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OZET

BENZOKSAZOL TUREVI 12 BILESIGIN SALMONELLA TYPHIMIRIUM TA98
TA100 SUSLARI UZERINDE MUTAJENIK AKTIVITELERI

DERYA AKKURT
Yuksek Lisans, Biyoloji B6lumu
Tez Danismani: Prof. Dr. NURAN DIRIL
Ocak 2014, 57 sayfa

Calismada kemoterapdtik etkili olabilecegi disunilen 12 adet benzoksazol tirevi
bilesigin kisa zamanli bakteriyel test sistemlerinden biri olan Ames test sistemi ile
mutajenik potansiyelleri aragtiriimistir.

Pozitif kontrol olarak S. typhimurium TA98 icin danomisin (6 pg/plak), S.
typhimurium TA100 igin sodyum azit (1,5 pg/plak) kullaniimistir. S. typhimurium
TA98 susu (hisD3052, rfa, uvrB, pkm10l) c¢erceve kaymasina yol agan
mutajenlerin, S. typhimurium TA100 susu (hisG46, rfa, uvrB, pkm101) ise baz cifti

degisimine yol agan mutajenlerin belirlenmesi igin kullaniimistir.

Verilerin istatistiksel farkliliklari SPSS 16. 0 programinda tek yonli varyans analizi
kullanilarak test edildi. Sonu¢ olarak, 11 numarali bilesik 50, 100, 200 pg/plak
dozlarda, 13 numarali bilesik 100, 200 pg/plak dozlarda S. typhimurium TA98 susu
icin mutajenik etki gostermistir (p<0,05). 12 ve 14 numarali bilesik 200 pg/plak
dozunda mutajenik etkiliyken, 11 ve 13 no’lu bilesikler test edilen tim dozlarda S.
typhimurium TA100 susu icin mutajenik etkili bulunmustur (p<0,05).Test edilen
diger kimyasal bilesikler, bu deney sisteminde mutajenik etkili bulunmamistir
(p>0,05).

Anahtar kelimeler: Ames testi, benzoksazol, mutajenite.



ABSTRACT

THE MUTAGENIC ACTIVITIES OF BENZOXAZOLE DERIATIVES OF 12
COMPOUNDS UPON SALMONELLA TYPHIMIRIUM TA98 TA100

DERYA AKKURT
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. NURAN DiRIL
January 2014, 57 pages

In this study, the mutagenic potentials of 12 benzoxazole derivatives, thougt to
have chemotheropatic effect, were investigated by Ames test system which was

one of short time bacterial mutagenicity test systems.

Daunomicina (6 pg/plate) was used as a positive control for S. typhimurium TA98
and sodium azide (1,5 pg/plate) was used for S. typhimurium TA100. S.
typhimurium TA98 (hisD3052, rfa, uvrB, pkm101) strain was used to detect
frameshift mutagens and S. typhimurium TA100 (hisG46, rfa, uvrB, pkm101) was

used to detect base-pair substitution mutagens.

Statistical differences of the data were tested by one way ANOVA in SPSS. In
conclusion, 11 coded compound showed mutagenic effect in the doses of 50, 100,
200 pg/plate and 13 coded compound showed mutagenic effect in the doses of
100, 200 pg/plate doses for S. typhimurium TA98 (p<0,05). While 12 and 14
coded compounds were found mutagenic in the dose of 200 pg/plate, 11 and 13
coded compounds were mutagenic at all doses tested in S. typhimurium TA100
(p<0,05). The other compounds were not mutagenic effects in this test system
(p>0,05).

Keywords: Ames Test, benzoxazole, mutagenicity
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1. GIRIS
Benzoksazoller aromatik organik bilesikler olup daha c¢ok endustride ve

arastirmalarda kullanilir. Heterosiklik yapida olmasi kemoterapotik etkili ilag

yapiminda kullanilmasina olanak saglamistir [1].

Gunumuzde gerek endustri gerek ilag yapimi olsun birgok yerde kullanilan bu
bilesiklerin piyasaya surtulmeden once toksikolojik testlerden gegcmesi ve biyolojik
etkinligi hakkinda kapsamli bilgi sahibi olunmasi gerekmektedir. Bu amagla c¢esitli
toksisite testleri gelistiriimistir. Bu testlerden birinci grubu bakteriyel testler, ikinci
grubu in vitro’da memeli hucreleriyle yapilacak testler, Ggtinct grubu ise in vivo'da

memeliler kullanilarak yapilacak testler olusturmaktadir [2].

Bu ¢alisma kapsaminda 12 adet benzoksazol tlrevi bilesigin birinci grup bakteriyel
test sistemlerinden olan Ames testi kullanilarak, S. typhimurium TA98, TA100

suslari Uzerindeki mutajenik aktiviteleri aragtiriimistir.

1.1. Kemoterapotikler

Kemoterapotik madde vicutta bulunan mikroorganizmalari konakglya zarar
vermeden yok edebilen ilaglardir [3]. Kemoterapotikler kullanildigi patojen etkenin
cinsine goére siniflara ayrilir. Antibakteriyel, antiviral, antineoplastik, antihelmintik
olanlar bunlardan bazilandir [4]. Bu maddeler etkilerini degisik sekillerde

gOsterebilirler. Bunlardan bazilari asagida kisaca 6zetlenmistir:

1.1.1. Antibakteriyel Kemoterapotiklerin Etki Mekanizmalari

Antibakteriyel etkili kemoterapotikleri bes grupta toplayabiliriz: Birinci grubu bakteri
hiicre duvarinin sentezini inhibe eden kemoterapotik bilesikler olusturmaktadir. Bu
bilesikler bakteri hlcre duvarinin ana maddesi olan murein sentezini,
peptidoglikan yan zincirleri ¢apraz baglayan transpeptidaz enzimlerini geri
doénusumsuz olarak inhibe ederek etki gosterirler. Gelismesini tamamlamis bakteri
uzerinde etkili degildir. Bu gruptaki kemoterapétiklere penisilin 6érnek olarak
verilebilir.  ikinci grubu sitoplazma membraninin  gegcirgenligini  artiran
kemoterapotik bilesikler olugturmaktadir. Bu bilesikler deterjan etkisi ile sitoplazma
membraninin gegirgenligini artirip, hicre i¢cinde bulunan ve yagsamsal énemi olan
bazi maddelerin hlcre disina sizmasina yol acarak bakterisit etki olustururlar.

Gelismesini tamamlamis bakterileri de oldurirler. Bu gruptaki kemoterapdtiklere



nistatin, amfoterisin B 6rnek olarak verilebilir. Ugtinci grubu hicre iginde protein
sentezini inhibe eden kemoterapotik bilegikler olugturmaktadir. Etki ettigi alanlar
cok genistir. Protein sentezini, c¢esitli basamaklarinda etkiler. Bu gruptaki
kemoterapoétiklere tetrasiklin, kloramfenikol 6rnek olarak verilebilir. Dordincl
grubu intermediyer metabolizmayi bozan kemoterapotik bilegikler olusturmaktadir.
Bakterinin metabolizmasi icin gerekli olan bir maddenin sentezini Onlerler. Bu
gruptaki kemoterapétiklere stlfonamidler 6rnek olarak verilebilir [ 4 ]. Besinci grubu
genetik materyal icinde DNA sentezinin veya DNA kontrolU altinda yapilan mRNA
sentezinin bozulmasina neden olan bilesikler olusturmaktadir [5]. Bu ilaglarin
bayuk bir kismi memeli hicresinin g¢ekirdegini de etkilediklerinden sitotoksik
ilaglardir. Memeli hucresi Uzerinde fazla toksik olmayan nalidiksik asit
antibakteriyel ila¢ olarak kullanilir. Sitotoksik olanlar ise antineoplastik ila¢ olarak

malign timorlerin tedavisinde kullanilir [6].

1.1.2. Antitiberkiloz Kemoterap6tiklerin Etki Mekanizmalari

Tuberkuloz (Tbc) etkeni olan Mycobacterium tuberculosis yavas buyuyen,
cogalmaksizin uzun sure canli kalabilen, hucre igerisine yerlesme egilimi gosteren
bir bakteridir. Bu nedenle tuberkuloz enfeksiyonlarinin tedavisi uzun surer. Etki
mekanizmasi kesin olarak bilinmemektedir [7]. Bir gorlise gore bakteri icine giren
izoniazid orada bir peroksidazin etkisi altinda hidrazin ve izonikotinik aside
donusur. Sonuncu madde bakteride bir koenzim A tarunin sentezini bozar.
Sonugta hucrede hidrojen peroksit yikimi yapilamaz ve fazla miktarda biriken bu
madde Oldurlcu etki yapar. Etki mekanizmasi ile ilgili diger bir bulgu, M.
tuberculosis kulturlerine izoniazid uygulandiginda mikobakterilerin NAD igeriginin
dusmesi ve isaretli oncu metabolitlerin mikolik asit yapisina katiimasinin
azalmasidir. Bunun nedeni mikolik asid sentezinin énemli bir enzimi olan C-24
asid delta-5 desaturaz enziminin izoniazid tarafindan inhibisyonudur. Mikolik asid,
mikobakterilerin hiicre duvarinin énemli bir yapi tasi oldugu igin, onun sentezinin

bozulmasi mikobakteriler i¢in 6lumcul etki géstermesine neden olmaktadir [8].

1.1.3. Antifungal Kemoterapotiklerin Etki Mekanizmalari

Bu gruptaki kemoterapotik ilaglar, cilt ve mukozalardaki lokal mantar enfeksiyonlari
ve sistemik mantar enfeksiyonlarinda kullanilirlar [9]. Bu kemoterapotik bilesikler
hiicre membranindaki ergosterole baglanip, porlarin agiimasini saglayarak

membran batunliginde bozulma ve gegirgenliginde artmaya neden olurlar. Hiicre



ici K™, Mg*?, ve metabolitlerin hiicre disina ¢ikisi mantar hiicrelerinde enerji
uretimini bozar. Bunun sonucunda mantar hucresinde 06lum gergeklesir. Diger bir
mekanizma ise nitroimidazollarin nitro grubunu enzimatik olmayan reaksiyonla
indirgeyerek onlari aktif metabolitlere donusturtrler. Bu aktif metabolitler mantar
hicresinin DNA'sina baglanip DNA sentezini inhibe ederler ve hiicrenin dlumune
neden olur [10].

1.1.4 Antimalaryal Kemoterapotiklerin Etki Mekanizmalari

Malarya (sitma), Plazmodyum tura protozoonlar tarafindan meydana getirilen,
nobet seklinde ates yukselmesi ile kendini gosteren bir enfeksiyon hastaligidir
[11]. Anofel turl sivrisinekler ve kan transflzyonlari ile yayilir. Bu hastaligin
tedavisinde kullanilan kemoterapétik ilaclardan kinin, 4-aminokinolin ttrevleri, 8-
aminokinolin tarevleri ve akridin turevleri hucre gekirdegine etki yaparlar ve orada
DNA metabolizmasini bozarlar. Bu gruptaki kullanilan diger ilaglar Proguanil ve
Pirimetamin, Plasmodium tirlerinde para amino benzoik asitten (PABA)
tetrahidrofolat sentezi ile ilgili biyokimyasal zincirini etkilerler. Dihidrofolat rediktaz
enzimini inhibe ederek dihidrofolik asidin tetrahidrofolik aside donusmesini
engellerler [12].

1.1.5. Antihelmintik Kemoterapoétiklerin Etki Mekanizmalari

Helmintiyazis adi verilen hastaliga neden olan organizmalar, insan viucudunda
parazit olarak gastrointestinal kanal limeni, lenfatik sistem, kan damarlari ve bazi
dokulara yerlegirler. Barsak helmintiyazisinde kullanilan kemoterapotik ilaglar ya
helminti 6ldurerek (helmintisit) ya da onu fel¢ edip barsak ¢eperinden ayrilmasini

sag@layarak hastalik etkenini yok ederler [13].

