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BAZI 9-SUBSTITUE FENANTREN TUREVLERININ MUTAJENIK
AKTIVITELERININ AMES / SALMONELLA / MIKROZOM TESTI ILE
ARASTIRILMASI

Mehtap KUTLU ', Esin OZTAS ', G6zde AYDOGAN ', ilhan ISIKDAG?,
Yusuf OZKAY *

0z

Bu caligmada, ila¢ 6n maddesi olarak sentezlenmis olan ii¢ farkli 9-Siibstitiiye fenantren tiirevi,
Ames test yontemi kullanilarak, Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslar1 yardimi ile muta-
jenik potansiyelleri agisindan test edilmistir. Bunun igin, her iki sus, mikrozomal enzimler igeren me-
tabolik aktivasyon (S9) varliginda ve yoklugunda, her bir test maddesinin bes ayr1 dozu ile iki bagim-
siz deneyle arastirilmistir. Metabolik aktivasyon yoklugunda, sentezlenen bilesiklerden yalnizca bir
tanesi ¢erceve kaymasi mutasyonlarina neden olurken, ikisinin baz ¢ifti degisimi mutasyonlarini
indiikledigi belirlenmistir. Metabolik aktivasyonlu ortamda ise iki madde TA 98 susu i¢cin mutajen
ozellik gosterirken, baz ¢ifti degisimi mutasyonu hi¢bir madde igin tespit edilmemistir. Test edilen
bilesiklerin her birinin, S9 varliginda veya yoklugunda, en az bir sus i¢cin mutajenik 6zellikte oldugu
tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler : Ames test, Fenantren tiirevleri, Mutajenite.

AN INVESTIGATION OF MUTAGENIC ACTIVITIES OF SOME 9- SUBSTITUED-
PHENANTHRENE DERIVATIVES WITH AMES / SALMONELLA / MICROSOME
TEST

ABSTRACT

In this study, three different 9-Substituted phenantrene derivatives that were synthesized to be
used as basic matter for drugs were tested for their mutagenic potency in strains TA 98 and TA 100 of
Salmonella typhimurium by using Ames test. Therefore, both strains were tested in the absence or
presence of S9 metabolic activation, for five different doses of each test substances in two paralel in-
dependent experiments. In the absence of metabolic activation, while only one of the compounds were
causing frame-shift mutations, two of them were determined to induce base pair substitution muta-
tions. In the presence of metabolic activation, while two of the compounds were mutagenic for TA 98,
base pair substitution mutations were not detected for any of the substances. Each of the compounds
tested were found to be mutagenic for at least one strain in the presence or absence of S9.

Keywords: Ames test, Phenanthrene derivatives, Mutagenecity.
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1. GIRiS

Kimyasal maddelerin bir¢ogu, canlilarin ka-
litsal bilgisinde degisikliklere yol acan, genotok-
sik ve karsinojenik etkilere sahip olan maddel-
erdir. Genellikle, dogrudan veya metabolize
edildikten sonra karsinojenik etki gosteren bu
kimyasal maddeler, ayn1 zamanda mutajenik
olarak da kabul edilmektedirler. Ancak, tiim mu-
tajenik maddelerin, karsinojen etki gostermedik-
leri de bilinmektedir. Ornegin, sodyum nitrit,
cok etkili bir mutajen olmasina ragmen, kansere
neden oldugu heniiz ispat edilememistir. Bunun
nedeni, mutasyonun kalitsal materyali dogrudan
etkilemesi, kanserin ise, ¢ok asamali biyolojik
olaylar sonucu olugmasidir. Bu nedenle, kimy-
asal maddelerin mutajenler ve karsinojenler diye
iki ayr1 grupta incelemesi yerine, ‘‘mutajen /
karsinojen’’ler olarak tek bir grupta incelemesi
daha uygun olacaktir (Levin ve Ames, 1986;
Lawley, 1989; Hansch, 1991; Anders ve Dekont,
1994).

Kimyasal karsinojenlerin, genetik materyal
iizerindeki etkileri yapilarindan dolay1 farklh
diizeyde olabilir. Ornegin, primer karsinojen
olarak bilinen kimyasal maddeler, molekiil yapi-
lar itibari ile, kimyasal ve biyolojik olarak aktif
bilesiklerdir. Bu maddeler, ¢ok cabuk serbest
degisken (free radical) haline doniisebilirler ve
hiicresel makro-molekiillerle (DNA, RNA ve
protein) dogrudan tepkimeye girerek, onlarin
yapilarinda degisiklige neden olabilirler (Law-
ley, 1989; Hansch, 1991).

Sekonder karsinojen diyebilecegimiz grup
ise, daha genis bir yelpazeye sahiptir. Bu
maddeler, kimyasal ve biyolojik acidan aktif
degildir. Ancak, ¢ok cabuk primer hale doniip,
aktiflesebilirler. Bunu, ya kendiliginden veya
kimyasal yollarla hidrolize olarak yaparlar ya da
0zgiil metabolik aktivasyonlar sonucu gergek-
lestirirler.  Bu  ylizden,  ‘‘pro-karsinojen
maddeler’” olarak da bilinirler (Vrijsen vd.
1990; Debnath vd. 1991; Watanabe vd. 1997,
Gu vd. 2002). Son grup karsinojenler; kendileri
karsinojenik etkiye sahip olmayan, ancak primer
ve sekonder karsinojenlerin etkilerini arttirabilen
maddelerdir. Bu ylizden, ‘‘ko-karsinojen
maddeler’’olarak da bilinirler (Anders ve De-
kont, 1994; Arin¢ ve Sen, 1994; Gatt vd. 1994,
Smith 1996).

