi ile nasil bir potansiyele
sahip olacaginin belirlenmesi kaginilmazdir. Bu yondeki sakincanin giderilmesi
icin memeli laboratuar hayvanlarindan izole edilen karaciger enzim ektrakti
bakteriyal sisteme dahil edilerek testler prosediire uygun olarak tekrarlanmaktadir.
En yaygm olarak kullanilan enzim preparati, si¢anlarin, enzim aktivasyonu
uyarilmis olan karaciger dokularindan homojenize edilen post mitokodriyal
siipernatandir [89,90]. Bu materyal, ilag metabolize edici enzimlerin bir ¢esidini,
sitokrom bagimli monooksijenazlari, sitokrom bagimsiz oksidazlari, amidaz,
esteraz, glutatyon-S-transferaz, siilfotransferaz, acil transferaz, metil transferaz,
dehidrogenaz ve penoksidazlari icermektedir. Enzim 6ziitli, kofaktorler, tuzlar ve
tampon sistemle tamamladiginda, S9 karisimi adini1 almaktadir.

Ames yonteminde pozitif sonu¢ veren bir ajan i¢in, insan yada diger
memeliler de mutajenik veya karsinojeniktir denilemez. Bakteriyal mutasyonun
pozitif olmasi, ajanin potansiyel zarar1 konusunda bir 6n uyar1 anlam tasir. Ayrica
yuksek organizmalarda yapilacak olan daha kapsamli ¢alismalar1 yonlendiren
onemli bir belirtectir. Ames testi bu sebeple diinya ¢apinda pek ¢ok laboratuarda

rutin olarak uygulanmaktadir.
1.5. Perimidin’ in Yapisi ve Genel Sentezi
1.5.1. Perimidin’ in yapis1 ve genel ozellikleri
Ana yapisi perimidin ¢ekirdegi tasiyan tiirevlere ait sentez ¢alismalari

1908°’li yillarda baslamistir. Sentezlenen genellikle aromatik aminler (1,8-

naftalendramin) ile karbonil grubu tiirevleri kondansasyona sokulmustur.
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Perimidin ilging bir maddedir. Ciinkii bir ¢ok O6nemli siniflar
tiretilmektedir. Cogu biyolojik aktivitede faydali sonuglar sergilemektedir.
Perimidin bilesikleri hetorosiklik sistemlerde birgok biyolojik aktivite gdsterirler
[97].

Bu konuda ilk ¢alisma 1908 yilinda Franz Sachs tarafindan yapilmis ve
1,8 -naftalendraminin formik asit, asetik asit, propiyonik asit veya biitlirik asit ile
30 dakika geri c¢eviren sogutucu altinda kaynatilarak, sirasi ile perimidin (e.d.
=222 °C), 2- metil perimidin (e.d. = 161° C ), 2 — etil perimidin (e.d. = 140°C )
ve 2- propil perimidin (e.d.=157°C ) bilesikleri elde edilmistir [98].

Sekil 1.7. 2- siibstitiie perimidin’ in genel formiilii

1940 yilnda E.C. Wagner, 1,8- naftalendramin ile formik asidi,
esterlestirme reaksiyonuna sokarak perimidin bilesigini elde etmistir (Sekil 1.7)
[99].

1958 yilinda Christoph S. Grundmann ve Alfred Kreutz Berger, s-
triazinin siibstitiie aminler ile reaksiyonu sonucu, heterosiklik bilesik verdigini
ortaya koymusladir. 7gr etilendraminin 3gr S-triazini ile oda sicakliginda
karistirilmasi ve tizerine NHj; ilave edilmesiyle reaksiyon kendi kendine ylirtimiis
sonra karisim sogutulup 2 saat 80°C’de kaynatilmis, bu siire sonunda iiriin
sogutularak , 2-imidazolin bilesigi ¢coktiiriilmiistii. Ayn1 yontem ile perimidin (e.d.
=224°C) bilesigi elde edilmistir [100].

1967 yilinda R. Barchet ve arkadaslari, 1,8-nafhalan dramin’den E+OCH
: C [COOQOEt], veya Et OCH = C [CN] COOEt ile, yiiksek ekzotermik bir
reaksiyon sonucu, perimidin bilesigini ( e.d.= 222°C ) elde etmislerdir [101].

1973 yilinda Pershin G.N. ve arkadaglari, perimidin ve 7 tiirevini
hazirlayip, bu bilesiklerin orta kuvvetli bakteriostatik (6zellikle insan ve kiimes
hayvanlari tiiberkulozuna kars1 ) etkili oldugu kanitlanmistir. Ayrica fungustatik

etkilerinin oldugu fakat antiviral etkilerinin olmadigini agiklamislardir [102].
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1976 yilinda Drus Yatskaya S.K. ve arkadaslari, 1,2 —dimetil —perimidini
uygun bir aldenit (RCHO ) ile reaksiyona sokarak, % 80 -100 verimle vinil-
perimidin tiirevlerini sentezlemisler ve bu tiirevlerin G. Spumosa ajani lizerindeki
etkilerinin kisa oldugunu ortaya koymuslardir. Ayrica toksisitelerini inceleyerek,
2-(2-fril) vinil- perimidin adli bilesigin digerlerinden daha toksik oldugunu
gozlemislerdir [103].

1,8 -naftalen daiminin p-triflorometil benzoil kloriir ile reaksiyonu
sonucu, 2- (p-trifloro.fenil )- perimidin tiirevi hazirlamiglardir. Ayrica 2-(4-
triflorometil fenil)-perimidin tiirevinin, immiin sistem iizerindeki baskilayici etkisi
ve farelerde idrar yolu taslarina kars1 etkili oldugu ortaya koyulmustur [109].

Ayrica perimidin nukleusu olan bilesimler antitiimor [104,105], sitotoksik
[106], anorektik [107,108] ve CRF reseptor (kotropin serbest birakma faktorii) ile
antagonist [125-127] faaliyetler gostermislerdir.

1.5.2. Perimidinin genel sentez yontemi

O NH, NaHSO3 O NH
+ OHOR ——> )R
S ™ o G

(1) (1)

(101)

NaH | THF

(Nat)

|

/

7 N ! R'X / THF O N
)R )R
6 N N

3

5 4

(IV)

Sekil 1.8. Perimidin’in genel reaksiyon denklemi
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Hesap edilmis miktarlarda sodyumbisiilfit ve aldehid yeterli miktar
etanol icinde 15-20 dakika kaynatilir. Reaksiyon karistmina hesaplanan
miktarlarda 1,8- fenilendiamin ilave edilir, 3-5 saat geri ¢eviren sogutucu altinda
wsitilip karistirilir. Reaksiyon sonunda balon igerigi kuruluga kadar evapore edilir,
kalint1 su ile yikanir, stiziiliir, kurutulur ve butilasetatta kristallendirilir (Sekil 1.8,

Sekil1.9).
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Sekil 1.9. Perimidin’ in reaksiyon mekanizmasi
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2.MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

4-Nitro-o-fenilendiamin (Aldrich), S9 karisimi, sitrikasit monohidrat,
K;HPO4, NaOH (Codex carloerba), Bacto Agar (Difco), MgSO4
. H,O, NaCl (Fluka), L-Histidin .HCI (F.W.191,7), D-Biyotin (F.W.247,3),
Ampisilin trihidrat (sigma), sodyum azid (Merck), Nutrient Broth No:2 (oxoid), 2-
Aminofluerene, KCI, NaHNH,4 (PO4.4H,0), 3-Metil kolantren (sigma)’ dan temin

edilmisgtir.