1.1.6. Antiviral Kemoterapdtiklerin Etki Mekanizmalari

Antiviral kemoterapdtik ilaglar diger kemoterapotiklere oranla daha az gelismigtir.
Bunun nedeni, virlslerin buylk o6l¢gide konakgl hicresine bagimli olmasidir.
Kemoterapotiklerin etki yerine ulagmasi igin hucre igine girmesi gerekir. Bu
nedenle seciciligi yuksek ilaglar gelistirmek gugtur. Yani virisu etkileyen ilag
konakgi hucreye de zarar verir. Ayrica virtslerle in vitro ¢alismalar yapmak zordur.
Virtsler ¢ tip enfeksiyona neden olur. Bunlar litik tip enfeksiyon, persistent tip
enfeksiyon ve latent tip enfeksiyondur. Antiviral ilaglar latent virtslere etki
edemezler [14]. Antiviral ilaglarin etki mekanizmalarindan birkagli asagida

Ozetlenmistir:



S-Adenozil Homosistein (SAH) Hidrolaz inhibitérleri: SAH, S-adenozil
homosisteinden baslayan ve metil transferazlarla katalize edilen metilleme
reaksiyonlarinin inhibitéridir. Bu metilleme reaksiyonlari virls yasami igin
gereklidir. Viral SAH hidrolaz enziminin inhibe edilmesiyle hicre icinde SAH
konsantrasyonunun artmasi sonucunda metilleme reaksiyonlari ve buna bagh
olarak viral RNA inhibisyonu gergeklesir. Bu mekanizma $ekil1.1’de

gosterilmektedir [15].
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Sekil1.1.: S-Adenozil homosistein (SAH) hidrolaz inhibitorleri mekanizmasi

Orotidilik Asit (OMP) Dekarboksilaz inhibit6rleri: Orotidilik asit dekarboksilaz,
pirimidin bazlarinin biyosentezinde orotidilik asidin Uridilik aside dénlisumuanu
katalize eder. Bu grup kemoterapotikler RNA ve bazi DNA virUslerine karsi

antiviral etki gosterirler [16].

Guanozin tidrevleri: Guanozin turevlerinin ilk 6rnedi olan Asiklovir, secici anti-
herpes etkisi ve disuk toksisitesi ile dnemli bir yere sahip olmustur. Bilesigin
seciciligi, ilk basamakta viral timidin kinazlar (HSV-1 TK) tarafindan
fosforillenmesine dayanmaktadir. Daha sonra hicresel kinazlar tarafindan
siraslyla di- ve trifosfat tirevlerine donusturilen Asiklovir, viral DNA polimerazlarla
etkileserek DNA zincir sonlandiricisi olarak rol oynar. Asiklovir, HSV-1, Herpes

labialis, H.genitali virUslerine karsi etkilidir [15].



Timidin Tarevleri: Bu gruptaki bilesikler, viral timidin kinazlarla 5’-monofosfat
turevlerine donustikten sonra DNA sentezini engellerler. HSV-1 ve HSV-2'ye karsi
oldukca etkilidir [15, 16].

Asiklik Nukleozid Fosfonatlar: Fosfonoasetik asit (PAA) ve fosfonoformik asit’'in
(PFA) HSV gelisimini durdurmaktadir. Bu iki ajan, viral DNA polimerazlar tGzerine
etkili olup, 6zellikle HSV replikasyonunu secici olarak durdururlar [16].

Dideoksiniukleozit Turevleri: Bu grupta bulunan kemoterapoétik ilaclar, nikleozit
ters transkriptaz inhibitorleri olarak da bilinir. S6z konusu ilaglar, hicre icinde
sirastyla Timidin kinaz, Timidilat kinaz ve Nukleozit difosfat (NDP) kinaz tarafindan
gerceklestirilen ardigik u¢ fosforilleme sonucunda etkin olan trifosfat sekline
donusdurler [16]. Bu trifosfat yapisi, HIV virlsinin replikasyon déngustnde viral
RNA’dan hareketle proviral DNA sentezini gergeklestiren ters transkriptaz
enziminin substrat baglama bolgesine baglanip onu yarigmali olarak inhibe etmek
suretiyle bir zincir sonlandiricisi olarak etki eder [15,16,17] .

Niikleozit Analogu Olmayan Ters Transkriptaz inhibitorleri (NNRTI)

NNRTI nukleozit yapisi tagimazlar. Kimyasal yapi olarak birbirlerinden oldukga
farklh yapidaki bilegiklerin HIV-1 replikasyonunu segici olarak inhibe edebilirler [16].
Bu tlrevler, RT enziminde substrat baglanma bdlgesi yerine allosterik baglanma
bdlgesine yarismasiz olarak baglanip enzimin konformasyonunu bozarak etki
gosterirler. Sekil 1. 2' de nilkleozit olmayan ters transkriptaz inhibitorleri
mekanizmasi gosterilmistir [15,16,17].



@]
g A o I
NH el NH " 'NH ~ NH
I ] L L ] T ]
N 0 N~ ~0 NT YO N 0
w0 o | @0 o  ®®o, J O®® 0| o
{\1 / / \\\ ,/7 \\\] / L N J/
N_; q N3 ﬁ N§ q ['\]3
dThd Kinase dTMP Kinase NDP Kinase
o ® .'
Reverse

* 1
e transcri prase
b N
Y

Sekil 1.2 Nilkleozit Olmayan Ters Transkriptaz inhibitorleri Mekanizmasi

1.2. Benzoksazol Tirevi Bilesikler

Benzoksazol turevi bilesikler molekiler formdli C;HsNO olan aromatik organik
bilesiklerdir. Benzen ve oksazol halka yapisinin birlesmesiyle olusur. Benzoksazol
halkasinin kimyasal yapisi Sekil 1. 3’ de gosterilmigtir. Yapilan arastirmalar
benzoksazol turevleri ve analoglarinin kemoterap6tik aktiviteleri yoninden kayda
deger sonuglar veren bilesikler oldugunu gdstermektedir [18]. Daha 6nceden
yapilan calismalar benzoksazol tlrevi bilesiklerin antifungal, antibakteriyel,
antiviral, antitimdr ve antitiberkiloz aktiviteleri gibi bircok aktiviteye sahip
kemoterapotik madde oldugunu gostermektedir [19]. Bunlardan bazilari asagida

Ozetlenmistir:
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Sekil 1.3 Benzoksazol Yapisi

1.2.1. Antibakteriyel Etkisi

Benzoksazol turevi bilesiklerin antibakteriyel etkisi, insan ve bakteri arasindaki
etkilenen biyokimyasal yollarin farkl olmasindan yola ¢ikilarak konakgiya hi¢ zarar
vermeyen ya da en az zarar veren kimyasal maddelerin patojene atak yapmasiyla
ortadan kaldinlabilecegi temeline dayanir [20]. Benzoksazoller antibakteriyel
etkilerini bircok sekilde gdsterebilirler. Antibakteriyal etkiyi bakteri hucresinin
gelismesini ve Uremesini 6nleyen bakteriostatik etki ile bakteri hiicresinin yok eden
baktersit etki seklinde gdosterirler. Bunlardan bazilari agsagida 6zetlenmigtir [21].

DNA sentezi veya mRNA sentezine engel olanlar: Benzoksazol halka sistemi
nikleik asitlerin yapisinda bulunan heterosiklik yapida bulunan adenin ve
guaninine yapisal olarak benzer. Sekil 1. 4’ te benzoksazol, adenin ve guanin
azotlu bazlarinin molekuler yapisi gosterilmigtir. DNA sentezini inhibe etme etkisi
gOsteren bu bilesikler DNA ile kompleks olusturarak deoksiguanozin kalintilarina
badlanirlar. Bu sekilde olusan DNA ilag kompleksleri DNA'ya bagimli RNA
polimerazi inhibe eder [ 18, 22 ].
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Sekil 1. 4 Benzoksazol, Adenin ve Guanin Azotlu Bazlarinin Yapisi

Glikozamin-6-P sentaz inhibitori olanlar: Glukazamin-6 fosfat sentaz, UDP-N -
asetil glukozoamin iceren kompleks bir enzimdir. Hem Okaryotik, hem de
prokaryotik  hucrelerde  makromolekldl igeren butin amino  sekerlerin

biyosentezinde ©6nemli rol oynamaktadir. Bu enzim peptidoglikan yapisini
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olusturmaktadir. Memelilerde UDP-gIcNAc, glikoproteinlerin ve
mukopolisakkaritlerin biyosentezinde kullanilir. GIcN-6-P sentaz enziminin kisa
sureli inhibisyonu bile mikroorganizmalar icin 6ldurictiyken memeliler icin 6lduricu
degildir. Bu 6zelliginden dolayi 5,7-Dikloro-1,3-benzoksazol-2-tiyol turevi bilesikler
GIcN-6-P sentaz inhibitoru olarak kullanilir. Sonug¢ olarak bu enzimin inhibisyonu
kemoterapotik 6neme sahip olup antibakteriyel etki gésterebilir [23].

Bakteriyel Hyaluran liyaz inhibitori olanlar. Bakteriyel hyaluran liyaz
ekstrasellular matriksin énemli bir 6gesi olan hyalurani pargalar. Doku insasi igin
hyaluran onemli rol oynar. HA fertilizasyon, embriyonik gelisme hicre gocu ve
farklilagsmasi, yaralarin iyilesmesi, yangi olaylari ve timor hicrelerinin metastazi
ve blyumesinde onemli role sahiptir. Hyaluran, Okaryotlarda
hyaluranglikoaminidaz, prokaryotlarda ise prokaryotik hyaluran liyaz enzimi
tarafindan pargalanir. HA degredasyonu sonucu olusan disakkaritleri bakteriler
karbon kaynagi olarak kullanmaktadir. Bu durum patojenlerin yayllmasini ve
dokularla iligkilendiriimesini  kolaylastirmaktadir. Bu enzimin inhibitorleri
antibakteriyel tedavi icin guclu adaylardir. Benzoksazol-2-tiyon Streptococcus

agalactiae susunun hyaluran inhibisyonu icin tiretilmigitir [ 24 ].

1.2.2. Antiviral Etkisi

1948 yilinda Cutting ve ark., [ 19 ] tarafindan yapilan g¢alismada nonsubstitlie
benzoksazol yapisinin duguk, fakat uzun sdreli antiviral aktivite gosterdigi
saptanmigtir. Akbay ve ark., [25] yaptigi calismada ise 2,5,6-trisubstitue
benzoksazol, benzotiyazol, benzimidazol ve oksazol (4,5-b) piridin tlrevlerinin

HIV-1 Revers transkriptaz inhibitor aktivitesine sahip oldugunu gézlemlenmisgtir.

1.2.3 Antihelmintik Etki

Satyendra ve ark., [26] tarafindan yapilan ¢alismada 5,7-dikloro-2-hidrazinil-1,3-
benzoksazolden sentezlenen 6,8-dikloro [1,2,4]triazol [3,4-b] [1,3]benzoksazol -
3(2H)-tiyonin ve onun tdrevlerinin bir antihelmintik etkiye sahip oldugu
gOrulmustur. Bu bilesikler parazitin barsak hucrelerindeki emilim mekanizmasini

engelleyerek etki gosterir.

1.2.4. Antineoplastik Etkisi
Proteinkinaz blyime hormonlari ile aktive olan intraselluler bir sinyal
transdiksiyon proteinidir. Hicre buyumesi ve farklilagsmasi, hicre dongusu,

transkripsiyon, translasyon ve hiicre metabolizmasi gibi cesitli hiicresel islevleri
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dizenleyen protein kinaz, cesitli kanser tiplerinde siklikla aktive olmaktadir.
Gecmis vyillarda, kanser gelisiminden sorumlu molekuler mekanizmalar Ustine
ayrintili sekilde galisiimis ve protein kinazin sinyali timoérin bidyumesi, devamhligi
ve katkida bulunduklari detayl olarak belgelenmistir. Berta ve ark., [27] tarafindan
yapillan c¢alismada 2-(3-fenil-1H-pirizol-4-yl)-1,3-benzoksazoliin protein kinaz
inhibitord oldugu gorulmuagtir. Protein kinaz inhibitord olan bilegiklerin antitimor

etkisi vardir.