Diinya Saglik Teskilati (WHO) raporlarina
gore, kansere bagl oliimler her yil milyonlar
bulmaktadir. Bunun nedenlerinden biri, mutajen
ve karsinojenlerle dolu bir ¢evrede yasiyor ol-
mamizdir. Bu konuyla ilgili diger carpici agik-
lamalar, Uluslararas1 Kanser Arastirma Kuru-
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lusunca (IARC) da yapilmaktadir. Kimyasal
maddeler, dogal olabilecekleri gibi, metabolik
olaylar ile de olusabilir veya laboratuvar or-
taminda sentezlenebilir. Bugiin birgok ilag 6n
maddesi, hastaliklarin  tedavisi amaglanarak,
sentezlenmektedir. Ornegin, malaria hastaligimin
tedavisinde fenantren diazo-analoglarinin kul-
lanildig1 bilinmektedir. Bu grupta yer alabilecek
fenantren yapisi tagiyan yeni kimyasal maddel-
erin sentezlenme sebebi ise, malaria hastaliginin
tedavisinde ¢ok yogun olarak kullanilan antima-
larial ilaclarin artik yetersiz kalmasi, yani
hastaliga neden olan canlinin bu ilaglara diren-
clilik kazanmasidir (Vrijsen vd. 1990). Ancak,
tip, eczacilik ve kozmetik alanlarinda gelistirilen
kimyasal maddelerin herhangi bir ilag yapi-
minda kullanilmadan 6nce mutlaka mutajenik
ozelliklerinin bilinmesi gerekmektedir. Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) bunu zorunlu kilmstir.
Bu amagla bir ¢ok kurulus, cesitli kimyasallari,
farkli test yontemleriyle test etmektedir (Deb-
nath vd. 1991; Lumbley vd. 1992; Vijayalaxami
ve Vetice 1992; Cariello ve Piegorsch 1996).

Yukarida anlatilan nedenlerle, bu calis-
mada, malaria hastalifinin tedavisine yoOnelik
sentezlenmis ilag adayi li¢ farkli fenantren tiirevi
bilesik, Ames/Salmonella/Mikrozom test
yontemi ile genotoksisiteleri agisindan deger-
lendirilmisgtir.

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Fenantren Tiirevlerinin Hazirlanmasi

Bu calisma kapsaminda mutajeniteleri
incelenen 1 ve 3 numarali fenantren bilesikleri,
aromatik aldehitlerin 1,2-dion bilesikleri ile
amonyum asetatli ortamda vermis olduklar
halka kapanmasi tepkime prensibine gore, 2
numarali fenantren grubu bilesik ise aromatik
aldehitlerin o-aminotiyofenol ile sodyumbisiilfit
varliginda gerceklestirdigi halka kapanmasi tep-
kime prensibine gore sentezlenmistir (Ridley vd.
1965; Meri¢ vd. 2002). Elde edilen bilesiklerin
{apllarl IR, NMR ve Kiitle spektrumlari alinarak

anitlanmigtir. Sentezlenen bilesiklere ait spek-

troskopik analiz sonuclari ve erime noktalar
Tablo 1°de kimyasal formiiller ise Sekil 1°de
gosterilmistir.

2.2 Ames / Salmonella / Mikrozom Testi

2.2.1 Test suslari

Bu calismada kullanilan, Salmonella typhi-
murium test bakterisinin TA 98 ve TA 100
suslar1 Dr. Bruce AMES (Kaliforniya Univer-
sitesi, Berkley, CA, USA) tarafindan saglan-
mistir.



Anadolu University Journal of Science and Technology - C 1 (1) 85

Life Sciences and Biotechnology

Tablo 1. Sentezlenen bilesiklere ait spektroskopik analiz sonuglari ve erime noktalari

Bilesik Erime IR NMR Kiitle
No Noktas1 (°C) (KBr, v em™) (400 MHz, DMSO-dy) (Es, M+1)
1 324 3486 (N-H), 1622-1394 | 10.62 (s, H, N-H), 8.12- 457.6
(C=Nve C=C) 7.94 (m, 9H, fenantren),
7.52-7.48 (d, 4H, fenil),
6.97-7.02 (d, 4H, fenil),
3.86 (s, 6H, OCH;)
2 296 1628-1389 (C=N ve 8.14-7.82 (m, 13H, 3123
C=C) fenantren ve benzotiyazol)
3 369 3481 (N-H), 1623-1395 | 10.94 (s, H, N-H), 8.22- 395.4
(C=Nve C=C) 8.04 (m, 17H, fenantren),
OMe
N
A | /
E S
1 OMe 2

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

N

4
N
H

3

9-[Benzotiyazol-2-il]fenantren

9-[1H-Fenantro(9,10-d)imidazol-2-il]fenantren

Sekil 1. Mutajeniteleri incelenmek {izere sentezlenen fenantren tiirevlerinin kimyasal yapilar

Bu suslardan TA 98 susu cerceve kaymasi, TA
100 susu ise baz cifti degisimi mutasyonlarin
olusturan kimyasal ajanlara karst hassasiyet
gostermektedir. Salmonella typhimurium TA 98
ve TA 100 test suslar1 diizenli olarak, histidin
ihtiyaci, kristal viyole hassasiyeti, ampisiline
direclilik, UV hassasiyeti ve spontan geri doniis
oranlar1 icin Maron ve Ames (1983) yontemine
uygun olarak kontrol edilmistir.