2.1.2. Salmonella tpyhimurium test suslari

Deneyde Ames ve arkadaslan tarafindan Salmonellen typhimurium LT2
atasal susundan in vitro mutasyonlarla gelistirilen TA 98 ve TA 100 suslari

kullanilmis olup, bu suslar Hacettepe liniversitesinden temin edilmistir.
2.1.3. Test maddeleri (Dozlar1 ve hazirlanis)

Bu c¢alismada 8 ayr1 perimidin bilesiginin mutajenik etkileri Ames /
Salmonella / Mikrozom test yontemiyle arastirilmigtir. Test maddeleri
perimidin’in 8 ayri tiirevidir ve Prof.Dr.ilhan Isikdag (Anadolu Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi) tarafindin
sentezlenmistir. Isimleri; perimidin, 2-metil perimidin, 2-fenil perimidin, 2-(2-
hidroksifenil) perimidin, 2-(4-hidroksifenil) perimidin, 2-(3-nitrofemil) perimidin,
2-(4-klorofenil) perimidin, 2-(3, 4metilendioksifenil) perimidin’ dir (Cizelge 2.1.).

Bu maddeler dimetil siilfoksit (DMSO) iginde c¢oziilmiigler ve oda
sicakliginda saklanmislardir. Uygulanacak dozlar1 belirlemek i¢cin maddelerin 10
pg/plak, 500 pg/plak, 1000 pg/plak, 2500 pg/plak ve 5000 pg/plak
konsantrasyonlari, hazirlanip bakteriler {lizerinde denenmis ve 100 pg/100 pl

konsantrasyonunun tizerindeki konsantrasyonlarin toksik etki yaptigi goriilmiistiir.
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Cizelge 2.1. Mutajenitesi arastirilan Kimyasal Test Maddelerinin isimlendirilmeleri veKimyasal

Formiilleri
KIiMYASAL . KAPALI . . .
ACIK FORMIUL . KIMYASAL iSIMLERI{
FORMUL
MADDE
s
1.MADDE />7H Ci1HgN3 Perimidin
(O~
NH . . g
2.MADDE O Ci2HioN» 2- Metil perimidin
/ CHs
- N:
\ MADDE </ \ NH\ _> Ci17H12N, 2-fenil perimidin
</ \_/ \_/
HO
NH
N 2-(2-hidroksi
Ci7H12N.0 , o
4MADDE fenil) perimidin
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2-(4-hidroksi

N Ci17H12N2O ) o
5. MADDE / OH fenil) perimidin)
(-
NO,
/ 2-(3-nitro fenil)
6. MADDE Q N Ci7H11N3O, | perimidin
NH .
O 2- (4- klorafneil)
7. MADDE cl
O / CisHNoCl | perimidin
N
2-(3,4 metilen
dioksi fenil)
8. MADDE O N ﬁ CisHioN2O> o
° perimidin

N
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2.1.4.Deneyde kullamilan ortamlarin icerikleri ve hazirlanmalari

(50x) Vogel Bonner Medium (Tuz)

Kullammm: MGA, HB, ve HBA (master) plaklari.

MgS04.H,O 25¢g
Sitrik asit monohidrat 25¢g
K,HPO, 125 ¢g
NaHNH4(PO4.4H,0) 4375 g
Distile su (45°C) 167.5 ml

Maddeler yukarida belirtilen sira ile distile suyun (45°C) igine eklenir ve
hacim 250 ml’ ye tamamlanir. 250 ml’ lik 2 kaba boliinerek 121 °C* de 20 dakika

stire ile otoklav edilir. Oda sicakliginda saklanir.

( 0.5 mM ) Histidin / Biyotin soliisyonu

Kullamim: Mutajenite deneyi (200 ul top agara 200 pl)

D-Biyotin (F.W 247,3) 0.0309 g
L- Histidin.HCI (F.W.191,7) 0.024 ¢
Distile su 250 ml

Maddeler ilk 6nce biyotin daha sonra histidin olmak iizere distile suyun

icinde ¢oziiliir. Daha sonra karigim otoklav edilir. + 4 °C’de saklanir.

(% 0.8/0,02 M NaOH ) Ampilisin soliisyonu

Kullamim: Ampisiline direng kontrolii ve HBA plaklarinin hazirlanmas: .
Ampisilin trihidrat 0.89 ¢
0,02 M sodyum hidroksit 100 ml

Ampsilin trihidrat, 0,02M NaOH i¢inde c¢ozilir ve 0.22 mp caph

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

Kullamim: Rfa multasyonun deneme.
Kristal viyole 0.1g
Distile su 100 ml

Boya ve su karigtirilip, soliisyon 11k gecirmeyen bir kaba konur ve + 4

°C’ de saklanur.

( % 0,13 ) Bivotin cozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklarinin hazirlanmasi
D-Biyotin 0.00065 g
Distile su 50 ml

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

dakika otoklav edilir. + 4 °C’ de saklanur.

( % 0.5 ) Histidin cozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklar1 hazirlanmasi.

D-Biyotin.HCI (F.W.191,7) 2¢g
Distile su 400 ml

Histidin ile distile su karistirilarak otoklav edilir. + 4 °C’de saklanir.

(% 20) Glukoz cozeltisi

Kullanim: MGA ve HBA plaklar1 hazirlanmas.

Glukoz 20g
Distile su 100 ml
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Glukoz distile su i¢inde ¢oziilerek 121 °C’ de 20 dakika otoklav edilir. 0-
4 °C’ de saklanr.

4-Nitro-o-Fenilendiamin ( NPD )

Kullanim: Pozitif kontrol.
2,5 pg/petri olmak tizere DMSO’ da ¢oziilerek kullanilir. TA 98 susu

icin S9 karigimi gerektirmeyen bir kimyasaldir. Oda 1sisinda saklanir.

Sodvum Azid ( AZS)

Kullanim: Pozitif kontrol .
5 pg/ petri olmak tizere DMSO i¢inde ¢oziilerek hazirlanir. TA 100 susu

icin S9 karigimi gerektirmeyen bir kimyasaldir. Oda sicakliginda saklanir.

2-Aminofluorene ( 2AF )

Kullanim: Pozitif kontrol.
10 pg/ petri olmak tizere DMSO i¢inde ¢oziilerek hazirlanir. TA 98 ve
TA 100 susu i¢in S9 karisimi gerektiren bir kimyasaldir. Oda sicakliginda

saklanir.

Top Agar

Kullanim: Mutasyon deneyi

Agar 15¢g
NaCl 125¢g
Distile Su 250 ml

Agar ve tuz distile suyun i¢inde iyice karistirildiktan sonra otoklav edilir.

Oda sicakliginda saklanir.
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Histidin / Bivotin plaklar1 ( HB Agar )

Kullamim: Histidin gereksinim deneyi

Agar 3g

% 20 Glukoz 20 ml
Histidin ¢ozeltisi 2 ml
Biyotin ¢ozeltisi 1.2 ml
50 xVB tuzlari 4 ml
Distile su 182 ml

Agar ve su karistirildiktan sonra otoklav edilir. 45 °C” ye kadar sogutulup
sirastyla % 20 glukoz, 50 xVB tuzlari ve histidin ¢6zeltisi eklenir. Soliisyon biraz

daha soguyunca biyotin eklenir. Karistirilip, 30” ar ml olarak petrilere dagitilir.

Histidin / Bivotin / Ampisilin plaklar1 (HBA agar)

Kullanim: Ampisiline direng testi ve “Master Plate” hazirlanmasinda.

Agar 3g
50xVB Tuz 4 ml
% 20 Glukoz 20 ml
Histidin. HCI.H,O 2 ml
0.5 mM Biyotin 1.2 ml
(% 0.8/0.02M NaOH) Ampisilin 0.6 ml
Distile su 182 ml

Agar ve su otoklavlanir. 45 °C’ ye sagutulup, % 20 glukoz, 50xVB
tuzlar1 ve histidin bu soliisyona eklenir. Sicaklik biraz daha azalinca biyotin ve
ampisilin eklenerek petrilere 30 ml olarak dagitilir. Bu plaklarda bakteriler + 4 °C’

de 2 ay siireyle saklanabilir.
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Minimal Glukoz Agar plaklar1 ( MGA )

Kullanim: Spontan olarak geriye doniis sikligmin kontrolii, pozitif

kontrol, solvent kontrol (DMSQO) ve mutasyon deneyi.