DNA topoizomeraz inhibitéri olanlar: DNA’ da sidper kivrimlasma, DNA
metobolizmasinin pek ¢ok yonuni etkileyen bir islemdir. Her bir hiicre, 6zgun iglevi
DNA’ y1 kismen agmak ya da gevsetmek olan enzimlere sahiptir. DNA kismi agilim
uzantisini arttiran ya da azaltan enzimlere topoizomerazlar denir [28]. Bunlar
DNA’ nin baglanti sayisini degistirir. Bu enzimler 6zellikle replikasyon ve DNA
paketlemesi gibi dnemli islemlerde dnemli rol oynar. iki izomeraz sinifi vardir. Tip |
izomerazlar, iki sarmaldan birini kisa sureli olarak kirip, kirik olmayan uglardan
birini ddondirmek ve kirik olan uglari yeniden birlestirmek seklinde etki gdsterirler.
Tip 1l izomerazlar her iki sarmali da kirar. Bu islemi gergeklestirirken ATP’ ye
gereksinim duyar. Topoizomeraz aktivitesi replikasyon, transkripsiyon ve
kromozom yogunlagmasi gibi hucresel iglemlerde 6nemli oldugundan dolayi
antikanser ilaglarin gelismesinde yaygin olarak kullanilir. Topo Il enzimi insanlarda
kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin belilenmesinde 6nemli bir parametredir
[29]. Yapilan arastirmalarda heterosiklik halka tasiyan benzoksazol turevlerinin
Okaryotik DNA topoizomeraz inhibitort oldugu belirtilmistir [30].

1.3. Kisa Zamanli Test Sistemleri

Her gecen gun artarak devam eden teknolojik gelismeler, birgok avantajin yani
sira bircok sorunu da beraberinde getirmektedir. Basta kanser vakalari olmak
Uzere astim, alerji gibi birgcok hastaligin sikligindaki artig; ilaglar, kozmetik trdnleri,
gida katki maddeleri ve sanayide kullanilan kimyasal maddelerin glivenli kullanimi

icin toksik etki potansiyelleri yontinden incelenmelerini gerekli kilmaktadir [31].

Kimyasal maddelerin kisa, orta ve uzun donemde toksisitelerini degerlendirmede
akut, subakut, subkronik ve kronik toksisite testleri disinda teratojenite,
karsinojenite ve mutajenite testleri gibi test sistemleri de kullaniimaktadir. Toksik

etki risklerinin degerlendiriimesinde en iyi yontem deney hayvanlari ile yapilan



testler olmasina karsin sonug¢lanmalari uzun surmekte, uygulanmalari zor ve
pahali olmaktadir [ 32 ].

Maruz kalinan kimyasallarin gerek nitelik gerekse nicelik olarak fazla olmasi, ¢ok
sayida deney hayvani kullaniminin gerekliligi, deney hayvaninin toksik dozlarda
acl cekmesinin azaltilmasi, ¢ogu zaman hizli degerlendirme ve otomasyon
yapilma geregi, alternatif kisa sureli in vitro testleri 6n plana ¢ikarmistir. Bununla
birlikte in vitro testlerin ancak in vivo testler i¢in bir 6n tarama testi olarak kabul

edilmesi gerektigi seklindeki tartismalar da strmektedir [33].

Genelde kabul edilen bir goruse gore, direkt veya biyotransformasyon sonrasi
karsinojenik etki goOsteren tum maddeler %100 oraninda mutajenik etki
gosterebilirken, mutajenik etki gosteren bilesiklerin %77-98 oraninda karsinojenik
etki gosterdigi bilinmektedir [34]. Mutajenite ile karsinojenite arasinda bulunan bu
paralel durumun baglica sebebi, mutasyonlarin genetik materyalin dogrudan
etkilenmesiyle ortaya c¢ikabilmeleri, ancak kanserin ¢ok basamakli karmasik
biyolojik olaylardan olusmasidir. Ancak genetik kodun evrensel olmasi,
karsinojenite ile mutajenite arasinda yuksek bir iliskinin bulunmasi kimyasallarin
taranmasinda kisa zamanh mutajenite test sistemlerinin yaygin kullanimina neden

olmustur [31].

Mutajenik etki potansiyelini saptamak icin bakteriden memeliye kadar pek cok
organizmanin kullanildigi, 200°’den fazla kisa zamanl test sistemi geligtiriimigtir.

Bunlardan bazilari agagida 6zetlenmistir.

1.3.1. Mikrogekirdek Testi

Mikrocekirdek (MC), kromozom fragmentleri veya tim kromozomun hiicre
bolinmesi sirasinda yavru gekirdek olarak ana gekirdek disinda kalmasidir. MC
tespiti icin sitokinezi kuf mantarlarinin metabolitlerinden biri olan sitokalasin-B ile
durdurulmus mikrogekirdek testi tercih edilir. Sayim, bir kez bolinmus hucrelerle
sinirhdir [35]. Bu test teorik olarak bolunebilme 6zelligine sahip her hicre tipinde
uygulanabilir. MC’ler genellikle hicre siklusunu kontrol eden genlerdeki
eksiklerden, mitotik igdeki hatalardan, kinetokordan veya mitotik aygitin diger
parcalarindan ve kromozomal hasarlardan kaynaklanan, hicrenin mitoz bélinmesi
sirasinda ortaya c¢ikan, esas c¢ekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya
asentrik kromozom fragmanlarindan koken alan olusumlardir. MC sayisindaki

artis, somatik hucrelerdeki genomik kararsizhigin gostergesidir [36, 37].
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Mikronukleus testinde kromozom kirigi, kromozom kaybi, disentrik kromozom, gen
amplifikasyonu, nekrozis, apoptozis, non-disjunction, sentrozom anormalileri tespit

edilen hasar tipleridir [37].

1.3.2. Komet Testi

Komet testi, ¢esitli ajanlarin yol agtigi DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarinin tespiti igin
kullanilan hassas, hizli ve guvenilir bir ydontemdir. Tek hicre jel elektroforez teknigi
olarak da adlandinimaktadir. DNA kiriklarinin tayini prensibine dayanan bu
yontem, pek cok fiziksel ve kimyasal mutajenin 6zellikle insanlarda yol actigi DNA
hasarinin tayininde, DNA hasarinin derecesini ve tamirini tespit etmede kullanilan
bir biyoizlem testidir. Komet testi tUm Okaryotik hlcrelere uygulanabilmesi, disuk
hasar seviyesini olgebilmesi, az sayida hlcre érnegi gerektirdigi icin hizli, basit ve

ucuz bir yontem olmasindan dolayi genis bir kullanim alanina sahiptir [38].

Bu yobntem, hucrelerin DNA'larini tek tek inceler. Genel olarak, izole edilen
cekirdek icindeki DNA, ince bir agaroz jel icine fikse edilip elektroforetik ortamda
yuratular. Eger cesitli genotoksik ajanlarla hasara ugrayan DNA’lar tamir
mekanizmalari ile tamir edilememig, tek veya cift DNA zincirlerinde kiriimalar
olusmus ise kirilan farkli molekul agirliklarina ve farkh elektrik yikine sahip
kirllmis DNA molekulleri elektroforetik ortamda farkh hizlarda go¢ ederler. DNA
molekilleri etidyum bromir gibi DNA spesifik boyalarla boyanip floresan
mikroskop altinda incelendiginde hasarin derecesine gbére DNA’lar dairesel
formdan kuyruklu yildiza benzer forma kadar goruntuler olusturduklarindan dolayi

yonteme “Comet Assay” adi verilmigtir [39, 40].

1.3.3. Kardes Kromatid Degisim Yontemi

Kardes kromatit testi, kardes kromatitlerin homolog lokuslari arasinda DNA
replikasyon Urlinlerinin simetrik degisimini gosteren bir testtir. Bu yontemin temel
prensibi, kardes kromatitlerin birbirine kontrast saglayacak sekilde boyanmasina
dayanir [41]. Kardes kromatitlerde meydana gelen bu parga degisimi, boyanma
farkhligindan hemen anlasilir. Bu test, gesitli ajanlarin mutajenik ve karsinojenik
etkilerinin, Ozellikle kromozomlarda olusan yapisal degisimlerin arastiriimasini
saglar. KKD yontemi ile ¢ok duslk konsantrasyonlarda zayif mutajenik etki

gOsteren kimyasallarin etkileri kromozom dizeyinde incelenebilmektedir [42].
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1.3.4. umu (SOS) Test Sistemi

Uluslararasi Kalite Degerlendirme Sistemi (international Organization for
Standardization iSO) tarafindan kolorimetrik bakteriyel testi olarak kabul edilen
umu-testi, DNA hasarlari ile induklenen SOS onarim sistemi esas alinarak
geligtirilmigtir. S. typhimurium TA 1535/pSK1002 suslar genotoksik etkili bir
kimyasala maruz kaldiginda olusan genotoksik hasar bakteri SOS cevabinin bir
parcasi olan umuC-lacZ genini indukler. lacZ { galaktozidazi kodlar. f
galaktozidaz, B galaktosit yapisindaki renksiz ONPG substratini pargalayarak sari
renkli o-nitrofenole donusturur. Test lacZ indiksiyonunun kolorimetrik dlcimuine
dayanir [43].

1.3.5. rec YOontemi

Bu yontem DNA rekombinasyon sistemi hasarli bir sus ile hasarsiz bir sus
arasindaki hayatta kalma oranlarindaki nispi farkliiga dayanmaktadir. DNA'da
hasar oldugunda her iki susta da kesip ¢ikarma onarim sistemi induklenir. Hasar
miktari arttiginda replikasyon sonrasi onarim sistemleri rec” susunda indiklenirken
rec- susunda rec E proteini eksikligi nedeniyle indiklenmez. Bu durumda rec+
susu hayatta kalabilirken rec’ susu olur. Boylece kimyasallarla muamele edilen
suslarin Ureme oranlari karsilastirildiginda kimyasallarin DNA’ylI hasara ugratma
potansiyelleri gbzlenebilir. Yontem interkalasyon, DNA kiriklari, DNA bazlarindaki
kimyasal degisimler, capraz baglanmalar ile genis spektrumdaki DNA hasarlarini
belirleyebilir [44].

1.3.6. AMES-II Test Sistemi

Gee ve arkadasglar [45] tarafindan geligtirilen bu test sistemine mikroplak
formatinda mutajenite test sistemi de denir. Bu test sisteminde S. typhimurium
TA98, TA1537, TA7001, TA7002, TA7003, TA7004, TA7005, TA7006 mutant

suslari kullaniimaktadir. Bu suslardan;
TA7001 AT —» GC
TA7002 TA — AT
TA7003 TA — GC
TA7004 GC — AT

TA7005 CG — AT
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TA7006 CG — GC

baz ciftlerindeki degisimleri saptamaktadir. TA7001-7006 suslari sisteme tek tek
uygulandiginda kendiliginden geri donus frekansi ¢ok duslik oldugu igin AMES-II
test sisteminde bu suslarin timinin karisimi olan TAMIX uygulanir [45]. Bu
yontemde kimyasal maddelerin mutajenik etkileri gok kuyucuklu plaklarda, sivi
fazda kolorimetrik okuyucu kullanilarak test edilir. Ames-Il test sisteminin birgok
avantaji vardir [46]. Bunlarin basinda: maliyetinin disuk olmasi, daha kisa surede
sonu¢ alinmasi, daha az test kimyasali kullaniimasi, daha az reaksiyon bileseni
gerektirmesi, birden fazla dozu ayni zamanda inceleme olanagi sunmasi, Ames

testi ile yiksek oranda uyum gostermesi gelmektedir [47].

1.3.7. Yes Testi

Test icin kullanilan organizma Saccharomyces cerevisiae olup, insan 6strojen
(hERa) reseptorleri ile etkilesebilen bilesikleri tanimlamak igin genetik olarak
modifiye edilmistir. hERa DNA dizileri maya hiicresi ana kromozomuna sabit bir
sekilde entegre edilmistir. Maya hucreleri ayni zamanda [ galaktosidaz enzimini
kodlayan haberci lacZ gen plazmidi ile Ostrojene duyarli elementleri de
icermektedir. Bu ligand baglandiginda hERa, plazmid DNA ekspresyonundaki
uygun cevablr veren elementlerle etkilesir ve haberci gen lacZ'nin
transkripsiyonunu aktive eder. Ortama [ galaktozidaz salinir. B galaktozidaz, sari
renkli klorofenol kirmizi-B-D-galaktopiranozid substratini kirmizi-mor renkli 570
nm’de olciilebilen Griine dénustirur. Olglilen ODs7o ortama salinan B-galaktozidaz
miktari ve dolayisiyla da ilgili reseptére baglanan test maddesinin aktivitesi ile
dogrudan korelasyon gdsterir. YES yOontemi ile test maddesinin hem agonist hem

de antogonist etkileri saptanabilmektedir [48].