2.2.2 Sivi Kiiltiirlerin Mililitresindeki
Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

Deneylerde kullanilan gecelik kiiltiiriin
mililitresinde bulunan bakteri sayisini belirle-
mek amaciyla; bakteriler niitrient broth besiyeri
icerisinde  siispanse  edilerek  calkalamali
inkiibatérde 37 °C” de 1 gece siire ile inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda, ayni besiyeri
kullanilarak gecelik kiiltiiriin 107, 102 1073, 107
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4 107ve 10° ik seyreltmeleri hazirlanmis, bu
seyreltmelerden niitrient agar (NA) plaklarina
10ul” lik  miktarlarda damlatma  ekim
yapilmigtir. 37 °C’ de 24 saat inkiibe edildikten
sonra plaklardaki koloniler sayilmis ve kiiltiiriin
mililitresindeki bakteri sayisi1 belirlenmistir. Ay-
rica, bakteri kiiltiiriinlin optik densitesi 650 nm
dalga boyunda spektrofometre ile dlgiilerek daha
sonraki deneylerde kullanilmak {izere hazirlanan
gecelik kiiltiirlerdeki bakteri sayisinin belirlene-
bilmesi i¢in referans deger olarak kullanilmstir.

2.2.3 Karaciger S9 Karisiminin Hazir-
lanmasi

3-metil kolantren (80mg/kg) Sprague-
Dawley cinsi erkek sicanlara diseksiyondan 5
giin 6nce intraperitonal olarak enjekte edilmistir.
Bu silirenin  sonunda diseksiyonu yapilan
sicanlardan + 4 C sicaklikta ve steril kosullarda
S9 fraksiyonu elde edilmigtir. S9 karisimi; 8
mM MgCl,, 33 mM KCI, 5 mM Glukoz-6-
fosfat, 4 mM B-NADP, 100 mM sodyum fosfat
tampon (pH: 7.4) ve S9 fraksiyonu (0.04 ml
S9/1 ml S9 karisimi)’nu icermektedir (Maron ve
Ames, 1983).

2.2.4 Sitotoksik Etkinin Saptanmasi

Kullanilan test bilesiklerinin, test suslari
icin Oldiirlicti olmayan dozlarmin saptanmasi
amaciyla, Uist agara (top agar) 0.1 ml bakteri
kiiltiirii ve en ¢ok 0.1 ml olacak sekilde degisik
derisimlerdeki test bilesigi ¢ozeltisi eklenmistir.
Karisim, niitrient agar besiyeri igeren petrilerine
dokiilerek plaklar 37 °C” de 12 saat siire ile
inkiibe edilmis, inkiibasyondan sonra plaklar-
daki koloni sayilar1 kontrol plaklar1 ile karsi-
lagtirilarak, toksik dozlar saptanmistir. Deneyler
dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde hazirlanan,
toksik dozun altindaki bes farkli doz (0.01, 0.1,
1, 10, 100 pg/plak) kullanilarak gercek-
lestirilmistir.

2.2.5 Mutajenite Testi

Ames / Salmonella / Mikrozom testi, gel-
isebilmek i¢in ‘‘Histidin’’ amino asidine ihtiyag
duyan oksotrofik suslarin, potansiyel mutajen
olarak kabul edilen test maddelerinin meydana
getirecegi mutasyonlar ile histidin sentezleye-
bilme (prototrofik) yetenegini kazanmalari te-
meline dayanmaktadir. Mutajenite testi Maron
ve Ames (1983)’e gore plak birlestirme metodu
kullanilarak yapilmistir. Deneyler, S9’ lu ve S9’
suz olmak ftzere iki grup halinde gercek-
lestirilmistir. Her doz ii¢ plak halinde denenmis
ve farkli zamanlarda iki bagimsiz deney

Anadolu Universitesi Bilim ve Teknoloji Dergisi - C 1 (1)
Yasam Bilimleri ve Biyoteknoloji

yapilmistir. Ayrica, pozitif kontrol, ¢oziicii kon-
trol ve spontan kontroller de tiim deneylere
paralel olarak gergeklestirilmistir.

S9’ suz olarak uygulanan deneylerde, iger-
isinde 2 ml top agar bulunan tiiplere 0.1 ml ge-
celik bakteri kiiltiirii (yaklasik 1 x 10° bakteri /
ml) ve test bilesiginin belirtilen dozlar1 (DMSO
icinde ¢oziinmiis fenantren tiirevi) ile bakter-
ilerin ilk birka¢ boliinmeyi gecirerek gelisebil-
meleri i¢in gerekli olan eser miktardaki histidin-
biyotin karigimi ilave edilmistir. Karigim 37 °C’
deki minimal glukoz agar (MGA) plaklarina
dokiilerek, top agarin plaklara homojen dagilimi
saglandiktan sonra 37 °C’de 48 saat siire ile
inkiibasyona birakilmistir. Pozitif kontrol olarak
TA 98 susu i¢in, 4-Nitro-o-fenilendiamin (NPD)
(20 pg/plak), TA 100 susu igin sodyum azid
(AZS) (1.5 pg/plak) c¢oziicii kontroller igin
DMSO kullanilmistir.