Agar 75¢g
50xVB tuz 10 ml
% 20 glukoz 50 ml
Distile su 415 ml

Agar ve su kanistirilip ¢oziiliir ve otoklavlanir. 45 °C” ye sogutulup % 20
glukoz ve 50xVB tuzlar1 yavas yavas karistirilarak eklenir, petrilere 30 ml olarak

aktarilir.

Nutrient Agar plaklar: ( NA )

Kullammm: Gecelik kiiltiiriin ml’sindeki bakteri sayisin1 bulmak ve

genotip kontrollerinde ( Kristal viyole, UV’ye dayaniklik )

Oxoid Nutrient Broth no:2 26¢
Agar l6g
Distile su 100 ml

Agar, broth ve su 250 ml’lik erlende karistirilir. Otoklavlanip petrilere 30’

ar ml aktarilir.

Nutrien Broth si1vi kiitiir ortami ( NB )

Kullamim: Bakterilerin gecelik kiiltiirde biiytimeler.

Oxoid Nutrient Broth no:2 5¢g
Distile su 200 ml
Ampisilin 630 ul

Broth ve su karigtirilip otoklanir. +4 °C’ de muhafaza edilir.
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3-Metil kolantren

Kullamim: Metabolik aktivasyon hizlanmasi.
3. Metil kolontren 64 mg
Misir yagi 1 ml

80 png/ kg olmak iizere misir yaginda ¢oziilerek 0,2- 0,5 ml intraperitonal

olarak (IP ) ratlara enjekte edildi.

0.1 M NADP Cozeltisi

Kullanim: S9 karigimi
NADP (F.W.765,4) 383 mg
Steril distile su 5ml

(Cozelti 0,22 um por capl filtreden gegirilerek steril edildi.

(0.2M ) Fosfat Tamponu (PH 7.4)

Kullammm: S9 karisimi
0,2 M NaH,PO4H,0 (13.8g/500 ml) 60 ml
0,2 M Na,HPO, (14.2 g/500 ml) 440 ml

Karisim hazirlanip 121 °C’ de 20 dakika steril edildi.

S9 karisimi (% 10°luk)

Kullamim: Metabolik Aktivasyon Deneyi

Mikrozom 1 ml
MgCI,-KCI tuzlari 0.2 ml
Glukoz-6-fosfat 0.05 ml
0,1 M NADP 0.4 ml
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0,2 M fosfat tamponu (PH 7.4) Sml

Steril distile su 3ml

Tiim kimyasallar buz i¢indeki steril bir kapta karistirildi.

(0,15 M) KCI cozeltisi

Kullanim: Mikrozom izolasyonu

KCI 11275 ¢g

Distile su 1000 ml

11,25 g KCI alinip su ile 1 litreye tamamlanarak ¢oziildii. Karigim 121
°C’ de 20 dakika otoklav edildi. +4 °C’ de saklanir.

KCI-MgCl, Tuz cozeltisi

Kullanim: S9 karigimi

KCI 615¢g
MgCI, 6H,0O 40.7 g
Distile su 500 ml

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

(1M)Glukoz-6-fostat cozeltisi

Kullanim: S9 karigimi

Glukoz-6-fostat 282¢
Steril Distile Su 10 ml
Cozelti 0,22 Mm por capli filtreden gecirilerek steril edildi.
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2.2. Metod

Bu ¢aligma, Hacettepe {iniversitesinde elde ettigimiz test bakterilerinin stok
kiiltiirlerinin hazirlanmasi, bakterilerin genetik 6zelliklerinin kontrol edilmesi,
mikrozomal fraksiyonunun hazirlanmasi ve Ames/ Salmonella / Mikrozom testi
Maron ve Ames’in [6] yOntemine uygun olarak plak inkorporasyon metodu ile
yapilmistir.

Deneyler S9’ lu ve S9’ suz olarak 2 grup halinde c¢alisilmigtir. Her doz
paralel 3 plak halinde denenmis ve farkli zamanlarda iki bagimsiz deney
yapilmistir. 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 edilmistir. 48 saat sonunda iyi izole
olmus bir koloni seg¢ilip, 2 ml Nutrient Broth i¢inde siispanse edilmis bir gece (12-
16 saat) 37 °C’ de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda bir 6ze dolusu
stv1 kiiltlir alinip Histidin/ Biyotin/ Ampisilin agar lizerine ¢izgi yapilmis ve 37
°C’ de 48 saat inkiibe edilmistir. Hazirlanan bu plaklar + 4 °C” de iki ay siire ile

saklanabilir.

2.2.1. Salmonella suslarmin stoklanmasi ve stok kiiltiirlerinin acilmasi

Test suslarinin  uzun siire canliligimi ve mutant Ozelliklerini
koruyabilmeleri  i¢in  stoklanmalar1  gerekir. ~ Bunun i¢gin  HBA
(Histidin/Biyotin/Ampisilin Agar) agarda iiremis olan Salmonella suslarindan iyi
izole olmus, normal biiyiiliikteki, bir koloni 6ze ile almip 2 ml Nutreient Broth
(NB) igeren tiiplerde stispanse edilerek 37 °C’ de, bir gece inkiibe edilmistir. Bu
stirenin sonunda steril ependorf tiip igine 1 ml s1v1 bakteri kiiltiirii ve 0,09 ml
DMSO ilave edilmis ve —20 °C’ de donmasi saglandiktan sonra —80 °C’ de

saklanmustir.
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Kiiltiiriin acilmas1 gerektiginde, stok bakteri kiiltlirii oda sicakliginda
eritilip bir 6ze dolusu alinarak Histidin/ Biyotin (HB) agar plaklarina paralel ekim
yapilmugtir. 37 °C’ de 48 saat inkiibe edildikten sonra, HB plaklarinda iireyen
bakterilerden iyi izole olmus bir koloni 6ze ile alinip Histidin/ Biyotin /Ampisilin
(HBA) agar plaklarina paralel ekim yapilmigtir. HBA plaklar1 37 °C’ de 48 saat

inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 master plaklar + 4 °C’ de iki ay siire ile

saklanabilir ve gerektiginde gecelik kiiltiir hazirlamak i¢in kullanilabilir (Sekil

2.1.a., Sekil 2.1.b.).

Sekil 2.1.a. TA 98 susunun master plaklarda iiremesi

Sekil 2.1.b. TA 100 susunun master plaklarda tiremesi
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2.2.3. Salmonella suslarmin kontrol testlerinin yapilmasi (Bakterilerin

genotiplerinin kontrol edilmesi)

Testin giivenirligi acisindan test suslarinin orijinal mutasyonlara sahip
olup olmadigin1 bilmek gerekir. Bu nedenle bakterilerin genetik 6zellikleri bazi

testlerle kontrol edilmistir.

2.2.3.1. Histidin gereksinimi kontrolii

Bakterilerin minimal glukoz agar (MGA) iizerine ekilmeleri sonucu his
bakteriler his"’lerden ayirt edilir. Ciinkii MGA histdin ve biyotin igermemesi
nedeniyle kontrol plagi olarak kullanilmaktadir. Bu amagla NB (nutrient
broth)’da, bir gece iiretilen bakterilerden MGA ve HB plaklarina ¢izgi ekim
yapilmustir. 37 °C” de ve 48- 78 saat inkiibasyondan sonra HB plaklarinda {ireme

gbzlenirken MGA plaklarinda {ireme gozlenmemistir (Sekil 2.2.a., Sekil 2.2.b.)

Boylece kullanacagim bakterilerin his” mutasyonunun tasidigi anlagilmistir.