1.3.8. Ames Testi

Salmonella / mikrozom test sistemi olarak da adlandirilan ve Bruce Ames
tarafindan gelistiriimis olan Ames testi mutajen-karsinojen etkisi bilinen kimyasallar
ile gecerliligi acikca kabul edilmis, Ekonomik isbirligi ve Kalkinma Organizasyonu
(Organisation for Economic Co-Operation and Development, OECD) tarafindan

standardize edilmis bir testtir.

Bu test sisteminde, S. typhimurium LT2 atasal susundan in vitro mutasyonlar ile
elde edilmis bir seri S. typhimurium mutant sus kullaniimaktadir. Bunlar S.
typhimurium TA1535, TA1537, TA1538, TA98, TA100, TA102, TA104 suslandir
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[49]. Salmonella suslar histidin operonundaki gesitli genlerde farkli mutasyonlara
sahiptir. Farklh mekanizmalar ile etki gosteren mutajenlere cevap olusturmak igin
dizayn edilmigstir [50]. Ames testi yapay olarak mutasyona ugratilarak histidin (his)
sentezleme yetenegini kaybetmis (his’, oksotrofik, his gerektiren) S. typhimurium
suslarinin test edilen kimyasal madde ile maruziyetinden sonra ikinci mutasyon
gegcirip, yabanil tip (his’, prototrofik, his Ureten) hale donismeleri temeline dayanir.
Prototrofik suslar his aminoasidi sentezleme vyetenedine sahipken, mutant
(oksotrofik) suglar his operonundaki yapay olarak olusturulan nokta
mutasyonundan dolay! his aminoasidini sentezleme yeteneklerini kaybederler ve
bu yluzden de ortamda hazir amino asidi bulunmadigi durumlarda gogalamazlar
[51]. Mutajenik bir olay s6z konusu oldugunda his geninde baz cifti veya cerceve
kaymasi mutasyonu olur ve his™ suslari ikinci bir mutasyon gegirip his™ suslari
haline donusur. Ames testinde bir kimyasalin mutajenik etki potansiyeli kimyasalin
cesitli  konsantrasyonlarina maruz birakilan his® suslarinin  davraniginin

degerlendiriimesi ile dlctlebilir [52].

Histidin mutasyonu

S. typhimurium his” mutantlarin DNA baz dizilimi analizi yapilarak mutasyonlarin
yerleri ve karakterleri saptanmistir. Her test susu, histidin operonunun degisik
bdlgelerinde ¢esitli mutasyonlar icermektedir [53]. Sekill.5’ te histidin operonu
gOsterilmigtir. Bunlar bir pirimidinin bir pirimidinle yer degistirmesi veya bir purinin
bir purinle yer degistirmesi sonucu olugan transisyon, bir pdrin ile pirimidinin
karsgilikli yer degistirmesi sonucu olugsan transversiyon mutasyonlaridir. Diger bir
tip degisiklik ise gen icinde herhangi bir noktaya bir ya da daha fazla bazin girmesi
sonucu insersiyon bir ya da daha fazla bazin ¢ikmasi sonucu olusan delesyondur.
Bu mutasyonlar U¢li okuma c¢ercevesi degistigi icin cergeve kaymasi mutasyonu
olarak adlandirilir [54].

S. typhimurium TA 100 ve S. typhimurium TA1535 suslarinda bulunan his G46
mutasyonu, histidin biyosentezindeki ilk enzim olan pirofosforilazi kodlayan
PRATP his G geni Uzerindedir [55].

-GAG- -GGG-
=
-CTC- -CCC
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Bu mutasyon 16sin aminoasidinin kodonu yerine prolin aminoasidinin kodonunun
gelmesine neden olur. Bir genin protein kodlayan kisimdaki bir tripletteki bir
nakleotitin degismesi protein Urinudnde farkli bir aminoasidi kodlayan yeni bir
tripletin olusumuna yol acgabilir. Bu mutasyon yanlis anlamli mutasyon olarak
bilinir. S. typhimurium TA 100 ve S. typhimurium TA 1535 susu baz ¢ifti degisimi

sonucu atasal forma geri doner [54] .

S. typhimurium TA 1538 ve S. typhimurium TA 98 hisD3052 mutasyonu, histidin
biyosentezindeki histidinoll histidine ¢eviren son enzim histidinol dehidrogenazi
kodlayan hisD geni Uzerindedir. Histidin biyosentez metabolik yolu Sekil.1.6’ da
gOsterilmigtir. Bu mutasyon tek bir nukleotitin eksikligi sonucu olusan c¢erceve
kaymasi mutasyonudur. DNA’da gergceve kaymasina neden olan bu mutasyonlar
ya DNA’nin tekrarlanan dizileri ya da sicak noktalar denilen boélgelerinde gorilen
kodon kaymalarini geri donusturerek bu kodonlarin yeniden dogru okunmalarini
saglarlar [53]. S. typhimurium TA1538 ve S. typhimurium TA98 suslari, gerceve
kaymasi tipi mutasyonlara neden olan 2- nitrofloren ve amino tirevleri, cesitli
aromatik nitroz tirevleri gibi farkli mutajenler tarafindan indiiklenmesi ile tekrar his”

hale geri donusturalmektedir [55, 56].
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hisC hisB hisH | hisA | hisF his I

L hisG I hisD

Phosphoribosylpyrophosphate G E I A H F B C B B
—r— —— — > > ———— —p

+ ATP
Sekil.: 1.5 Histidin Operonu
7 AN AN [ 7]
N N—EFPP N N-RP N N-RP N N-RP
@ _ ® _a JIC @
ATP Mg H N Mg Hg:‘-—"z\ N HMEcZo H,N =0 N
. - N—l — - Nt —— H.|\1=C|/ — H_lx'—c%’ —
e \ ; . . .
H . .
PRPP H H HCH
HCOH HCOH HCOH =0
HCOH HCOH HCOH HEOH
NC— N{ZZ— \1.— H|ZOH
H30P CH;0P CH;0P C,HOP
Fosforibozil-ATP Fosforibozil- AMP Fosforibozil Fosforibozil L _
formimino- PRAIC formimino- PRAIC
HEN HEN HE— Hﬁi—}' Hh’fm{
- /3H X /:H slutamat \I/:H . ‘///CH-
— < N N — <
- , Mg~ .
H H, Hy H, = HE.OH
HCNH, HfNH2 HI:XHl =0 HCOH
‘0O0H "H,0P "H,OP "H,0P CH,;OP
L-Histidin L-Histidinal L-Histidinol fosfat Imidazol asetol fosfat-JAP  Imidazol gliserol fosfat-IGP
+
RP
NZ SN
HEN_(:_:‘ 0 NH2

Fosforibozilaminoimidazole
karboksamid-PRAIC

Sekil.1.6 Histidin Biyosentez Metabolik Yolu

S.typhimurium TA1535 ve TA1538 suslari TA100 ve TA98 suslariyla yapilan
deneylerin sonuglarini desteklemek icin kullanilir. S. typhimurium TA 1535 ve TA
1538 suglari TA 98 ve TA 100 suslarinin yerini tutan izogenik suslardir [55].
PKM101 plazmidi kimyasal ve UV mutasyonu sonucu olusan hata meyilli
rekombinasyonel onarima sokarak duyarliligi arttirir. S.typhimurium TA 1535 ve
TA 1538 suglari olduk¢a az kendiliginden mutasyon sikhgina sahip oldugundan
dolay! arastiricilar arasinda pek tercih edilmemektedir [55].

Bir diger grubu olusturan S. typhimurium TA1537 ve TA97 suslarinda ise; histidin
biyosentezinden sorumlu gen bdlgelerinden hisC ve hisD gen bdlgelerinde,
insersiyon tipinde gen mutasyonlari meydana gelmistir [55]. Bu suslardan

S.typhimurium TA1537, hisC3076 olarak tanimlanan bir mutasyon tasimaktadir.
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Bu mutasyon his C geni i¢cinde bulunan -CCCCCC-/-GGGGGG- nukleotit dizisine
sahip DNA bolgesinde +1 baz insersiyonu ile meydana gelmis ve bu olay gerceve
kaymasi ile sonuglanmistir. S. typhimurium TA97 susunda ise bu olay, his D geni
icinde bulunan -CCCCCC-/-GGGGGG- niukleotid dizisine sahip DNA bélgesinde
+4 baz insersiyonu ile meydana gelmis ve oncekine benzer sekilde, yine gergeve
kaymasi ile sonuglanmistir. Buna bagh olarak, S.typhimurium TA1537 ve TA97
bakteri suglarinin kullanildigi deneylerde; insersiyonlar ve gerceve kaymalari ile
iliskilendirilebilen kimyasal maddelerin mutajenik potansiyelleri arastirilabilmektedir
[50].

Bunlardan farkh olan S. typhimurium TA102 ve TA104 suslari, his G428 olarak
adlandirilan bir ochre mutasyonu tasimalari ile diger mutant suslardan
ayrilmaktadir. hisG gen bolgesinde meydana gelip, glutamin amino asidini
sentezleyen -GTT/CAA- kodonunu stop kodonu olan -ATT/TAA- kodonuna
donusturen baz gifti degisimi (transisyon/transversiyon) ile olusan bu mutasyonun,
oksidatif mutajenler tarafindan geriye dondurulebilmesi karakteristiktir. Bu
mutasyon ayni zamanda oksidatif mutajenler, X isinlari, U.V. 1s1g1, hidrojen

peroksit, streptonigrin ve ¢esitli aldehitler tarafindan da geri donduralebilir [49, 50].

S. typhimurium’ un bu mutant suslarina ek olarak, farkli genetik 6zellikler tasiyan
yeni suslar da kullaniimaktadir. S.typhimurium YG1041 ve YG1042 suslar
sirasiyla S.typhimurium TA98 ve TA100 suslarindan koken almaktadirlar. Her iki
sus da tasidiklari nitrorediktaz ve Oasetiltransferaz enzim aktiviteleri sebebiyle
nitroaren ve aminoarenlere kargi oldukgca hassas suslardir [56].

rfa Mutasyonu

Bu mutasyon bakteri hicre duvarinin lipopolisakkarit tabakasini kodlayan gal 503
geninde meydana gelir. Olusan bu mutasyon epimeraz aktivitesini azaltip, UDP
galaktoz ve UDP glikoz donusuimunde etkilidir. Bu donusum hucre duvarinin
sentezi igin gereklidir. Bdoylece hiucre duvarinin gegirgenliginin artmasina ve buyuk
molekullerin gecisine neden olur. Bodylece kimyasallarin toksik etkisi ve

mutajenitesi artmis olur [50].

uvrB Mutasyonu
DNA onarim sisteminde kesip ¢ikarma gorevini Ustlenen enzimi kodlayan uvrB
genindeki delesyon sonucu olusur. uvrB delesyonu, kesip ¢gikarma mekanizmasini

saf disi biraktidi icin hata orani yuksek onarim mekanizmasi (SOS) tarafindan

17



daha fazla DNA lezyonunun onarilmasi mumkudn olur. Bdylece uvrB mutasyonu,
bircok mutajenin ortaya c¢ikarilmasinda duyarliigin artmasina neden olur. Bu
delesyon biyotin sentezinde rol oynayan genleri de kapsar. Bu nedenle, bakteriler

ureyebilmek igin histidinin yaninda biyotine de gereksinim duyarlar [57].