S9’ lu olarak yiiriitiilen deneylerde top agar
karisiminin igerisine 0.5 ml S9 karigimi ilave
edilmistir. S9’lu deneylerde pozitif kontrol
olarak her iki sus i¢in de 2-aminofloren (2-AF)
(10 pg/plak) kullanilmistir.

2.2.6 Sonuclarin Degerlendirilmesi

Bir test bileseninin olusturdugu revertant
kolonilerin sayisinda doza baglh bir artis mey-
dana geliyorsa ve bu dozlarin olugturdugu rever-
tant koloni sayilar1 ¢oziicii kontrol grubu ile kar-
silastirildiginda en az 1 doz igin istatistiksel
olarak anlaml1 bir farklilik belirlenebiliyorsa test
maddesi mutajen olarak kabul edilmistir.
Sonuglar SPSS istatistiksel programi “student-t
testi” ile P < 0.05. olan sonuglar anlamli kabul
edilerek degerlendirilmistir.

3. BULGULAR

Bu calismada ii¢ ayr1 9-substitue fenantren
tiirevi bilesik, mutajenik aktiviteleri incelenmek
iizere sentezlenmistir. Elde edilen bilesiklerin
yapilart IR, NMR ve Kiitle spektroskopileri yar-
dimiyla kanitlanmugtir. IR spektroskopisi anal-
izleri sonucunda, 1 ve 3 numaral1 bilesiklere ait
N-H gerilme bandlarmnin 3486 cm™ ve 3481 cm’
! frekans degerlerine sahip olduklari belirlen-
mistir. Her {i¢ bilesigin kimyasal yapisinda da
yer alan C=C ve C=N gerilme bandlar1 ise 1628-
1329 cm™ frekans araliginda gozlenmistir. IR
spektroskopisi analiz bulgular1 ge¢mis caligma-
larda (Meri¢ vd. 2002; Chary vd. 2008) bildiri-
len bulgular ile paralellik gostermektedir. Bile-
siklere ait 'H-NMR spektroskopisi analiz
sonuglarina gore, 1 ve 3 numarali bilesiklerin
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kimyasal yapilarinda yer alan N-H grubu pikleri
10.94 ve 10.62 ppm degerlerinde gozlenmistir.
Yine 1 numarali bilesigin yapisinda bulunan -
OCHj; grubu protonlarina ait pik 3.86 ppm de-
gerinde elde edilmistir. Sentezlenen ii¢ bilesigin
yapisinda yer alan diger protonlarm tamami
aromatik halka protonlaridir ve 'H-NMR spek-
troskopisi analizi sonucunda, aromatik bdlgede
pik vermeleri beklenir. Nitekim beklendigi gibi,
iic bilesige ait aromatik halka protonlar1 da
kendi bolgelerinde pik vermislerdir (8.22-6.97
ppm). NMR spektroskopisi analizi sonucunda
gdzlemlenen biitiin degerler literatiir bulgulan
(Istkdag vd. 1999; Meri¢ vd. 2002) ile benzerlik
gostermektedir. Bilesiklerin kiitle spektroskopisi
analizleri sonucunda, gézlenen M+1 piklerinin
hesaplanan molekiil agirliklar ile uyum igeris-
inde olmasi, bilesiklerin basari ile
sentezlendigine yonelik bir bagka gostergedir.

Elde edilen 9-substitue fenantren tiirev-
lerinin mutajenik aktiviteleri
Ames/Salmonella/Mikrozom Test yotemi ile
Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 mu-
tant suslar1 kullanilarak, metabolik aktivasyon
varhiginda ve yoklugunda  arastirilmistir.
Sonuglar SPSS ‘‘student-t testi’’ ile, ¢oOzilcii
kontrolii olan DMSO sonuglan ile karsilagtiri-
larak, degerlendirilmistir. Elde edilen revertant
koloni sayilari, S9 fraksiyonu varliginda ve yok-
lugunda, TA 98 susu i¢in Tablo 2°de, TA 100
susu icin Tablo 3’de verilmistir. Ayrica TA 98
ve TA 100 suslar1 i¢in, deney gruplar1 petriler-
indeki koloni sayilar1 ile DMSO kontrol petriler-
indeki koloni sayis: arasindaki fark almarak Se-
kil 2 ve Sekil 3* de gosterilmistir. Istatistiksel
degerlendirmelerin sonucglar1 da bu tablolar ii-
zerinde gosterilmigtir

Tablo 2. 9-siibstitue fenantren tiirevlerinin S9 fraksiyonu yoklugunda ve varliginda TA 98 ile verdik-

leri revertant koloni sayilari

Test Bilesigi Doz Revertant Koloni Sayisi
(ng/plak) TA 98
S9 () S9 ()

0.01 28.6+3.7 493+ 144

0.1 32.0+0.0 41.3+£32

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

0.01 37.6+1.5 60.0+£13.0

0.1 27.6+2.0 53.0+3.6

9-(Benzotiyazol-2-il)fenantren 1 24.0+8.5 52.0+13.8
10 27.6+3.0 48.0+9.1

100 26.3+6.5 473+5.8

0.01 28.0+£2.0 63.0+10.8

0.1 26.6 +0.5 52.6+1.5

9-[1H-Fenantro(9,10-d) imidazol-2- 1 23.0+4.5 453+8.5
illffenantren 10 29.6 1.1 48.0 4.1