Sekil 2.2.a. TA 98 susunun histidin gereksinimi kontrolii sonucu HB plaklarinda tireme
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Sekil 2.2.b. TA 100 susunun histidin gereksinimi kontrolii sonucu HB plaklarinda tireme

2.2.3.2. uvr B mutasyonu kontrolii

uvrB mutasyonu ile bakterilerin ultraviyole (uv) isinlarinin neden oldugu
replikasyon hatalarinin diizeltilmesi i¢in gerekli olan “DNA onarim mekanizmas1”
engellenmistir. Ve bu mutasyonun varligi UV isinlarina duyarlilik testi ile tespit
edilir. Bu test i¢in, Nutrient Broth (NB)’ da bir gece iiretilen bakteri kiiltlirlinden
bir 6ze dolusu alinip Nutrient Agar (NA) plaklarina paralel ekim yapilmistir.
Plagin yaris1 (cizgileri kesecek sekilde) plastik bir tabaka ile kapatilip 15 watt
giicinde bir UV lambasi ile 33 cm yiiksekten 8 sn. siire ile 1gmlanmstir.
Isinlamadan sonra petri kapaklar1 kapatilip 37 °C” de 24 saat inkiibe edilmistir.
Kullanilan UV 15181 dozu, uvrB mutasyonu tasiyan bakteriler 6ldiirecek dozdadir.
Bundan dolayr UV’ye maruz kalan kisimda iireme olmaz. Plastik kapakla
kapatilan kisimda normal iireme gozlenmistir (Sekil 2.3.a., Sekil 2.3.b). Bu sonug

bize kullanilacak olan bakterilerin #vrB mutasyonu tasidigini gostermistir.
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Sekil 2.3.a. TA 98 susunda uvrB mutasyonu kontrolii

Sekil 2.3.b. TA 100 susunda uvrB mutasyonu kontrolii

2.2.3.3. Rfa Mutasyonu kontrolii

Bu mutasyon bakteri hiicre zarmin lipopolisakkarit  yapisinda
olusturulmustur ve hiicre zariin gecirgenligi arttirilmistir.

Varlig1 kristal viyole duyarlilik testi ile tespit edilmistir. Bu test icin
bakteri kiiltiiri Nutrient Broth’da bir gece biiyiitiilen 0,1 ml siv1 kiiltiir, 45 °C’ lik
su banyosunda 1sitilmis 2 ml top agar iizerine ilave edilip, Nutrient agar (NA)
plaklarina dokiilerek sekiz isareti hareketi yaptirilmistir. Donduktan sonra, plagin
ortasia 0,5 cm capl steril filtre kagidi diski yerlestirilip diskin ortasina % 0,1’lik
kristal viyole karistmindan 10 pl damlatilmistir. Kagit boyayr emdikten sonra
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plaklar 37 °C’ de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda diskin ¢evresinde
2,4 cm’ lik iireme olmayan zon gozlenmistir (Sekil 2.4.a., Sekil 2.4.b.). Boya
maddesi bakterilerin icine kolayca girip etkiledigi igin bakterilerin {iremeleri

engellenmis ve bakterilerin Rfa mutasyonu tasidigi gosterilmistir.

Sekil 2.4.b. TA 100 susunda Rfa mutasyon kontrolii

2.2.3.4. R faktor varhgmmin kontrolii

Test bakterilerinin igerdigi, R faktor tasiyan pKM101 plazmidlerinin
kaybolup kaybolmadiklari, ampisiline direncliliginin Olglilmesi ile tespit
edilmistir. Bu amagla biiyiitiillen NB i¢inde bakteri kiiltiirii, ( % 0,8 ampisilin/ 0,02
M NaOH) ampisilin igeren HBA plaklarina ¢izgi ekim yapilarak, 37 °C* de 24

saat inkiibasyonu sonunda plazmid igeren mutant bakterilerin ampisilinli ortamda
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bliytidiikleri goézlenmistir (Sekil 2.5.a., Sekil 2.5.b.). Yani bakteriler R faktor

plazmidini icermektedir.

Sekil 2.5.b. TA 100 susunda R faktor varliginin kontrolii

2.2.3.5. Sponton olarak geriye doniis sikhiginin kontrolii

Mutant bakteri suslarinin kendiliginden (spontan) his” durumundan his"
durumuna doniismesi belirli sinirlar1 i¢inde miimkiindiir. Bu smirlar TA 98 icin
20- 40 revartant/ plak; TA 100 igin 80- 100 revertant/ plaktir. Bu test i¢in 37 °C’
de NB’de biiyiitiilen gecelik kiiltiirden 0,1 ml alinip 45 °C’ de su banyosunda
isitilan 2 ml top agar iizerine ilave edilmistir. Daha sonra 0,2 ml 0,5 M
Histidin/Biyotin soliisyonu da eklenip test tiipli yavasca calkalanarak MGA
plaklarina yayilmig ve 37 °C’ de 48 saat inkiibe edilerek plaklarda iireyen
koloniler sayilmistir. (Sekil 2.6.a., Sekil 2.6.b.)
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Sekil 2.6.b. TA 100 susunda spontan olarak geriye doniis sikliginin kontrolii

2.2.4. Swvi kiiltiiriiniin mI’sindeki bakteri sayisinin belirlenmesi

Deneyde kullanilan gecelik kiiltiiriin ml’sin de bulunan bakteri sayisini
bulmak icin HBA plaklarindan bir koloni alinarak NB icinde siispanse edilmis ve
calkalamali inkiibatorde 37 °C” de bir gece inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda gecelik kiiltiiriin, 10", 102, 1073, 1010, 10°
olacak sekilde bir dizi seyreltmeleri hazirlanmistir. Bu seyreltmelerden NA
plaklarina 10 pl’lik miktarda damlatarak ekim yapilip 37 °C’ de 24 saat inkiibe
edildikten sonra plaklardaki koloniler sayilmis ve bakteri sivi1 kiiltiiriiniin ml’sinde
2,4x10° bakteri oldugu belirlenmistir. Ayrica bakteri kiiltiiriiniin optik dansitesi
650 nm dalga boyunda spektrafotometre ile Olgiiliip saf kiiltiiriin (10°) optik

dansitesi 0,165 olarak belirlenmistir.
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2.2.5. Test maddelerinin sitotoksik etkilerinin saptanmasi

Kullanilan test maddelerinin, test bakterileri i¢in oldiiriici dozunun
saptanmasi1 amaciyla top agara 0,1 ml bakteri kiiltlirii ve 0,1 ml test bilesiklerinin
degisik konsantrasyonlar1 (doz) test tiipiine eklenmistir. Tiipteki karisim NA
plaklarina dokiilerek plaklar 37 °C’ de 24 saat inkiibe edilmis, inkiibasyondan
sonra plaklardaki koloniler sayilmis ve kontrol plaklar: ile karsilastirilarak toksik
ve toksik olmayan dozlar belirlenmistir. Buna gore test bilesiginin 2500 pg/plak
ve 100 pg/plak dozunun toksik oldugu bulunmus ve 100 pg/plak, 10 pg/plak, 1
ug/plak, 0,1 pg/plak, 0,01 pg/plak olmak iizere 5 doz seviyesinde mutajenite

deneylerinin yapilmasina karar verilmistir.

2.2.6. Memeli karaciger mikrozomlarinin hazirlanmasi

Test maddelerinin metobolik {irlinlerinin mutajen olup olmadigini,
arastirmak i¢in kullanilmasi gereken mikrozom ekstresi wistar cinsi ratlar’ dan
hazirlanmistir. Bunun igin ratlara, 6ldiirtilmeden 5 giin 6nce 80 mg/ kg olacak
sekilde introperitonal olarak 3- metilkolantren enjekte edilerek mikrozmal enzim
artist uyarimstir [6].