R Faktori

S. typhimurium TA 98 susu TA1538’e TA 100 susu ise TA1535 susuna ampisiline
direnclilik genini tasiyan pKM 101 plazmidinin eklenmesiyle elde edilmigstir. Bu
plazmid hataya meyilli DNA onarimini arttirarak mutajene kargi hassasiyeti arttirir
[49, 50].

pAQ1 Plazmidi
Tetrasiklin direnglilik geni tasir ve S. typhimurium TA102 susunda bulunur. S.
typhimurium TA1535 ve TA100 suslar ile saptanamayan ve baz ¢ifti degisimine

neden olan mutajenleri tespit edebilmek amaci ile gelistirilmistir [49, 50].

Cizelge 2. 2. Salmonella Mutant Suslarinin Genetik Ozellikleri

Sus Histidin | LPS | Onarim | Mutasyon Niteligi | Belirlenecek Bilesik Siniflari
Mutasyonu
TA1535| hisG46 rfa | AuvrB AT-->GC Baz cifti yer degisimine neden
transisyon olan mutajenler
TA1537| hisC3076 | rfa | AuvrB C..C Cerceve kaymasina neden
yanina +1 olan kimyasallar
TA1538| hisD3052 | rfa | AuvrB CG...CG Cerceve kaymasina neden
yanindan +1 olan kimyasallar
TA98 | hisD3052 | rfa | AuvrB CG Cerceve kaymasina neden
yanindan -1 olan kimyasallar
TA100 hisG46 rfa | AuvrB AT-->GC Baz cifti yer degisimine neden
transisyon olan mutajenler
TA97 | hisD6610 | rfa | AuvrB CCC Cerceve kaymasina neden
yanindan + 4 olan kimyasallar
TA102 PAQ1 rfa - G ochreAT Oksidantlar, X iginlari, UV,
hisG428 Mitomisin c, Bleomisin, HO ve
kinonlar
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Kullanilan Test Suslari
Ames test sisteminde kullanilan S. typhimurium TA100 ve TA98 suslari Dr. Bruce

N. Ames’den (Biochemistry Department, University of California, Berkeley, CA,

U.S.A.) saglanmistir.

2.2. Kimyasal Maddeler

2.2.1. Test Edilen Kimyasal Bilesikler

Ankara Universitesi Eczacillk Fakiiltesi, Farmasotik Kimya Ana Bilim Dali
tarafindan sentezlenen 2 ve 5 konumdan sulbstitie edilmis benzoksazol tlrevi

bilesiklerin formulleri Cizelge 2. 1’ de verilmistir.

Tablo 2.1. Calismada Kullanilan Benzoksazol Turevi Kimyasal Bilesikler

BILESIK

KODU KAPALI FORMULU BILESIGIN ADI M.A
Q 2-Fenil -5 - (4-
TD1 N aminofenilstlfonamido) | 365.41
NH; SCNH benzoksazol

benzoksazol

- Cl 2- (4-Klorofenil)-5-(4-
TD2 NHH—QS&NH N aminofenilsiiffonamido) | 399.85

Q - 2-(4-Florofenil)-5-(4-
TD3 NH_@SO_NH PP_Q aminofenilsiilffonamido) | 383.40

benzoksazol

benzoksazol

QO: i: jej o | 2-(4-Bromofenil)-5-(4-
TD4 NH;—@SD;NH N aminofenilsulfonamido) | 444.30
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TDS

el

SOQNH

2-(4-Etilfenil)-5-(4-
aminofenilstlifonamido)
benzoksazol

393.46

TD6

0
L
NH;—@SOENH N

2-(4-Metilfenil)-5-(4-
aminofenilstlifonamido)
benzoksazol

379.43

TD7

igs
HHQQ SON N

2-(4-Metoksifenil)-5-(4-
aminofenilstlifonamido)
benzoksazol

395.43

TD10

0
Qo0
N H;—@ S0-NH N

2-Benzil-5-(4-
aminofenilstlfonamido)
benzoksazol

379.43

TD11

0
}-cw@ v
PJHZGSO NH N

2-(4-Klorobenzil)-5-(4-
aminofenilsulfonamido)
benzoksazol

413.88

TD12

Lo
NH; —@SO MH

2-(4-Florobenzil)-5-(4-
aminofenilstlfonamido)
benzoksazol

397.42

TD13

0
(e
NH;@SOENH N

2-(4-Bromobenzil)-5-(4-
aminofenilstlfonamido)
benzoksazol

458.33

TD14

}—CH G
NH;—@SONH

2-(4-Metilbenzil)-5-(4-
aminofenilstlfonamido)
benzoksazol

393.46
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2.2.2. Cozuculer
Ames test sistemine uyumlu organik c¢6zictu dimetilsilfoksit (DMSO)

kullaniimistir.

2.2.3. Pozitif Mutajenler

Ames test sisteminde metabolik aktivasyon yoklugunda S. typhimurium TA100
susu igin sodyum azit (1,5 pg/plak) (Sigma) S. typhimurium TA98 susu igin
danomisin (6 pg/plak) (Deva Holding A.S.) kullaniimigtir

2.2.4. Diger Kimyasal Maddeler

D-biyotin, L-histidin-HCI monohidrat, kristal viyole, sitrik asit monohidrat, D- glukoz,
ve sodyum amonyum fosfat Sigma’dan; Oxoid agar, Oxoid broth No: 2 Oxoid’ den;
ampisilin trinidrat ve DMSO Fluka’dan; magnezyum silfat Riedel-de Haén’ den,

potasyum fosfat ve NaCl Merck’'ten saglanmistir.

2.2.5. Caligmada Kullanilan Kimyasal Bilesiklerin Hazirlanmasi
Test edilen kimyasal maddelerin timii % 100 DMSO igerisinde ¢oziildi. ilk olarak
kimyasal maddelerin sitotoksik dozlari belirlendi. Sonrasinda toksik olmayan en

yuksek doz esas alinarak mutajenik etki denemeleri yapildi.

2.2.6. Galismada Kullanilan Besi Ortamlari ve igerikleri
Vogel Bonnner Tuz Cozeltisi (50 X VB)
Minimal agar ortaminin tuzu olarak kullanilr.

1000 mligin

Distile su 650 ml
Magnezyum siilfat (MgSO,.H,0) 10 g
Sitrik asit monohidrat (CgHgO7.H,0) 100 g
Potasyum fosfat (K;HPO.,) 500 g

Sodyum amonyum fosfat (NaHNH4PO,4.H,0) 175¢

Malzemelerin tabloda verilen sirayla sicak olan distile suya eklenip manyetik
karigtirici kullanilarak iyice ¢éziinmesi saglanir. Otoklavda 121°C’de 30 dakika

steril edilip oda sicaklhidinda karanhk ortamda saklanir [ 49, 50 ].
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Glukoz Cozeltisi (20 % w/v)
Minimal agarli ve his/bio/ampilisinli ortamlarda karbon kaynadi olarak kullanilir.

1000 mligin
Distile su 800 ml
Glukoz 200¢

Erlene belirtilen miktarda glukoz eklenir. Distile su eklenerek son hacime
tamamlanir. Karisim berraklagsana kadar manyetik kanstiriciyla karistirihr.
Etiketlenip tarihlendikten sonra otoklavda 121°C’de 20 dakika steril edilip +4 °C’de
saklanir [49, 50].

Histidin / Biyotin Cozeltisi (0,5 mM)

Ust agara eser miktarda histidin ve biyotin eklemek igin kullanilir.

1000 mligin

Distile su 1000 ml
D-Biyotin 124 mg
L — Histidin-HCI 96 mg

Maddeler ilk 6nce biyotin daha sonra histidin olmak Uzere distile suyun icinde
cozulir. Daha sonra karigim otoklav edilip +4°C’de saklanir.  Mutajenite
deneylerinde 100 ml'lik yumugak agara 10 ml his/bio ¢Ozeltisi eklendi. Cunku
bakteriler stres kosullarinda 6rnegin mutajenik kimyasallar varliginda veya besin
eksikliginde Ureyemezler. Bu nedenle ortama konan ¢ok az miktardaki his/bio

bakterilerin birka¢ bélinme gecirmelerine izin verir [49, 50].

Yumusak Agar

1000 mligin

Distile su 1000 mi
Agar 69
Sodyum klorar 59
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Karisim 20 dakika 121°C ‘de otoklovda steril edilir. Mutajenite ve sitotoksite

deneylerinde kullanilir [49, 50].

Ampisilin Cozeltisi (0,8 %, w/v)

Bu c¢ozelti pKM101 plazmidi tasiyan S.typhimirium TA98, TA100 suslarinin
dogrulanmasi ve plazmid tagiyan suslarin master plaklarin hazirlanmasi igin
kullanilir [50].

100 ml igin
NaOH (0.02 N) 100 ml
Ampisilin trihidrat 8 mg

Ampisilin trihidrat 65 °C ‘deki sicak suda ¢ozullr. 0,45 mikrometre filtre kullanilarak
steril edilip + 4°C ‘de saklanir [49, 50].

Kristal Viyole Cozeltisi (0,1% w/v)
Tam suslarda rfa mutasyonunu dogrulamak igin kullanilr.

100 mligin
Distile su 100 ml
Kristal viyole 100 mg

Kristal viyole 100 ml su igerisinde iyice ¢ozinir. Karisim +4°C’ de 1siga karsi

korumak igin koyu renkli cam sisede saklanir [49, 50].

Biyotin Cozeltisi (% 0.01 w/v)
Master plak ve sus tayini igin hazirlanan minimal ortamin zenginlestirmek igin

kullanilr.

100 mligin

Distile su 100 ml
D-Biyotin 100 mg

Sicak distile suya biyotin eklenip iyice ¢ozuldikten sonra 0,45 mikrometre filtre
kullanilarak steril edilip + 4°C ‘de saklanir [49, 50].
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Histidin Cozeltisi (% 0.5 w/v)
Master plak ve sus tayini igcin hazirlanan minimal ortamin zenginlegtirmek igin

kullanilir.

100 mligin

Distile su 100 ml
L-Histidin 500 mi

Histidin suda ¢o6ziindiikten sonra elde edilen karisim 15 dakika 121°C ‘de
otoklav’da steril edilir. + 4°C ‘de saklanir [49, 50].

Histidin / Biyotin / Ampisilinli Kati Ortam

1000 mligin

Distile su 860 ml
Agar 15¢g
50 x VB Tuzlari 20 ml
%20 Glukoz 100 ml
Steril Histidin.HCI.H,0 (%5) 10 mi
Steril 0.5 mM Biyotin 6 ml
Steril Ampisilin ¢ozeltisi 3,15 ml

Agar ve su karisimi otoklavlanir. 45 C’ye sogutulup, %20 glukoz, 50xVB tuzlari,
histidin, biyotin, ampisilin bu ¢dzeltiye eklenir. Bakteriler bu plaklarda +4 C'de 2 ay
sureyle saklanabilir. R faktort tasiyan suslarin direnglilik 6zelliklerin test edilmesi

amaciyla kullanilir [49, 50].

Minimal Glukoz Agar Plaklari

1000 mligin

Distile su 880 ml
Agar 15¢g
50 x VB Tuz 20 ml
% 20 glukoz 100 mi

Bu ortam, suslarin kendiliginden geri dénen koloni sayilarinin saptanmasi ve

mutajenite deneylerinde kullanilir [49, 50].
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Nutrient Agar Plaklari
Tek koloni ekimi, kristal viyole hassasiyetinin test edilmesi veya bakterinin

canhliginin test edilmesi igin kullanilr.

100 ml

Distile su 1000 ml
Agar 15 mg
Oxoid Nutrient Broth 15 mg

Agara su eklenip ¢ozulmesi saglanir. Ardindan toz nutrient broth eklenip
¢ozlliinceye kadar karistiriir. 121 °C'de 20 dakika otoklovlanir. Agar 65°C’e
sogutuldugunda 25 ml olarak plaklara dagitilir. +4°C’de saklanir [49, 50].

Nutrient Broth
Gecelik kulturde test suslarini Gretmek icin kullanilir.

1000 ml igin
Distile su 1000 ml
Oxoid Nutrient Broth 15 mg

Toz halinde bulunan nutrient broth distile suyla iyice ¢éziliinceye kadar karistirilir.
Otoklavda 121°C’de 20 dakika steril edilip oda sicakliginda karanlik ortamda
saklanir [49, 50].