100 22.6+2.5 57.3+4.7

4-Nitro-o-fenilendiamin 20 985+ 87.5 -

2-Aminofluoren 10 - 894 +£27.2
Dimetilsiilfoksit 100 23.0+4.1 45.0+£3.6
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Tablo 3. 9-siibstitue fenantren tiirevlerinin S9 fraksiyonu yoklugunda ve varliginda TA 100 ile verdik-

leri revertant koloni sayilari

Test Bilesigi Doz Revertant Koloni Sayisi
(ug/plak) TA 100
S9 (-) S9 (V)
0.01 84.3+5.8 82.6+3.5
0.1 86.3+5.5 66.0 6.0
9-[4,5-Bis-(4-metoksifenil)-1H- 1 953+1.5 69.0+134
imidazol-2-il]fenantren 10 90.6 + 10.0 79.3+£4.0
100 111.3+1.5 883=+119
0.01 87.3+2.5 89.0+134
0.1 90.0 £ 13.1 95.0+3.6
9-(Benzotiyazol-2-il)fenantren 1 101.6£19.4 77.6 £10.7
10 823+9.5 74.6 £4.7
100 81.3+2.0 76.6 £3.5
0.01 83.3+4.1 81.0+£2.6
0.1 84.6 +6.6 79.6 £4.5
9-[1H-fenantro(9,10-d)-imidazol-2- 1 66.6 +2.5 720+ 1.7
il|fenantren 10 74.6 £ 1.5 79.6+1.5
100 98.6+£0.5 703 +£2.5
Sodyum Azid 1.5 736 £41.7 -
2-Aminofluoren 10 - 886 +36.5
Dimetilsiilfoksit 100 83.0+11.5 86.0+£9.5

4. TARTISMA VE SONUC

Yasadigimiz yiizyilda, kimyasal maddelerin
yasamimizdaki yeri ve Oneminin artmasi ne-
deniyle bu kimyasal maddelerin biyolojik ak-
tiviteleri ve saglhigimiz iizerindeki etkileri yapi-
lan arastirmalarin ana konusu haline gelmistir.
Bu yiizden, giinliik hayatta farkli nedenlerle ve
yollarla maruz kaldigimiz kimyasal maddelerin
mutajenik etkilerinin arastirilmasi olduk¢a 6nem
kazanmistir. Bu dogrultuda, kimyasal maddel-
erin mutajenik etkileri ¢esitli test yontemleri ile
arastirilmakta ve bu maddelerin Diinya Saglik
Orgiiti’ niin (WHO) belirlemis oldugu sinirlar
icerisindeki yeri ve 0zellikleri belirlenmektedir.

Kimyasal maddelerin ¢oklugu ve cesitliligi,
onlarin yap1 ve aktivitelerini arastiran test sis-
temlerinin de gelismesine ve farklilagsmasina
neden olmustur (Nakamura vd. 1987; Abenesi
vd. 1992; DeMeo vd. 1992; Hamasaki vd. 1992;
Jagdt vd. 1996; Kasamatsu vd. 1996; Katsifis

vd. 1996;). Insan saghg ile ilgili olarak gel-
istirilmis kimyasal maddelerin mutajenik etkil-
erinin tek bir test yontemiyle test edilmesi ye-
terli olmamaktadir. Ciinkii, farkli test yontemleri
ya da farkli organizmalar kullanilarak yapilan
testlerde, farkli sonuclar alinabilmektedir
(Hamasaki vd. 1992; Lee vd. 1994). Salmonella
typhimurium’ un farkli tip mutasyonlara duyarl
modifiye edilmis suslar1 ile uygulanan Ames
testi, kimyasal maddelerin mutajenite deger-
lendirilmesinde diger bircok kisa zamanl test
sistemlerinin arasinda uzun zamandir uygulanan
ve giinimiizde de gecerliligini koruyan bir
yontemdir (Zsolnai, 1961; Ames ve McCann,
1981; Maron ve Ames, 1983; Glatt vd. 1986;
Nakamura 1987; Hera ve Pueyo, 1988; Hira-
yama vd. 1988; Glatt vd. 1994; Edenharder vd.
2000; Yapi vd. 2000). Calismamizda da kul-
lanilan TA 98 susu, cerceve kaymast mu-
tasyonuna neden olan kimyasal maddelerin
teshisinde kullanilirken, TA 100 susu baz
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degisimi mutajenlerinin teshisinde kullanilmak-
tadir (Maron ve Ames, 1983).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, fenantren
analoglar1 cesitli etkileri acisindan arastirilmak-
tadir (Yapi vd. 2000). Fenantren tiirevleri;
polisiklik ya da heterosiklik aromatik halka
yapisina sahiptirler. Cevremizde dogal olarak
sekillenebilir; havada suda ve toprakta bulu-
nabilirler. Ayrica, besinlerimiz iginde pisirme
sirasinda da (1zgara, kdzleme gibi) olusabilirler
(Watanabe vd. 1997; Bostrom vd. 1998; Kato
vd. 2000).

Bu c¢aligmada, sentezlenen 3 adet 9-
stibstitue fenentren tiirevleri bilesik mutajenik
potansiyelleri acisindan
Ames/Salmonella/Mikrozom test yontemi ile
arastirllmistir. Bu bilesikler, ilagc 6n maddesi
olarak diistiniildiiglinden, genotoksik potansi-
yellerinin belirlenmesi olduk¢a 6nem tagimakta-
dir.