Mikrozom izolasyonuna baslamadan Oonce kullanilan tiim malzemeler
steril edilmis ve 0- 2 °C’ de muhafaza edilmistir. Deneyde kullanilmak tizere 3-
Metilkolantren enjekte edilmis olan 200 gr agirhi§inda geng erkek ratlar 5 giinliik
siire sonunda boynu kirilarak (servical dislocation) Oldiiriilmistiir. Ratlar
diseksiyon masasinda ac¢ildiktan sonra karaciger zedelenmeden ¢ikarilmis ve net
agirhigi bulunmustur. 1 gr karacigere 1 ml olacak sekilde soguk 0,15 M KCI ile
karaciger yikandiktan sonra, 1 gr karacigere 3 ml olacak sekilde soguk 0,15 M
KCI eklenmigstir. Karaciger steril pens ve makas yardim ile kiigiik parcalara
ayrilarak “junge kunkel ultra turrax” marka homojenizator tiipiine alinip ayni
marka homojenizator ile 24000 rpm’de homojenize edilerek koyu pempe renk
goriilene kadar bu islem tekrar edilmistir. Homojenat, 9000 Xg’de 0- 2°C’de 10
dak. “Varifiige ZORF” marka santrifiijjde santrifiij edildikten sonra, siipernetant
kisim soguk steril ependorf tiiplere aktarilmistir. Kontaminasyonu dnlemek amaci

ile homojenat 0,25 um capl seliiloz filtreler ile filtre edilmistir. Sterilite kontroli
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icin mikrozomal fraksiyondan 0,1 ml alip NA ve HBA plaklarina yayma ekim
yapilarak plaklar 37 ° C* de 24 saat inkiibe edilmistir. Kullanilmak i¢in — 20 °C’
de saklanmustir.

S9 Karigimin Hazirlanmast:

S9 fraksiyonunda bulunan mikrozomal enzimlerin metobolik aktivasyon
reaksiyonlarini yiirlitebilmeleri i¢in gerekli kofaktorler S9” a eklendi. Bu nedenle
deneye basladi: 8 mM MgCI, + 33 mM KCI + 5 mM Glukoz-6-fosfat + 4 mM
sodyum fosfat (PH:7,4) + 0,1 M NADP + S9 (0,04 ml S9/1 ml S9 karigimi) ilave
edildi [6].

2.2.7. Ames mutajenite testinin yapilisi

Deneyin amaci, daha onceden biiylimesi i¢in histidin amino asidine
gereksinim duyan oksotrofik suslarin, kullandigimiz test maddeleri ile tekrar
histidin sentezleyebilir (prototrofik) hale doniismesi temeline dayanir. Deneyler
farkli zamanlarda iki bagimsiz deney seklinde S9’ lu ve S9° suz olarak 2 sathada,

her doz icin paralel 3 plak halinde yapilmstir.

2.2.7.1.89’ suz (-) deney

Bu amagla, ic¢lerine 0,2 ml histidin-biyotin ¢dzeltisi ilave edilmis 2’ ser
ml’lik top agar i¢eren deney tiipleri 45 °C’ lik su banyosunda 1sitip iglerine 0,1 ml
test maddesi ve 0,1 ml 12-16 saatlik bakteri kiiltiirii eklenmistir. Tiipler
calkalanacak 37 °C’ ye isitilmis MGA (Minimal Glukoz Agar) plaklarina
dokiilmiis, plaklara hizla 8 isareti yaptirilarak top agarin plak {izerine homojen
dagilmasi saglanmigtir. 15 dak. donmasi beklendikten sonra plaklar ters gevrilip
37 °C’ lik etiivde 48- 72 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
petrilerdeki koloniler sayilmistir. Deney her doz i¢in 3 ayr1 plak olmak iizere
hazirlanarak yapilmis, sonuglarin degerlendirilebilmesi icin deneylere paralel
olarak spontan kontrol, solvent kontrol (DMSO) ve pozitif (diagnostik) kontrol
olarak TA 98 susu i¢in 200 pg/ 100 pl 4-nitro-o-fenilendiamin, TA 100 susu i¢in 1
pug/ 100ul (NaN3) sodyum azid [6, 91, 60, 78, 97] kullanilmistir. Deney sonuglari
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standart hata ile birlikte ortalamalar1 alinarak c¢izelge 3.1. ve c¢izelge 3.3. e

kaydedilmistir.
2.2.7.2. S9’ lu (+) deney

S9’lu (+) deneyde, i¢inde 0,2 ml histidin biyotin ¢6zeltisi bulunan 2’ ser
ml’lik top gar tiipleri 45 °C’ de su banyosunda tutulur. Bu tiiplere 0,1 ml gecelik
bakteri, kiiltiirti, 0,1 ml test edilecek kimyasal madde ve buz i¢inde beklettigimiz
0,5 ml. % 10’luk S9 karisimi eklendi. Karisim vorteksle calkalanip donmamasi
i¢cin bekletilmeden MGA plaklarina dokiilmiis ve homojen dagilimi saglanmistir.
15 dak. plaklarin donmasi beklendikten sonra, plaklar ters gevrilerek 37 °C’ lik
etiivde 48-72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kolonilerin sayimi
yapild1 (Sekil 2..7) Ve standart hata ile birlikte ortalamalar1 alinarak ¢izelge 3.2.
ve c¢izelge 3.4.°e kaydedilmistir. Ayrica deneyde TA98 ve TA100’iin
kendiliginden geri doniis siklig1 (spontan mutasyon), solvent kontrol olan DMSO
ve pozitif kontrol olarak her iki sus i¢in 1g/100ul 2-Aminofluoren [6, 5, 40, 78,
91, 93- 96] deneye paralel olarak denenmis ve sonuglar1 cizelgelere

kaydedilmistir.

His~ —= His*
reversion lest

=)

oo 01

\ Arochlor

%

-

Induction

His~ —= His*
reversion test

Ames test

Mix and plate

Sekil 2.7. Ames testinin yapilisi
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2.2.7.3.Sonug¢larin Degerlendirilmesi

Bu calismada sekiz ayr1 perimidin tiirevinin mutajenik aktivitesi
Salmonella typhimurium’ un TA 98 ve TA 100 mutant suslart ile arastirilmistir.
Her doz, 3 paralel plak ile ayn1 anda test edilmistir ve farkli zamanlarda iki
bagimsiz deney yapilmistir. Ayrica, test bilesenlerinin etkilerinin memelilerin
metabolik aktivasyonlar1 sonucunda degisip degismedigini belirlemek amaciyla
S9 fraksiyonu varliginda da deney aynen tekrarlanmistir. Sonuclar, standart
hatalar1 ile birlikte ortalamalari, alinarak istatistiksel agidan Student-t testi ile
degerlendirilmistir.

Bu amacgla Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi istatistik Boliimiinde
alinan “SPSS-WINDOWS” paket programi kullamlmistir. TA98 icin olan deney
sonuglar1 Cizelge 3.1. ve 3.2.’de, TA 100 i¢in olan deney sonuglar1 ise Cizelge
3.3. ve 3.4.°de verilmistir. Cizelgelerde, test maddelerinin her doz igin revertant
koloni sayilarinin ortalamalar1 “ortalama + stn hata” seklinde gdsterilmistir. Her
deneye paralel olarak spontan revertant kontrol, solvent kontrol (DMSO kontrolii)
ve pozitif kontroller yapilmistir ve sonuglart ¢izelge 3.1., 3.2. ve 3.3., 3.4.’de ayn1

sekilde gosterilmistir.
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3.BULGULAR

3.1. Perimidin Tiirevlerinin Mutajenik Aktivitesinin Ames Testi ile

Ol¢iilmesi

Materyal ve metod boliimiinde aciklandigr gibi, perimidin’in 8
tiirevinin mutajenik aktivitesi, s6z konusu test maddelerinin 5 ayr1 dozu ile
test edildi. Her doz i¢in 3 ayr plaga ekim yapildigindan degerler bunlarin
ortalamast olarak verildi. Deney sonuglart deney sonuglart TA 98 igin
cizelge 3.1. ve 3.2.” de, TA 100 igin ¢izelge 3.3. ve 3.4.’de verilmistir.