2.3. Caligmada Kullanilacak Test Suslarinin Uretilmesi

S.typhimirium TA 98 ve TA 100 mutant suslari dondurulmus érneklerinden nutrient
agar plagina tek koloni ekimi yapildi. 37 °C'de gecelik inkiibasyonun ardindan
saghkh gértunen bir koloni alinarak yeterli histidin, biyotin ile desteklenmis minimal
glukoz agarl plaklara ¢izgi ekim yontemiyle ekildi. Bu islem her deneyde tekrar
edildi. Donmus stok kultarlerin hazirlanmasi igin kullanilacak saf bir kdltirin
uretiimesi icin en azindan iki saflastirma basamag! gereklidir. Saflagtirma islemi
icin uygun olarak desteklenmis minimal agar plaklari kullanilir. Fakat desteklenmis

minimal agar plaklari yerine nutrient agar plaklari da kullanilir. Bunun tek dez
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avantaji kontaminasyon riskinin fazla olmasidir. Bu yuzden nutrient agar plaklari
saflagstirma igleminde fazla tercih edilmez. Minimal agar plaklarinda yeterli Greme

gozlenebilmesi icin 37°C’de 48 saat inkiibasyon gereklidir.

2.4, Galismada Kullanilacak Test Suslarinin Genetik isaretlerinin Kontrolii
2.4.1. Histidin Gereksinimi Kontrolu

Test suglarinin his karakteri suslarin minimal plaklara ekilmeleri yoluyla kontrol
edildi. Tum test suglar uvrB delesyonu nedeniyle histidine ek olarak biyotine de
gereksinim duymaktadir. Suslar, histidin biyotin iceren ve sadece biyotin igeren
histidinsiz minimal plaklara ekildi. Suslarin histidin varhginda Ureyip, his

yoklugunda Grememeleri his karakterini dogrulamaktadir.

2.4.2. pKM101 Plazmit Varhginin Kontroli

Histidin, biyotin, ampisilin iceren minimal agarh plaklara R faktérl test edilecek
suslarin ekimi yapildi. Ampisilin aktivitesini kontrol etmek igin ayni plakta R faktéru
icermeyen suslar da test edildi [54]. 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyonun ardindan R
faktora iceren susglar ampisilinli ortamda urerken, R faktori icermeyen suglarin
ayni plaklarda Uremedigi gozlendi. Boylelikle koloniler, ampisiline direnclilik

acisindan test edilmis oldu.

2.4.3. rfa Mutasyonu Kontrolu

Test suslarinin gecelik kultirinden alinan 0,1 ml ’lik 6rnekler nutrient agarli
plaklara yayildi. Filtre kagidindan hazirlanmis ve (1 mg/ ml) 10 kristal viyole
gozeltisi emdiriimis diskler, plagin ortasina yerlestirildi. Plaklarda 37 °C'de 24
saatlik inkibasyonun ardindan diskin tzerinde inhibisyon zonu gozlendi. Diskin
cevresindeki seffaf bolge, blyuk bir molekull olan kristal viyolenin bakteri igcerisine

girip, onu oldurmesine izin veren rfa mutasyonu varliginin gostergesidir [49].

2.4.4. uvrB Mutasyonu Kontrolu

Nutrient agar plaklarina steril kirdanla gizgi ekim yontemiyle ekim yapildi. Bu
plaklardan bir tanesi kontrol plagi olarak kullanildi, digeri ise kapagi agilip 15
watt'lik germisidal UV lambasi altinda 33 cm uzakliktan 8 sn sireyle 1sinlandi [55].
Kontrol plagi ve UV’'ye maruz birakilan plak 37°C’de bir giinlik inkiibasyonun
ardindan uvrB delesyonu tasiyan suslarin kontrol plaginda ureyip, UV ile

Isinlanmis plaklarda ise Uremedigi gdzlemlendi.
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2.4.5. Kendiliginden Geri Donen Koloni Sayisinin Kontroli

Test suslarinin histidinsiz ortamda Uremelerine yol acan kendiliginden geriye
donus, her mutajenite deneyinde 6lculdi. Bu oksotrofik bakterilerin olusturdugu
dizenli dagihm gosteren her test susu kendine 6zgu bir frekansla kendiliginden
geriye doner [52]. Kendiliginden geriye donen frekanslari saptayabilmek igin
minimal agar plaklar kullanildi. %0,6 oksoid bakto agar, %0,5 NaCl iceren 100
mllik Ust agar 48°C’lik su banyosunda eritilerek (izerine steril 0,5Mm L-Histidin
HCI / 0,5Mm biyotin ¢oOzeltisinden 10 ml eklendi ve tuplere 2,5 mililitre olacak
sekilde dagitildi. Bu tuplere her susun gecelik kultrinden 0,1 ml eklendi ve
minimal agarli plaklara dokilip dagilmasi sagdlandi. 37°C'de 48-72 saatlik
inkiibasyondan sonra, geriye donen kolonilerin sayimi yapildi. Bu deney her sus

icin, tekrarlandi ve ortalama degerler alindi.

2.5. Calisgmada Kullanilacak Test Suglarinin Dondurulmasi ve Saklanmasi
Genetik isaretleri dogrulanan test suslarini genetik isaretleri uzun sire
kaybolmaksizin saklanabilmesi i¢in dondurulmus oOrnekler hazirlanir. Bu amagla
test suslari, sivi Greme ortaminda 1 ml'de 1-2 x10° bakteri bulunacak sekilde
uretildi. Bakteri kultarlerine, kiltiran her ml'si icin 0,09 ml olacak sekilde DMSO
eklendi ve yavascga karistirildi. Bu sekilde hazirlanmig kalttrler, 1,5 ml ‘lik soguga
dayanikli plastik ependorf tiplere aseptik kosullarda dagitildi. Tupler hemen kuru
buz igine yerlestirilerek dondurulup, -80 °C’lik derin dondurucuya kaldirildi. Test
suslari genetik 6zellikleri bozulmadan bu sekilde 3 yil saklanabildigi rapor
edilmektedir [50].

2.6. Master Plaklarin Hazirlanmasi

Mutajenite deneylerinde kullanilmak Uzere genetik iseretleri kontrol edilen
S.typhimurium TA98, TA100 suslar i¢cin master plaklar hazirlandi. En az 5 tek
koloni ikinci saflastirma plagindan alinip histidin biyotin ampisilin ile desteklenen
bir MA plagi Uzerine ekim vyapildi. Bu plaklar +4°C’ de iki ay sire
saklanabilmektedir [49, 50].

2.7. Ames Test Sistemi
Ames testinde kullanilan test bilesiklerinin bakteri igin olduricu olmayan dozlari
belirlenip, 6lduriict olmayan dozlarda mutajenik potansiyelleri test edildi.
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2.7.1. Sitotoksik Etkinin Saptanmasi

Ames test sisteminde kullanilan test bilesiklerinin, bakteri igin dlduricu olmayan
dozlarinin saptanabilmesi amaciyla 2,5 mllik Gst agara 0,1 ml uygun bakteri
derisiminde bakteri kiltiri ve en fazla 0,1 ml olacak sekilde degisik
konsantrasyonlarda test bilesigi ¢Ozeltisi eklendi. Karigim, nutrient agarl plaklara
dokulerek plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra koloni sayimlari yapild.
Kontrol plagindaki koloni sayisiyla, test edilen kimyasal bilesiklerin sitotoksik olup
olmadigi belirlendi. Sitotoksik olmayan dozlar ile mutajenite deneyleri
gerceklestirildi.

2.7.2. Mutajenik Etkinin Saptanmasi

Mutajenite testinde test bilesigi ve bakteriyel test susu, Ust agar ortaminda bir
araya getirilerek minimal glukoz agarl plaklar Uzerine homojen bir sekilde
yayllmasi saglandi. Her bir sus icin pozitif ve negatif kontrol plaklari hazirlandi.
S.typhimurium TA98 susu igin pozitif kontrol olarak danomisin, S.typhimurium
TA100 susu igin pozitif kontrol olarak sodyum azid kullanildi. Bu plaklar 37°C'de
72 saat inkibe edildikten sonra okzotrof halinden prototrof hale gelen koloniler
saylildi. Test bilesiginin her bir dozu igin U¢ plak kullanildi. Deneyler 2 kez tekrar
edildi.

his™ donen
koloni

Sekil 2. 1. : Negatif (a) ve pozitif (b) kontrol plaklarinda S.typhimirium TA100 susu
icin his* dénen koloniler
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2.7.2.1. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Test bilesiklerinin mutajenik etkili olarak degerlendirimesi icin his* ‘ya dénen koloni
sayllarinin negatif kontrol plaklarindaki koloni sayilarinin iki kat ve Ustu artis
gostermesi gerekmektedir. Ancak his* ya dénen koloni sayisinda doza bagl olarak
bir artis godzleniyorsa mutajenik olarak degerlendirilebilir [50]. Bu g¢alismanin

istatistiksel analizi SPSS 16.0 paket programi ile ANOVA testi kullanilarak yapildi.

3. SONUCLAR
Tez calismasi kapsaminda, yeni sentezlenmis 12 adet benzoksazol turevi bilegigin

mutajenik potansiyelleri Ames test sistemi ile degerlendirildi.

3.1. Ames Test Sisteminde Kullanilan Suslarin Ureme Durumlari

Ames test sisteminde kullanilan suslara ait kiltiirlerin mililitresinde 1-2 x10° canli
bakteri sayisi olmasi ongorulmektedir. S.thyhimurium TA98 susunun mililitresinde
bulunmasi gereken canli bakteri sayisina, inkibasyonun yaklasik 5. saatinde
ulasiimaktadir. Gece boyunca Uretilen S.thyhimurium TA98, TA100 suslari sabah
taze ortama alinip 5 saatlik inkibasyondan sonra 6rnekler serum fizyolojikle belirli
miktarda sulandirilarak 0,01 ml bakteri kaltlrl nutrient agarh plaklara spot seklinde
ekildi. Ertesi gun koloni sayimi yapilarak S. thyhimurium TA98, TA100 suslari igin

kiiltuirlerin militresinde 1-2 x10° canli bakteri oldugu dogrulandi.

3.2. Ames Testi Sonuglari

Plak inkorporasyon testi dncesinde, test edilen kimyasal bilesiklerin sitotoksik
etkisine bakildi. Yapilan bu testte maddelerin ¢6zunebildikleri, sitotoksik olmayan
en yuksek doz tum kimyasal bilesikler icin 300 pg/plak olarak belirlenmigtir. Fakat
elimizde yeterli miktarda kimyasal bilesik olamamasindan dolayl mutajenite testleri
sitotoksik olmayan 25, 50, 100, 200 pug/plak dozlarinda gergeklesitirildi. Bu
deneylerin sonuglari Cizelge 3. 1- 12’ de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. :1 Numaral Bilegigin S. typhimurium TA98 ve TA100 Suslarinda
Mutajenik Aktivitesi

TD1 . .. .
Denenen Doz Geriye Donen Koloni Sayisi + Standart Sapma
(Hg/plak) TA98 TA100
0 38,2+3,4 167,5+ 20,6
25 38,3+4,2 164,5 + 20,8
50 36,2+4,9 163,0 + 16,7
100 36,3+6,4 160,8 + 16,1
200 36,3+6,5 160,3 + 16,7
Pozitif Kontroller
Danomisin i
(6 pg/plak) 173,3+37,2
Sodyum azit
(1.5 ug/plak) - 1948 + 135,5

*: p <0, 05 (Dunnet C testine gore farkhlik yaratan gruplar)
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Cizelge 3.2. : 2 Numarali Bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 Suslarinda
Mutajenik Aktivitesi

TD2 . .. .
Denenen Doz Geriye Donen Koloni Sayisi + Standart Sapma
(hg/plak) TA98 TA100
0 355+£1,0 157,0+9,7
25 335+5,5 134,3+£6,7
50 31,029 108,3+ 3,8
100 32,1+54 130,0+8,5
200 33,5+2,8 100,3+9,0
Pozitif Kontroller
Danomisin
(6 ng/plak) 216,3+ 65,2 -
Sodyum azit
(1.5 ug/plak) - 803,7+105,9