Bulgular kisminda tek tek ele alinan deger-
lere bakildiginda, birinci madde olan; 9-[4,5-
Bis-(4-metoksifenil)-1H-imidazol-2-il]-
fenantren, TA 98 susu i¢in S9 fraksiyonu var-
liginda, TA 100 susu i¢in ise S9 fraksiyonu yok-
lugunda, mutajenik etki gdstermistir. Metabolik
aktivasyon, bu maddenin baz degisimi mu-
tasyonuna neden olan etkisini ortadan
kaldirirken, maddenin c¢ergeve kaymasi mu-
tasyonuna neden olabilecek sekilde metabolize
olmasina neden olmustur.

Ikinci madde, 9-[Benzotiazol-2-il]-
fenantren, benzotiazol  c¢ekirdegi  tasiyan
fenantren bilesigidir. Bu madde, TA 98 ve TA
100 suslari i¢in S9 varliginda mutajenik etki
gostermememis, ancak her iki sus icin de S9
fraksiyonu yoklugunda mutajenik etkiye rast-
lanmistir. Bu maddenin gdstermis oldugu direkt
mutajenitenin metabolik aktivasyonla ortadan
kalktig1 goriilmiistiir.

Uciincii  madde, 9-[1H-fenantro(9,10-d)-
imidazol-2-il]fenantren, S9 yoklugunda her iki
sus icin de mutajenik 6zellikte degildir, S9 var-
liginda ise TA 100 susu iizerinde mutajenik etki
yaratmamisg, ancak TA 98 susu iizerinde muta-
jenik etkiye neden olmustur. Bu madde ¢ergeve
kaymas1 mutasyonuna neden olacak sekilde me-
tabolize olmaktadir.

Bu ¢alismada elde edilen bulgular, kimyasal
yap1 ve ortaya ¢ikan biyolojik aktivite arasinda
o6nemli bir iligki oldugunu ortaya koymaktadir.
Kimyasal maddelerin yapisinda bulunan hal-
kalarin; grup sayilarinin, niteliginin, baglanma

konumlarinin, pozisyonlarinin bu yapi-etki iligk-
isindeki yeri oldukca 6nemlidir.

Test sonuglarimiza gore; 9-siibstitiie
fenantren tlirevlerinin metabolik aktivasyon var-
liginda veya yoklugunda en az bir bakteri susu
iizerinde mutajen O6zellige sahip oldugu goriil-
mektedir. Bu nedenle malaria hastaliginin tedav-
isine yonelik ila¢ aday1 olarak sentezlenmis bu
i¢ bilesigin kullanilmasi durumunda insan
sagligt acgisindan tehlikeli sonuglar dogurabile-
cegi diisliniilmektedir. Ancak, bu maddeler far-
kli genotipik 6zellige sahip test suslari ile ve
farkli organizma gruplarimin kullanildigr farkl
test yontemleriyle de test edildikten ve farkli
toksisite testlerine tabi tutulduktan sonra genel
bir sonuca gidilmelidir.
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Sekil 2. Test bilesiklerinin S9 fraksiyonu yoklugunda TA98 ve TA100 suslar ile iizerinde, DMSO
kontrol petrilerindeki koloni sayilari ile deney gruplar petrilerindeki koloni sayilar1 arasin-
daki farkin doza bagl gosterimi. (a) 1 No’lu bilesige (b) 2 No’lu bilesige (c¢) 3 No’lu bilesige
ait test bulgularin1 gostermektedir. (*p<0.05)
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Sekil 3. Test bilesiklerinin S9 fraksiyonu varliginda TA98 ve TA100 suslar ile {izerinde, DMSO
kontrol petrilerindeki koloni sayilar1 ile deney gruplar petrilerindeki koloni sayilar1 arasin-
daki farkin doza bagl gosterimi. (a) 1 No’lu bilesige (b) 2 No’lu bilesige (c) 3 No’lu bilesige
ait test bulgularin1 gostermektedir. (*p<0.05)



92

KAYNAKLAR

Abenesi, T., Polani, S.L. ve Perticne, P. (1998).
DNA strand methylation and sister chro-
matid exchanges in mammalian cells in
vitro. Mutation Research 429, 239-248.

Ames, B.N. ve McCann, J. (1981). Validation of
the Salmonella test: A reply to Rinkus and
Legator. Cancer Research 41, 4191.

Anders, M.W. ve Dekont, W. (1994). Conjuga-
tion-dependent carcinogenicity and toxic-
ity of foreign compounds. Advance in
Pharmacology 27, 511-519.

Aring, E. ve Sen, A. (1994). Effect of in vivo
Benzo(a)pyrene treatment on liver micro-
somal mixed-function oxidase activities
of Gilthead seabream (Spararus aurata).

Comparative Biochemistry and Physiol-
ogy 107, 405-414.

Bostrom, E., Engen, S. ve Eide, I. (1998).
Mutagenicity testing of organic extracts
of diesel exhaust particles after spiling
with polycyclic aromotic hydrocarbons.
Archives of Toxicology 72, 645-649.

Cariello, N.F. ve Piegorsch, W.W. (1996). The
Ames test: The two-fold rule revisited,
Mutation Research 369, 23-31.

Chary, M.V., Keerthysri, N.C., Vupallapati,
S.V.N., Lingaiah, N. ve Kantevari, S.
(2008). Tetrabutylammonium bromide
(TBAB) in isopropanol: An efficient,
novel, neutral and recyclable catalytic
system for the synthesis of 2,4,5-
trisubstituted imidazoles Catalysis Com-
munications 9, 2013-2017.