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

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

Test bakterilerimizin (S.typhimurium’un TA 98 ve TA 100 suslar)
kimyasal test maddelerimizle verdigi doz cevap egrileri ise; TA 98 ve TA
100 i¢in S 9’ suz deney sonuglar1 sekil 3.1. ’de, S 9’ lu deney sonuglari
sekil 3.2.” de yeralmaktadir.
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Cizelge 3.1. TA 98 susu kullanilarak metabolik aktivasyon olmadan (S 9’suz) elde edilen sonuglar

DOZILAR REYV /plak P DEGERI
1. MADDE 100 19+25 0,48
Perimidin 10 19+£4,0 0,63
1 19+£35 0,67
0,1 21+25 0,20
0,01 18+2,0 0,70
2. MADDE 100 21+£3,0 0,22
2. Metil perimidin 10 22+3,0 0,15
1 30£8,0 0,07
0,1 17+5,5 0,87
0,01 30+10, 6 0,11
3. MADDE 100 32+9,0 0,06
3- Fenil perimidin 10 32+£5,6 0,02 *
1 25+6,2 0,14
0,1 23+£5,5 0,19
0,01 25+6,1 0,12
4. MADDE 100 22+25 0,17
2-(2-hidroksi fenil) 10 20+£3,0 0,39
1 7£2,6 0,01*
0,1 35£11,5 0,07
0,01 23+4,1 0,17
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5. MADDE 100 29+4)7 0,03*

2-(4-hidroksifenil) perimidin 10 23£13,2 0,53
1 17+£7,0 0,89
0,1 30£5,5 0,03*
0,01 19+11,5 0,85
6. MADDE 100 26+4,0 0,06
2-(3-nitrofenil) perimidin 10 18+£1,1 0,89
1 7+£2,6 0,01*
0,1 24+ 1,7 0,05*
0,01 16+5,2 0,74
7. MADDE 100 20+£6,0 0,60
2-(4-klorofenil) perimidin 10 15+£3,0 0,51
1 30+8,0 0,07
0,1 21+ 2,6 0,24
0,01 27+ 14,9 0,32
8. MADDE 100 17+£3,0 1,00
2-(3,4metilendioksifenil) 10 22+95 0,47
perimidin 1 17+£1,1 0,78
0,1 27+ 12,6 0,26
0,01 28+4,0 0,02*

Negatif Kontrol (DMSO kontrol) : 17.3 £+ 3.7
Pozitif Kontrol: TA 98 NPD (20 pg/petri) 1127 £ 114.3

* jsareti standart sapmasi p< 0.05 olan mutajenleri simgelemektedir.
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Cizelge 3.2. TA 98 susu kullanilarak metabolik aktivasyon varliginda (S 9’lu) elde edilen sonuglar

DOZILAR REYV /plak P DEGERI
1. MADDE 100 24+7.8 0,82
Perimidin 10 27+3,0 0,69
1 28+ 6,6 0,59
0,1 31£4,0 0,27
0,01 23+ 3,5 0,64
2. MADDE 100 20+5,0 0,30
2- Metil perimidin 10 29 £ 14,0 0,72
1 22+3,0 0,44
0,1 19+ 7,2 0,33
0,01 33+6,4 0,22
3. MADDE 100 26 +£10,0 0,89
3- Fenil perimidin 10 33+£7,5 0,24
1 17+£5,1 0.14
0,1 30+4,5 0,31
0,01 30 +4,7 0,38
4. MADDE 100 28+72 0,65
2-(2-hidroksi fenil) perimidin 10 21+£3,6 0,35
1 19 £ 8,0 0,31
0,1 34445 0,12
0,01 27 +2.5 0,74
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5. MADDE 100 59+ 1,1 0,00%

2-(4-hidroksifenil) perimidin 10 30+ 1,0 0,26
1 23+1,5 0,50
0,1 22+1,0 0,40
0,01 29+3,0 0,36
6. MADDE 100 22+2,0 0,46
2-(3-nitrofenil) perimidin 10 20+ 1,1 0,19
1 14+23 0,04*
0,1 17+25 0,10
0,01 13+2,6 0,03*
7. MADDE 100 23+ 1,5 0,61
2-(4-klorofenil) perimidin 10 20+ 1,0 0,21
1 15+5,1 0,08
0,1 12+3,5 0,03*
0,01 12+3,0 0,02*
8. MADDE 100 12+2,6 0,02%*
2-(3,4-metilendioksifenil) perimidin 10 22+£2,0 0,38
1 12+3,0 0,02*
0,1 34£5.2 0,13
0,01 23+40 0,60

Negatif Kontrol (DMSO kontrol) : 25 + 6,1
P ozitif Kontrol: TA 98 2AF (10ug/ petri) 937 £ 53,6

* isareti standart sapmasi p< 0.05 olan mutajenleri simgelemektedir
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Cizelge 3.3. TA 100 susu kullanilarak metabolik aktivasyon olmadan (S 9’ suz) elde edilen

sonuglar
DOZLAR REYV /plak P DEGERI
1. MADDE 100 133 £32,8 0,31
Perimidin 10 84 +3.,0 0,13
1 79+3,0 0,08
0,1 88+ 13,5 0,26
0,01 70+ 9,6 0,52
2. MADDE 100 104 £4,7 0,82
2- Metil perimidin 10 92+3,0 0,30
1 77+3.,5 0,07
0,1 72+1,5 0,10
0,01 76 £ 6,5 0,07
3. MADDE 100 105 £ 3,6 0,89
3-Fenil perimidin 10 75+5,5 0,06
1 70 £ 6,6 0,04*
0,1 85+24,5 0,30
0,01 85+4,5 0,14
4. MADDE 100 106 £23,0 0,98
2- (2-hidroksifenil) perimidin 10 97£2,5 0,51
1 101 £7,02 0,69
0,1 73+£1,5 0,10
0,01 85t4,5 0,17
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5. MADDE 100 112 + 8,1 0,70

2-(4-hidroksifenil) perimidin 10 111 +13,8 0,76
1 106 £9,6 0,96
0,1 91 +£12,0 0,33
0,01 105 £ 15 0,91
6. MADDE 100 89 + 15,8 0,30
2-(3-nitrofenil) perimidin 10 97+17,5 0,50
1 63 +4,5 0,02*
0,1 97+5,0 0,47
0,01 91 + 14,8 0,36
7. MADDE 100 91+2,5 0,31
2-(4-klorofenil) perimidin 10 98 £214,0 0,66
1 101 £2,6 0,68
0,1 117+£1,5 0,45
0,01 84+ 13,3 0,18
8. MADDE 100 100 £ 4,5 0,63
2-(3,4-metilendioksifenil) perimidin 10 105+2,0 0,88
1 77 £ 10,5 0,09
0,1 122+ 1,5 0,32
0,01 103+5,5 0,76

Negatif Kontrol (DMSO kontrol) : 107 £ 20,8
Pozitif Kontrol: TA 100 AZS (1,5 pg/ petri) 1127 £ 114,3

* jsareti standart sapmasi p<0.05 olan mutajenleri simgelemektedir.
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Cizelge 3.4. TA 100 susu kullanilarak metabolik aktivasyon varliginda (S 9’lu) elde edilen

sonuglar

DOZLAR  REV /plak P DEGERI
1. MADDE 100 159 £ 39,4 0,11
Perimidin 10 196 +156,2 0,42
1 144 £ 74,8 0,44
0,1 118 £ 28,0 0,58
0,01 224 £ 1579 0,32
2. MADDE 100 118 £5,5 0,40
2- Metil perimidin 10 129 £ 10,0 0,16
1 129 £ 11,5 0,18
0,1 125+ 10,0 0,23
0,01 98 £ 20,0 0,68
3. MADDE 100 106 £ 1,5 0,96
3- Fenil perimidin 10 133+1,5 0,10
1 75+£1,5 0,07
0,1 92 +21,8 0,49