*: p<0,05 (Dunnet C testine gore farklilik yaratan gruplar)
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Cizelge 3.3. :3 Numarali Bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 Suslarinda
Mutajenik Aktivitesi

TD3 . . .
Denenen Doz Geriye Donen Koloni Sayisi + Standart Sapma
(Hg/plak) TA98 TA100
0 38,2+ 3,4 148,7 + 23,9
25 34,7+ 4,3 140,8+ 11,4
50 328+25 1412 + 11,9
100 328+44 138,8 + 6,0
200 35,8+4,4 139,3+25
Pozitif Kontroller
Danomisin
(6 ng/plak) 173,3+ 37,2 -
Sodyum azit
(1.5 ug/plak) - 866 +191,2

*: p <0, 05 (Dunnet C testine gore farkhlik yaratan gruplar)
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Cizelge 3.4. :4 Numaral Bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 Suglarinda
Mutajenik Aktivitesi

TD4 . . .
Denenen Doz Geriye Donen Koloni Sayisi + Standart Sapma
(g/plak) TA98 TA100
0 37,8+£6,7 172,2 + 29,17
25 33,7+ 3,6 152,3 £ 27,56
50 36,3+£6,6 158,8 + 14,65
100 36,9+7,5 153,0 + 28,61
200 37,8+7,2 162,8 £ 22,95
Pozitif Kontroller
Danomisin
(6 ug/plak) 152,5 £ 25,2 -
Sodyum azit
(1.5 ug/plak) - 1437 +407,3

*: p<0,05 (Dunnet C testine gore farklilik yaratan gruplar)
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Cizelge 3.5.: 5 Numarali Bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 Suglarinda
Mutajenik Aktivitesi

TD5 . .. .
Denenen Doz Geriye Donen Koloni Sayisi + Standart Sapma
(hg/plak) TA98 TA100
0 37,8+£6,7 172,0 £+ 29,4
25 34575 163,0+ 17,6
50 36,2+ 3,9 141,2 + 26,2
100 36,2+3,5 138,8 + 18,2
200 39,8+4,2 139,3+17,8
Pozitif Kontroller
Danomisin
(6 ug/plak) 152,5+ 25,2 -
Sodyum azit
(1.5 ug/plak) - 1431,6 +352,9

*: p<0,05 (Dunnet C testine gore farklilik yaratan gruplar)
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Cizelge 3.6. :6 Numarali Bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 Suglarinda

Mutajenik Aktivitesi

TD6 . e .
Denenen Doz Geriye Donen Koloni Sayisi + Standart Sapma
(hg/plak) TA98 TA100
0 37,0+£1,0 1475+ 13,5
25 37,3+05 157,5 + 25,2
50 33625 148,5+ 18,4
100 34,7+35 129,7 +12,8
200 33,0£2,0 145,8 + 18,2
Pozitif Kontroller
Danomisin
(6 ng/plak) 182,3+ 35,1 -
Sody um azit i 989,6 + 356,3
(1,5 pg/plak)

*: p <0, 05 (Dunnet C testine gore farkhlik yaratan gruplar)
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Cizelge 3.7. : 7 Numarali Bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 Suglarinda
Mutajenik Aktivitesi

TD7 . .. .
Denenen Doz Geriye Donen Koloni Sayisi + Standart Sapma
(g/plak) TA98 TA100
0 37,0+ 1,0 166,5 + 14,1
25 37,0+£2,8 159,3+11,4
50 35,0+ 3,8 1452 £ 14,2
100 33,2+3,7 155,2 + 23,1
200 352+4,6 1325+17,1*
Pozitif Kontroller
Danomisin
(6 ng/plak) 182,3+ 35,1 -
Sodyum azit )
(1,5 pg/plak) 950,4 + 390,1

*: p<0,05 (Dunnet C testine gore farklilik yaratan gruplar)
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Cizelge 3.8. : 10 Numarali Bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 Suslarinda

Mutajenik Aktivitesi

TD10 . .. .
Denenen Doz Geriye Donen Koloni Sayisi + Standart Sapma
(hg/plak) TA98 TA100
0 345147 143,6 + 23,0
25 275149 169,2 £ 14,2
50 35,3+5,9 160,2 £ 20,0
100 31,3+5,6 128,3+17,1
200 23,2 £ 5,6* 146,7 £ 18,8
Pozitif Kontroller
Danomisin
(6 ug/plak) 155,7 £ 23,0 -
Sodyum azit
(1.5 ug/plak) - 1149,6 + 366,8

*: p <0, 05 (Dunnet Ctestine gore farklilik yaratan gruplar)
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Cizelge 3.9. : 11 Numarali Bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 Suslarinda
Mutajenik Aktivitesi

TD11 . .. .
Denenen Doz Geriye Donen Koloni Sayisi + Standart Sapma
(hg/plak) TA98 TA100
0 30,6 +2,5 159,3 + 8,0
o5 33,0+ 30 770,7 +£134,6
50 1390,2+314, 5* 663,7 £ 35,9*
100 1663,5+ 354,6* 659,3 + 38,9*
200 1854,3+ 117,9* 649,3 + 18,5*
Pozitif Kontroller
Danomisin
(6 ng/plak) 159,5+ 25,6 -
Sodyum azit
(1,5 ug/plak) - 1375 + 275,4

*: p<0,05 (Dunnet C testine gore farklilik yaratan gruplar)
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Cizelge 3.10. : 12 Numarali Bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 Suslarinda

Mutajenik Aktivitesi

TD12 . .. .
Denenen Doz Geriye Donen Koloni Sayisi + Standart Sapma
(Hg/plak) TA98 TA100
0 32,6x2,1 1745+5,3
25 31,3+1,2 171,7+17,1
50 30,7+3,1 139,2 + 26,9
100 36,3+25 266,5 + 96,4
200 32,3+29 426,0 + 142,6*
Pozitif Kontroller
Danomisin
(6 ug/plak) 181 + 23,4 -
Sodyum azit
(1.5 ng/plak) - 1457,3 £360,9

*: p <0, 05 (Dunnet C testine gore farkhlik yaratan gruplar)

39




Cizelge 3.11. : 13 Numarali Bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 Suslarinda
Mutajenik Aktivitesi

TD13 . .. .
Denenen Doz Geriye Donen Koloni Sayisi + Standart Sapma
(hg/plak) TA98 TA100
0 32,0+£2,3 154,7+7,5
25 27,2+4,9 358,0 + 79,7*
50 28,2+6,2 591,0 + 30,1*
100 584,6 + 327,1* 489,3 + 58,3*
200 484,3 + 189,3* 510,0 + 55,1*
Pozitif Kontroller
Danomisin
(6 ng/plak) 244,3+ 62,5 -
Sodyum azit i 970,4 + 454,5

(1,5 pg/plak)
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Cizelge 3.12. : 14 Numarali Bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 Suslarinda
Mutajenik Aktivitesi

TD14 . .. .
Denenen Doz Geriye Donen Koloni Sayisi + Standart Sapma
(hg/plak) TA98 TA100
0 358+1,5 1475+ 7,76
25 30,8 +2,8* 153,2 £ 26,8
50 31,8+4,2 1945 £ 39,4
100 32,8+4,8 264,8 £ 150,9
200 33,0+ 3,6 4235 + 281,6*
Pozitif Kontroller
Danomisin
(6 ng/plak) 211,3+ 83,2 -
Sodyum azit
(1.5 ug/plak) - 2650,3+574,2

*: p <0, 05 (Dunnet C testine gore farkhlik yaratan gruplar)
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SPSS16.0 paket programi kullanilarak yapilan ANOVA ¢6zimlemesine gore;

1, 3, 4, 5, 6 numarali kimyasal bilesikler icin hem S. typhymirium TA98 susu, hem
S. typhymirium TA100 susu Uzerinde denenen dozlarin etkinlikleri arasinda
farkhlik olmadidi soylenebilir (p>0,05). Kontrol grubu ve deney gruplari arasinda
geriye donen koloni sayisi agisindan istatistiksel agidan anlamli bir fark olmadigi
gOzlenmistir. Dolayisiyla bu bilegikler tUm dozlarda mutajenik etki gostermemigtir

denilebilir.

2 numaral kimyasal i¢in S. typhymirium TA98 susu Uzerinde denenen dozlarina
ait geriye donen koloni sayilarinin ortalamalari arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir (p>0,05). S. typhymirium TA100 susu Dunnet C testine gore 25,
50, 100, 200 ug/plak dozlarinda geriye ddnen koloni sayilarinin ortalamalari
kontrole gdére anlamli bir farklilik gdstermektedir (p<0,05). Fakat bu geriye dénen
koloni sayisinin azalmasi sonucudur. Dolayisiyla 2 numarali kimyasalin mutajenik

etkili oldugu soylenemez.

7 numarahl kimyasal bilesik i¢cin S. typhymirium TA98 susunda denenen butin
dozlarin geriye dénen koloni sayilarinin ortalamalari ile kontrol grubu ortalamalari
arasinda istatistiksel olarak anlamsal farklihk g6zlenmemistir (p>0,05). S.
typhymirium TA 100 susu icgin ise 200 pg/plak dozun geriye dbénen koloni
sayllarinin ortalamalari ile kontrol grubu kiyaslandiginda geriye dénen koloni
sayisinda anlamh bir farkhlik géralmektedir (p<0,05). Fakat bu farkliliklar mutajenik

olarak degerlendiriimemigtir

10 numaral kimyasal bilesik i¢in S. typhymirium TA100 susunda denenen butin
dozlarin geriye dénen koloni sayilarinin ortalamalari ile kontrol grubu ortalamalari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklihk g6zlenmemistir (p>0,05). S.
typhymirium TA 98 susu icin 200 ug/plak dozda geriye donen koloni sayilari
ortalamalari kontrol grubu ile kiyaslandiginda geriye donen koloni sayisinda
anlamli bir farklihk gorulmektedir (p<0,05). Fakat bu farkhliklar mutajenik olarak

degerlendiriimemigtir.

11 numarali kimyasal bilesik i¢in S. typhymirium TA98 susunda denenen 50, 100,
200 pg/plak dozlarinin geriye donen koloni sayilar ortalamalari ile kontrol grubu
ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamh farkhlik goérilmektedir (p<0,05).
Bu farkliliklar mutajenik olarak degerlendirilmigtir. S.typhymirium TA 100 susu igin
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25, 50,100, 200 pg/plak dozlarinin geriye donen koloni sayilari ortalamalari,
kontrol grubu ile kiyaslandiginda geriye donen koloni sayisinda anlamli bir farklilik

gOrulmektedir (p<0,05). Bu farklilik mutajenik olarak degerlendirilmistir.

12 numarali bilegigin S. typhimurium TA98 susunda denenen tum dozlarinin
geriye donen koloni sayilari ortalamalari, kontrol grubuyla kargilastirildiginda
batin dozlarinda anlamli farkhlik olmadigi gézlenmistir (p>0,05). S. typhimurium
TA100 susunda ise denenen dozlarin geriye dénen koloni sayilari ortalamalari
kontrol grubu ile karsilastiniidiginda anlamli farklilik oldugu gézlenmistir (p<0,05).
200 pg [/ plak derisiminde gozlenen bu farklilk mutajenik etki olarak
degerlendirilmigtir.

13 numarali kimyasal i¢in S. typhymirium TA98 susunda denenen 100, 200
pg/plak dozlarinin geriye donen koloni sayilari ortalamalari, kontrol grubuyla
kargilastirildiginda dozlar arasinda istatistiksel olarak anlamli  farkhlik
gorulmektedir (p<0,05). Bu farklihk mutajenik etki olarak degerlendirilmigtir.
S.typhymirium TA 100 susu icin 25, 50, 100, 200 pg/plak dozlarinin geriye dénen
koloni sayilari ortalamalari, kontrol grubuyla karsilastiriidiginda dozlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklihk gortulmektedir. Bu farkliliklar mutajenik olarak
degerlendirilmigtir. Olusan mutajenitenin doza bagl olarak arttigi sylenebilir.