DeMeo, M., Vanella, P., Bernardini, E., Lagett,
M., Maldonado, L., Jentzer, O., Crozet,
M.P. ve Dumenill, G. (1992). Evaluation
of the mutagenic and genotoxic activities
of 48 nitroimidazoles and related imida-
zole derivatives by the Ames test and the
SOS chromotest. Environmental and Mo-
lecular Mutagenesis 19(2), 167-181.

Debnath, A.K., Compadre, R.L., Debnath, G.,
Shusterman, A.J. ve Hansch, G. (1991).
Structure-activity relationship of
mutagenic aromatic and heteroaromatic
nitro compounds correlation with molecu-
lar orbital energies and hydrophobicity.
Journal of Medicinal Chemistry 34, 786-
797.

Anadolu Universitesi Bilim ve Teknoloji Dergisi - C 1 (1)
Yasam Bilimleri ve Biyoteknoloji

Edenharder, R., Ortseifen, M., Koch, M. ve
Wesp, H.F. (2000). Soil mutagens are air-
borne mutagens: Variation of mutagenic
activities induced in Salmonella typhi-
murium TA 98 and TA 100 by organic ex-
tracts of agricultural and forest soils in
depence on location and season. Mutation
Research 472, 23-36.

Glatt, H., Abu-Shgara, E., Harvey, R.G. ve
Blum, J. (1994). Mutagenicity of K-
region oxides and imines of chrysene,
benzo[c]phenantrene and benzo[g] chry-
sene in Salmonella typhimurium. Muta-

tion Research 308, 135-141.

Glatt, H., Shtelzer, S., Sheradsky, T., Blum, J.
ve Oesch, F. (1986). Mutagenicity of N-
substituted phenantrene-9,10-imines in
Salmonella  typhimurium and chinese
hamster V79 cells. Environmental
Mutagenesis 8, 829-837.

Gu, Y.S., Kim, LS., Ahn, J.K., Park, D.C.,
Yeum, D.M,, Ji, C. ve Kim, S.B. (2002).
Mutagenic and carcinogenic heterocyclic
amines as affected by muscle types/skin
and cooking in pan-roasted mackerel. Mu-
tation Research. 515, 189-195.

Hamasaki, T., Sato, T., Nagase, H. ve Kito, H.
(1992). The genotoxicity of organic com-
pounds in SOS chromo test and rec-assay.
Mutation Research 280, 195-203.

Hansch, C. (1991). Structure-activity relation-
ships of chemical mutagens and carcino-
gens. The Science of the Total Environ-
ment 109, 17-29.

Hera, C. ve Pueyo, C. (1988). Response of the
L-arabinose forward mutation assay of
Salmonella typhimurium to frameshift-
type mutagens. Mutation Research 203,
39-45.

Hirayama, T., Watanabe, T., Akita, M., Shimo-
mura, S., Fujioka, Y., Ozasa, S. ve Fukui,
0. (1988). Relationship between structure
of nitrated arenes and their mutagenicity
in Salomonella typhimurium; 2- and 2,7-
nitro substitued fluorene, phenanthrene
and pyrene. Mutation Research 209, 67-
74.

Isikdag, I., Ucucu, U., Ozdemir, A., Merig, A.,
Oztiirk, Y., Aydin, S. ve Ergun, B., “Syn-
thesis and analgesic activities of 2-
substituted-1H-phenantro[9,10-



Anadolu University Journal of Science and Technology - C 1 (1) 93

Life Sciences and Biotechnology

d]imidazoles”  Boll.Chim.Farmaceutico
138 (1999) 453-456.

I., Ugucu, U., Ozdemir, A., Merig, A., Oztiirk,
Y., Aydm, S. ve Ergun, B. (1999). Syn-
thesis and analgesic activities of 2-
substituted-1H-phenantro[9,10-
d]imidazoles. Bolletino Chimico Farma-
ceutico 138, 453-456.

Jagdt, B., Warncke, K., Aver, H. ve Rudiger,
H.W. (1996). Sleep deprivation does not
induce sister chromatid exchange in hu-
mans. Mutation Research 361, 11-15.

Kasamatsu, T., Kohda, K. ve Kawazoa, Y.
(1996). Comparison of chemically in-
duced DNA breakage in cellular and sub-
cellular systems using the comet assay.
Mutation Research 369, 1-6.

Kato, T., Michikoshi, K., Minowa, Y. ve Kiku-
gava, K. (2000). Mutagenicity of cooked
hamburger is cotrolled delicated by reduc-
ing sugar content in ground beef. Muta-
tion Research 471, 1-6.

Katsifis, S.D., Kinney, P.L., Hosselet, S., Burns,
F.J. ve Christie, N.T. (1996). Interaction
of nickel with mutagens in the induction
of sister chromatid exchanges in human
lymphocytes. Mutation Research 35, -
15.

Lawley, P.D. (1989). Mutagens as carcinogens:
Devolopment of current concepts. Muta-
tion Research 213, 3-25.

Lee, H., Bian, S.S. ve Chen, Y.L. (1994).
Genotoxicity of 1,3-dithiane and 1,4-
dithiane in the Cho/Sce assay and the
Salmonella microsomal test. Mutation Re-
search 312, 213-218.

Levin, D.E. ve Ames, B.N. (1986). Classifying
mutagens as to their specifity in causing
the six possitive transitions, transversions
a simple analysis using the mutagenity as-
say. Environmental Mutagenesis 8, 9-28.