0,01 61 £10,5 0,03*
4. MADDE 100 93+ 11,1 0,42
2- (2-hidroksifenil) perimidin 10 95+1,5 0,44
1 82+2,6 0,14
0,1 119 £ 34,5 0,59

0,01 60+8,3 0,03*
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5. MADDE 100 78 6,5 0,10

2-(4-hidroksifenil) perimidin 10 98 £13,0 0,61
1 111+£19,2 0,75
0,1 64£9,0 0,04*
0,01 72+7,0 0,06
6. MADDE 100 128 £ 25,5 0,32
2-(3-nitrofenil) perimidin 10 103 + 20,1 0,87
1 127 +£2,6 0,17
0,1 144 £ 30,8 0,15
0,01 84 +19,8 0,27
7. MADDE 100 119+323 0,59
2-(4-klorofenil) perimidin 10 87 £16,0 0,30
1 105 + 38,6 0,98
0,1 95+17,6 0,56
0,01 90+ 79 0,31
8. MADDE 100 64 + 6,6 0,03*
2-(3,4-metilendioksifenil) perimidin 10 63 £ 21,6 0,07
1 79+7,5 0,12
0,1 69 +£4,0 0,04*
0,01 6317,5 0,03*

Negatif Kontrol (DMSO kontrol): 105,6 + 22,1
Pozitif Kontrol: TA 100 2 AF (10 pg/ petri) 822 £ 36, 9

* isareti standart sapmasi p< 0.05 olan mutajenleri simgelemektedir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada sekiz ayri Perimidin tlirevinin mutajenik aktiviteleri
Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 mutant suslar1 kullanilarak Ames/
Salmonella / Mikrozom testiyle arastirildi. Deneyler her madde i¢in 100 pg/ plak,
10 pg/ plak, 1 pg/ plak, 0.1 pg/ plak ve 0.01 pg/ plak olmak iizere bes dozda
yapildi. 100 pg / plak iizerindeki dozlar bakteriler igin toksik etki gosterdiginden
kullanilmamstir.  Sonuglar, bulgular kisminda ¢izelge ve grafikler halinde
verilmistir. Pozitif mutajen olarak S9° suz deneyde TA 98 ig¢in 4-
nitrofenilendiamin, TA 100 i¢in sodyum azid, S9’ lu deneyde ise her iki sus i¢in
de 2- Aminoflourene kullanildi. Cizelge 2.1.” de gorildigi gibi test edilen
bilesiklere sira numarasi verilmistir. Tezin bundan sonra kisminda perimidin
tiirevlerinin agik kimyasal isimleri yerine ¢izelgede verilen sira numaralar
kullanilacaktir.

Bu calismamizda CRF reseptorii (kortikotropin serbest birakma
reseptorli) tizerinde etkili olan sentezlenmis yeni perimidin bilesiklerinin
aktiviteleri Ames/ Salmonella/ Mikrozom testi yoluyla arastirilmistir. Perimidin
ayrica antitiimor, sitotoksik ve anorektik aktivitelerine bagli olarak énemlidir ve
ilag imalatinda kullanilmalar1 diistinlilmektedir. Bu nedenle, bilesiklerin
mutajenite tespitleri, bu ham materyalin kullanimindan 6nce 6nemli bir asamadir.

Genel bir tarzda maddeler toksik etkili olarak bulunmuslardir. Bu
nedenle mutajeniteleri toksisiteleri yoluyla maskenebilir. Perimidin bilesiginin
genel yapisinda aromatik halkalar bulunur.

1. ve 2. Madde TA 98 ve TA 100’ de metabolik aktivasyonun olmasi ve
olmamasi durumlarinda mutajenik degildir. Ancak S9° un yoklugunda bu
maddeler TA 100’ de toksik etkiler gostermislerdir.

3. maddenin TA 98’ de S9’ un yoklugunda 10 pg/ plak dozunda standart
sapma degeri 0.02, TA 100’de ise metabolik aktivasyon varliginda 0.01 pg/ plak
dozunda da standart sapma degeri 0.04 elde edilmistir. P degeri p< 0.05° den

kiigiik oldugu i¢in 3. Maddenin bu dozlar1 anlamli sonu¢ vermistir yani mutajen
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bulunmustur. TA 98 de S9° un yoklugunda c¢er¢eve kaymasi (frame- shift)
mutasyonuna, TA 100’ de ise S9 varliginda ve de yoklugunda baz ¢ifti degisimi
(base-pair) mutasyonuna neden olmustur.

Bir -OH grubu ile aromatik halkaya sahip olan 4. Madde S9’ un
varliginda ve yoklugunda toksiktir. TA 98 de S9’ un yoklugunda 1 pg/ plak
dozunda standart sapma degeri 0.01, TA 100’ de ise S9’un varliginda 0.01 pg/
plak dozunda standart sapma degeri 0,03 elde edilmistir. 4. maddenin bu
dozlarinin standart sapma degeri p< 0.05’ den kiiciik oldugu i¢in mutajen
bulunmustur.

Aromatik R grubunda bir -OH grubu bulunan 5. Madde ise TA 98 de
S9’ un yoklugunda 100 pg/ plak ve 0.1 pg/ plak dozunda standart sapma degeri
0.03, S9’un varliginda 100 pg/ plak dozunda standart sapma degeri 0.00
bulunmustur. TA 100°de 0.1 pg/plak dozunda standart sapma degeri 0.04
bulunmustur. P degeri p< 0.05° den kii¢iik oldugu i¢in bu dozlarda anlamli yani
mutajendir.

Aromatik R grubunda -NO; bulunan 6. Madde S9’ un yoklugunda TA
100 i¢in toksiktir. TA 98 i¢in ise S9° un varhiginda toksik bulunmustur.
Sonuclarimiza gore, TA 98’ de S9’ un yoklugunda 1 pg/ plak dozunda standart
sapma degeri 0.01, 0.1 pg/ plak dozunda 0.05’ dir. S9’ un varliginda ise 1 pg/
plak dozunda standart sapma degeri 0.04, 0.1 ug/ plak dozunda 0,03 bulunmustur.
TA 100’ de S9’ un yoklugunda standart sapma degeri 0,02°dir. P degeri p< 0,05
oldugundan bu dozlarda 6. madde mutajen bulunmustur.

7. Madde S9 varliginda her iki sus i¢in de toksik bulunmustur. TA 100
icin mutajen degildir. Sadece TA 98” de S9’ un varliginda 0.1 pg/ plak dozunda p
degeri 0.03, 0.01 pg/ plak dozunda ise 0.02 bulunmustur. Bu nedenle TA 98’ in b
bu dozlarinda p< 0,05 oldugu i¢in mutajendir.

8. Madde de TA 100’ deki bir dozu i¢in revertantlarin sayisinda, S9
yoklugunda 6nemli bir fark vardir. Maddenin toksiklik durumu TA 100° de S9
varliginda gorilmiisiitr. TA 98’de S9’ un yoklugunda 0.01 pg/plak dozunda
standart sapma degeri 0.02, S9 varliginda ise 100 pg/ plak ve 0.1 pg/ plak
dozunda da 0.02 bulunmustur. TA 100° de S9’ un varliginda p degeri 100png/ plak
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ve 0,01 pg/ plak dozlarinda 0.03, 0.1 pg/ plak dozunda ise 0,04 bulunmustur. Bu
maddenin bu dozlarm da p< 0,05 oldugu i¢in sonuglar anlamlidir yani
mutajendir.

Kullandigimiz test maddelerinin sitotoksik etkilerinin MTT metoduyla
incelendigi bir caligmada; 1. ve 2. maddenin yiiksek miktarda toksisite gosterdigi,
3., 4. ve 5. maddelerin az oranda toksik bulundugu ve substituent bakimindan
benzerlik gosteren bu ii¢ bilesigin toksik etkilerinin hidroksil grubuna ve bu
grubun fenil yapisi lizerindeki pozisyonuna bagli olarak degistigi sdylenmistir. 6.
madde de yiiksek oranda sitotoksik etki gosterdigi ve bu etki maddenin tasidigi
nitro grubuna baglanmistir. 7. maddenin toksisitesi ise klor iyonuna bagli olarak
degistigi savunulmaktadir. 8. maddenin de yiiksek toksisite gdsterdigi
vurgulanmistir ve ayrica bu g¢alismada 4. ve 8. maddenin toksisiteleri MTT
yontemiyle saptandiktan sonra, maddelerin antikanser etkileri kolorimetrik
immunotest yontemiyle de arastirilmistir. Bunun sonucunda 4. maddenin kanserli
hiicrelerin DNA sentezini baskilayici (inhibisyon) [109,110] etkiye sahip oldugu
bulunmus, 7. maddenin ise normal hiicrelerde de inhibisyona neden oldugundan
kanserli hiicrelere spesifik bir etkiye sahip oldugu sdylenememistir [113].

Sonuglarimiz  bu arastirmayla benzerlik gostermektedir. Biitiin
maddelerimiz toksik etkili bulunmustur. 1. ve 2. madde mutajen degildir.
Ozellikle 2. madde de bulunan metil grubu bilinen bir mekanizmayla alkilleyici
ajan olarak DNA’y1 etkileme yoluna gidebilmektedir. Metil grubu, halkay1
etkinlestirici ve orto- para konumundaki halkaya diger molekiilleri baglayici rol
oynar. Metil grubu daha ¢ok hidrofobik karakterde oldugundan etkilesmede de bu
yonde gorev yapar [129,130,134]. Bu nedenle bu maddelerin mutajenitelerinin
toksisiteleri yoluyla maskelendigi diisiiniilmektedir.

Substituent bakimindan benzerlik gdsteren 3., 4. ve 5. maddelerin
mutajenligini yapilarinda bulunan fenil gruplarma baglayabiliriz. Cilinkii fenil
gruplarinin zay1f mutajenik potansiyele sahip oldugu bilinmektedir [131].

Aromatik R grubunda - NO; bulunan 6. maddenin mutajenligi ise tasidigt
- NO; grubuna baglanmaktadir. Hrelia ve arkadaslar1 1998°de [103] nitro grubu
tagiyan bilesiklerin mutajenik aktivitelerini agiklamiglardir. NO, grubu (nitro)

elektron ¢eken bir gruptur ve rahatlikla elektron baglayan 6zelligi ile kimyasal
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olarak aktiftir [132]. Schuetzhe ve arkadaslar1 [133] tarafindan 1985’de yapilan
bir caligmada da, poliaromatik hidrokarbonlara bagli hidroksi nitro gruplarinin
mutajenik aktivitesi Ames testi ile gosterilmistir. Biz de bu bulgular 15181nda -NO;
tastyan 6. maddenin ve hidroksi tasiyan 4. ve 5. maddenin mutajenik aktivitesini
bu gruplara baglayabiliriz.

Ames testi bircok kimyasalin mutajenik aktivitesinin tespitinde
kullanilmaktadir. Ornegin; yapilan bir c¢alismada, ilag 6n maddesi olarak
sentezlenmis olan on farkli 9- aril substitue fenantren tiirevi Ames testi
kullanilarak Salmonella typhimurim TA 98 ve TA 100 suslari yardimi ile
mutajenik potansiyelleri agisindan test edilmis ve 9- (5-nitro-1H -benzimidozal-2-
il) fenanatren bilesigi mutajenik bulunmustur [114]

Kimyasallarla yapilan diger bir calismada ilag ham maddesi olarak
kullanilmas1 amaclanan 2, 4, 5 tri- fenil imidazol ve dokuz tiirevinin Ames testi
kullanilarak TA 98 ve TA 100 suslar1 yardimiyla mutajenik aktiviteleri tespit
edilmistir. Test bilesenleri TA 98 susunda daha anlamli sonu¢lar vermis, buna
gore bilesenlerinin ¢er¢eve kaymasi seklinde direkt mutajenik etkili oldugu
saptanmustir [115].

Yine Brezilya’ da yaygin olarak kullanilan ilaglarin (Sambacus australis,
Bauhnea forficata ve Mimosa bimucromata) sulu oziitleri yardimiyla Ames
testiyle mutajenik aktiviteleri incelenmistir. Oziitlerin metabolizasyondan sonra
cerceve kaymasi mutajenitesi gosterdigi saptanmistir. M. bimucromata, TA 100
susunda pozitif sonuglar vermistir. B. forficata, metabolizasyondan sonra TA 102
susunda mutajenik aktivite gdstermistir. Oziitlerde tanin ve flavanoidlerin
bulunusunun pozitif mutajenik aktivite ile iligkili olabilecegi diislinlilmiistiir
[116].

Ames test sistemi, kimyasal maddeler disinda hava, su, toprak
kirlenmesine sebep olan karmasik maddelerin mutajenitelerini arastirmak icin de
kullanilmaktadir. Bir ¢alismada; Eskisehir Porsuk Nehri’ nin degisik 6rnekleme
istasyonlarindan alinan su 6rnekleri Ames test sistemi ile TA 98 ve TA100 suslari
kullanilarak mutajenligi test edilmistir. Su Ornekleri nonkonsantre olarak test
edilmesinin yani sira XAD- 4 ve XAD- 16 kolonlar1 kullanilarak ekstre edilmistir.
XAD-4 ekstelerinde TA 98 susunda iki istasyonda mutajenite saptanmistir [117].
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Italya’da da yapilan benzer bir ¢alismada ise Po Nehri boyunca kirlenmis
kisimlardaki mutajenite ve genotoksisite Ames test ve biyomarker olarak

kullanilan baliklar ile arastirilmigtir [118].

(Cek Cumhuriyeti’ nde ise, kentsel alanlarda havada bulunan kirleticilerin
genotoksisiteleri Ames testi ile ortaya konmustur [119]. Almanya’da yapilan bir
caligmada ise toprak mutajenlerinin ayn1 zamanda havada bulunan mutajenler

oldugu belirlenmistir [120].

Bunlarin disinda baz1  hastaliklarda Ornegin, insanlarda gastrik
hastaliklarda, gastrik sivilarin mutajenik ve klastojenik aktivitesi Ames test
kullanilarak belirlenmistir [121]. Yiyecek maddelerin de de bulunan mutajenik
maddelerin arastirilmasi  yine Ames testi ile yapilmaktadir. Pigirilmis
hamburgerde olusan maddelerin mutajenitesinin arastirildigr ¢alisma Ames
testiyle yapilmigtir [122].

Tip, eczacilik ve kozmetik alanlarinda gelistirilen kimyasal maddelerin
her hangi bir ila¢ yapiminda kullanilmadan 6nce mutlaka mutajenik 6zelliklerinin
bilinmesi gerekmektedir. Diinya Saglk Orgiiti (WHO) bunu zorunlu kilmistir
[4,123]. Bu amagla bir ¢ok kurulus, cesitli kimyasallari, farkl test yontemleriyle
test etmektedir [7, 1, 111, 112, 123].

Insan saghg ile ilgili olarak gelistirilmis kimyasallarin mutajenik
etkilerinin sadece tek bir test yontemiyle test edilmesi yeterli olmamaktadir.
Ciinkii farkli test yontemleri ya da farkli organizmalar kullanilarak yapilan testler
farkli sonuclar verebilmektedir [71, 124].

Yaptigimiz ¢alisma bu maddelerin mutajenitesi i¢in bir sonug tespit

etmede yeterli degilse de, devam eden deneyler i¢in ilk basamaktir.
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