Lumbley, C.E., Parkinson, C. ve Walker, S.R.
(1992). An International appraisal of the
minumum duration of chronic animal tox-
icity studies. Human and Experimental
Toxicology 11, 155- 162.

Maron, D.M. ve Ames, B.N. (1983). Revised
methods for the Salmonella mutagenicity
test. Mutation Research 113, 173-215

Meri¢ A., Incesu, Z. ve Isikdag, I. (2002). Syn-
thesis and effects on intracellular calcium
of some 1,3-bis-(heteroaryl subsstituted)
benzene derivatives. Il Farmaco 57, 543-
548.

Nakamura, S., Oda, Y., Shimada, T., Ok, I. ve
Sugimoto, K. (1987). SOS inducing activ-
ity of chemical carcinogens mutagens in
S.L.TA. 1535/pSK 1002; examination
with 151 chemicals. Mutation Research
192, 239-246.

Ridley, H.F., Spicket, R.G.W. ve Timmis, G.M.
(1965). A new synthesis of benzimida-
zoles and aza-analogs. Journal of Het-
erocyclic Chemistry 2, 453-456.

Smith, C.J., Mc Karns, S.C., Davis, R.A.,
Livingston, S.D., Bombick, B.R., Avalos,
J.T., Morgan, W.T. ve Doolittle, D.J.
(1996). Human urine mutagenicity study
comparing cigarettes which burn or pri-
marily heat tobacco. Mutation Research
361, 1-9.

Vijayalaxami, R.R. ve Vetice, G.H.S. (1992).
Assesment of radiotion induced DNA
damage in human blood lymphocytes us-
ing the single-cell gel -electrophoresis
techniquei. Mutation Research 271, 243-
252.

Vrijsen, R., Michutte, Y. ve Bueye, A. (1990).
Metabolic activation of quercetin mutage-
necity, Mutation Research 232, 243-248.

Watanabe, T., Takashima, M., Kasai, T. ve Hi-
rayama, T. (1997). Comparison of the
mutational spesificity induced by envi-
ronmental genoxin nitrated polycylic
aromatic hydrocarbons in Salmonella ty-

phimurium his genes. Mutation Research
394, 103-112.

Yapi, A.D., Mostafa, M., Valentin, A., Chavi-
gnon, O., Teulade, J.C., Mallie, M., Cha-
pat, J.P. ve Blache, Y. (2000). New poten-
tial antimalerial agents; synthesis and bio-
logical activities of original diaza-analogs
of phenantrene. Chemical Pharmaceutical
Bulletin 48, 1886-1889.

Zsolnai, T. (1961). New fungicides. II. Nitro
compounds. Biochemical Pharmacology
5, 304-387.



94 Anadolu Universitesi Bilim ve Teknoloji Dergisi - C 1 (1)
Yasam Bilimleri ve Biyoteknoloji

Mehtap KUTLU, 1966 Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Ki-
dogumludur. 1988 yilinda mya Anabilim Dalinda Ogretim Gorevlisi Dok-
Anadolu Universitesi tor olarak ¢aligmaktadir.

Biyoloji Boliimii’nden mezun

olmus, aym iniversitede

1996 yilinda doktorasini

tamamlamuistir. 1997

yilindaYardime1 Dogent,

2001 yilinda Dogent, 2006 yilinda Profesor

unvanlarmalmistir. Evli ve 2 ¢cocuk annesidir.

Esin OZTAS, 1971 Emirdag
dogumludur. Ortadogu Tek-
nik  Universitesi ~ Egitim
Fakiiltesi’nde Biyoloji lisan-
sini, Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri  Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji Anabilim
Dalr’nda yiiksek lisansmnita-
mamlamistir. Ozel Cagdas [kogretim
Okulu’nda Fen ve Teknoloji Dersi 6gretmeni
olarak caligmaktadir. Evli ve bir ¢ocuk anne-
sidir.

Gézde AYDOGAN, 1979
Eskigehir _ dogumludur.
Anadolu Universitesi Biyoloji
Bolimii’'nde 2002  yilinda
lisansini, Fen Bilimleri
Enstitlisi Molekiiler Biyoloji
Bilim Dali’nda 2010 yilinda
doktorasmi  tamamlamustir.
Halen Anadolu Universitesi
Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii, Molekiiler Bi-
yoloji Anabilim Dali’nda Arastirma Gorevlisi
olarak galigmaktadir.

ilhan  ISIKDAG, 1949
Merzifon dogumludur. 1972
yilinda L[T.I.A. Eczacilik
Yiiksek Okulu’ndan mezun
olmustur. Ayn1 yil bu okulun
Farmasotik Kimya
Kiirsiisii’'ne  asistan  olarak
atanmigtir. 1982 yilinda Dok-
tor, 1990 yilinda Dogent, 1996 yilinda Profesor
invanlarmi almistir. Yabanci Dili Ingilizce’dir.
Evli ve iki ¢ocuk babasidir.

Yusuf OZKAY, 1981 yilinda
Karamanda dogdu. Anadolu

=Y, Universitesi Eczacilik
: Fakiiltesin’de lisans egitimini
m’ 2003 yilinda tamamladiktan

sonra, Anadolu Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Kimya Anabilim
Dali’nda Yiiksek Lisans (2005) ve Doktora
(2009) egitimini tamamladi. Halen Anadolu