14 numarali kimyasal i¢in S.typhymirium TA98 susunda denenen 25 pg/plak
dozun geriye donen koloni sayilari  ortalamalari, kontrol grubuyla
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkhlik gorulmektedir (p<0,05).
Fakat bu farklihk geriye donen koloni sayisinin azalmasi sonucudur. Dolayisiyla
14 numarali kimyasalin TA98 bakterisi mutajenik oldugu sdylenemez.
S.typhymirium TA 100 susu igin 200 ug/plak dozun geriye donen koloni sayilari
ortalamalari, kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik

gorulmektedir (p<0,05). Bu farkhlik mutajenik olarak degerlendirilmistir.
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4. TARTISMA

Kanser, hicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi, invaziv nitelik kazanmasi,
metastaz yapmasiyla kendini gosteren ciddi bir hastaliktir. Cagin vebasi olarak
bilinen bu hastaligin tani ve tedavisinde dnemli gelismeler kaydedilmesine karsin
giderek daha fazla insanda ortaya ¢ikmaktadir. Bu olumcil hastalik, her yas
grubundan insani etkilese de daha ¢ok ileri yag hastaligi olarak karsimiza ¢ikiyor
[58]. Turkiye Halk Saghg: Kurumu Kanser Daire Bagkanligi tarafindan yayinlanan
raporda 2012 yilinda Dunya’da toplam 14,1 milyon yeni kanser vakasi gelismis ve
8,2 milyon kansere bagl 6lum oldugu bildirilmistir [59].

Bu kadar yaygin goérulen bu hastalikta kullanilan tedavi ydntemleri cerrahi,
radyoterapi ve kemoterapidir. Bu tedaviler tek basina veya Dbirlikte
uygulanmaktadir. Yapilan bu tedavilere ragmen kansere karsi henlz kesin sonug
bulunamamigtir [60]. Gerek hucrelerin ilaglara gosterdigi direng gerekse yan
etkilerinin fazla olmasi yeni ilaglarin sentezlenmesini gerekli kilmaktadir [61]. Son
yilllarda gelisen teknoloji ile birlikte timér hicrelerine karsi segicilik o6zelligi
gOsteren bilegikler tasarlanmaktadir. Benzoksazol turevi bilesikler bu bilesikler
arasindadir. Gunumuze kadar yapilan galismalarda heterosiklik bir yapiya sahip
olan benzoksazollerin antitimor, anbakteriyel, antiviral, antihelmintik, antibiyotik
etkileri ile topoizomeraz 1 ve 2, revers ters transkriptaz, bakteriyel hyaluran liyaz
inhibitorad olduklari konusunda bilgiler elde edilmistir [22, 23, 24, 25, 26, 27].
Bunlarin yani sira farkl biyolojik aktivitelere de sahiptirler.

Cameron ve ark. [62] 2-arilbenzoksazol bilesiklerini kolesterol ester transfer
protein inhibitdéru olarak tanimlamistir. Yapilan ¢alismada benzoksazol halkasinin

5 ve 7 konumdan substitie olmasi inhibisyonunu arttirmigtir.

Paramashivappa ve ark. [63] 2-arilideneamino benzoksazol-5 karboksilat bilegigini
sentezlemislerdir. Yaptiklari ¢alismalar bu bilesigin COX-2 inhibitdrti aktivitesine

sahip oldugunu gostermigtir.

Patil ve ark. [64]. N-1,3 benzoksazol 5 karbonhidrokzid bilegigini sentezleyip,
yaptigi calismalarla bu bilesigin antiinflamasyon aktivitesine sahip oldugunu

gOstermiglerdir.
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Singh ve ark. [65] tarafindan 2 aminofenol ve p-aminobenzoik asitten Uretilen 2-4
aminofenil benzoksazol sentezlenmistir. Bu bilesigin Staphyloccus aureus,
Escherichia coli, Pseudomanas aeruginosa, Bacillus subtilis’e kargi antibakteriyel
ve Aspergillus niger, Candida albicans’a karsi antifungal etkili olup olmadigi
arastinimistir. Elde edilen sonuglar, bu yeni bilesiklerin dnemli antibakteriyal etkiye
sahip oldugunu gostermigtir.

Yapilan ¢alismalarda benzoksazol tirevi bilesiklere, secilen mikroorganizmalarin
diren¢ gosterememesi ve bazi bilesiklerin  kullanilan  diger ilaglarla
kargilastirildiginda ayni bazen ylksek etki gostermesi bu bilesiklerin 6nemini
arttirmaktadir. Yapilan galigmada 5. konumda nitro tagiyan, ya da nonsubstitie
sekildeki 2-fenilbenzoksazol turevlerinin bir kismi Gram pozitif ve Gram-negatif
bakterilere karsi kloramfenikol ile, 5. konumda klor, amino veya metil grubu
tasiyan turevlerin bir kismi da eritromisinle ayni etkiyi gostermektedirler. Ayrica 5-
nitro-2-(p-aminofenil)  benzoksazol ve 5-nitro-2-(p-bromofenil) benzoksazol
kloramfenikolden daha etkilidirler [66].

Arastirmalar, kemoterapotik etki gosteren benzoksazol halka sisteminin genellikle
2. ve 5. konumdan substitie edildigini gostermektedir. Benzoksazol tirevlerinde 2.
konumdaki substitiient, etki sekli Gzerinde, 5. Konumda substittient ise etki siddeti
Uzerinde etkilidir. Sonug¢ olarak, uygun konumda gerekli substitienti tasiyan

benzoksazol turevleri gucli antimikrobiyal aktivite gosterir [66].

Benzoksazol halka sistemi, kalsimisin gibi semisentetik ttrevlerin yapisinda da yer
almaktadir. Polieter antibiyotikler sinifina giren kalsimisinin Uzerine yapilan
calismalar sonucunda kasimisinin iyonofor 6zellik gosterdigi ve Gram pozitif

bakterilere kargi inhibitor etkili oldugu sonucuna varilmistir [67].

Yaygin olarak kullanilan pek c¢ok 6zellige sahip olan bu bilesikler laboratuvar
kosullarinda ilag 6ncul maddesi olarak sentezlenmektedir. Laboratuvarda
sentezlenen ¢ok sayida aday bilesikten ¢ok azi insanda denenebilecek asamaya
gelebilir. Bunun disinda kalanlar klinik dncesi arastirmalar dedigimiz asamada
elenir. Bu asamanin amaci tasarlanan bilesiklerin etkinlik ve guvenilirliginin
insanda denenmeden oOnce degerlendiriimesidir. Bu c¢alismalar hayvanlar ve

laboratuvar modellerinde gergeklestirilir. Guvenilirlik galismalarinda akut, subakut,
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kronik toksisite ¢calismalari, genel ve spesifik organlara olan etkileri, reproduktuf ve
toksisite testleri, mutajenite ve karsinojenite arastirmalari yapilir [68].

Klinik 6ncesi faz ¢alismalari sonrasinda gelistirimesine karar verilen Granler Klinik
gelistirme fazina gecerler. Klinik gelistirme fazi 4 asamada yapilir. Bu asamalarin
ilki olan faz | agsamasinda amag urunle ilgili gtvenilirlik verilerinin toplanmasi, doz
araliginin saptanmasi, tolerans ve farmokokinetik verilerinin incelenmesidir. Bir
seri olarak tek doz uygulamalari yapilir. Denek sayisi 20-80 arasindadir.
Calismalar genellikle saglikli gonullilerde yapilir. Ortalama 1-1,5 yilda tamamlanir.
ikinci basamak olan faz |l asamasinda amag¢ ilag etkinliginin hastalarda
belirlenmesi, yan etki profillerinin arastirilmasi, doz cevap verilerinin toplanmasidir.
Calismalar hedef hastaligi olan 100-300 hasta gondullilerde yapilir. Bu fazdaki
calismalarin tamamlanmasi ortalama 2 yil alir. Faz Ill basamaginda amag urtnin
klinik etkinliginin daha genis bir hasta populasyonunda degerlendiriimesidir. Hedef
hastaligi olan 1000-3000 hasta gonulli bu c¢alismalarda yer alir. Calismalar
genellikle cok merkezli, ¢gok uluslu yapilir. Bu fazin tamamlanmasi 3-4 yil sirer.
Bu calismalardan yeterli veriler elde edildikten sonra ilag 6ncul maddesinin ilag
olarak kullaniimasi igin onay almasi gerekir. Onay alma siresi 1,5 yildir. Uriin ilag
olarak kullanilmaya basladiktan sonra yapilan klinik ¢galigmalar faz IV c¢aligmalari
olarak kabul edilir. Bitin bu asamalari gectikten sonra bir ilag dncul maddesi ilag

olarak kullaniimaktadir. [68].

Bu tez galismasinda Ankara Universitesi farmasdtik kimya laboratuvarlarinda
tasarlanip sentezlenen 12 ila¢ 6ncul maddesinin Ames test sistemi ile mutajenik
potansiyelleri arastiriimistir. Ames test sistemi, klinik éncesi asamada yapilmasi

Onerilen toksikolojik testlerden bir tanesidir.

Ames test sistemi yapay olarak mutasyona ugratilarak histidin sentezleme
yetenedinin kaybetmis okzotrof S. typhimirium suslarinin test edilen kimyasal
madde ile maruziyetinden sonra ikinci mutasyon gegirip yabanil hale donugmeleri
temeline dayanir. Bu test sisteminde farkli mutasyonlara sahip test suslari
kullaniimaktadir. S. typhimirium TA98 susu hisD3052 gen bdlgesinde cergeve
kaymasi, S. typhimirium TA100 susu ise hisG46 gen bolgesinde baz cifti
degisimine neden olan mutajenleri tanimlamak icin kullanilir. Bu test sisteminde
mutajenik potansiyel prototroflarin sayisi ile dlgulir [49]. Mutajenik potansiyellerin

gOsteren en 6nemli etken prototroflarin sayisi olmasina kargin bu sayiyi etkileyen
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birden fazla parametre bulunmaktadir. Bu ylzden gesitli laboratuvarlar arasinda ya
da ayni kosullarda farkli zamanlarda yapilan calismalarda ayni sayiyi bulmak
gugtar. Bu nedenle her mutant sus i¢in kendiliginden geri donen koloni sayisi belli
bir aralkta verilir [69]. Cok sayida arastirici kendiliginden geri dénen koloni
sayllarina etki eden etkenleri denemek Uzere cesitli calismalar yapmiglardir. Bu
parametreler; minimal ortamin tipi, petrilere ekilen bakteri sayisi, petrilerdeki
minimal agarin hacmi, Ust agarin yayllma sekli, etivdeki nem orani, Ust agarin

sicakhgi gibi parametrelerdir [69, 70].

Literatlr tarandiginda deney sisteminde kullanilan suslarda S. typhimirium TA98
susunun geriye donme frekansi 20-50 S. typhimirium TA100 icin 75-200 olarak
belirtiimektedir [50]. Bu ¢calismada da kendiliginden geriye donus frekansinin genel
ortalamasi S. typhimirium TA98 icin 35,68 + 2,69 S. typhimirium TA100 susu igin
159,25 + 11,04 olarak bulunmustur. Elde edilen bu sayilar literatirde belirtiimis
degerlerle uyumludur [50]. S. typhimirium TA98 icin danomisin, S. Typhimirium TA
100 igin sodyum azid pozitif kontrol olarak kullaniimistir. Danomisin varhiginda S.
typhimirium TA98 susu icin geriye donus frekansinin genel ortalamasi 182,05 +
28,61 sodyum azid varliginda S. typhimirium TA 100 susu icin ise 1335,74 *
529,05 olarak bulunmustur. Bu deg@erler de literattirdeki verilerle uyumludur [50].

Test edilen 12 kimyasal bilesigin sonuglari 16.0 paket programi kullanilarak

yapilan ANOVA c¢ozimlemesi ile degerlendirilmigtir.

Test edilen bilesiklerden 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10 numaral bilesikler S. typhimirium
TA98 ve TA100 suslarinda herhangi bir mutasyona neden olmadiklari, 11, 12, 13,
14 numarali bilesiklerin metabolik aktivasyon yoklugunda mutajenik etkili olduklari
bulunmustur. Bu bilegiklerden 11 ve 13 numarali bilesikler S. typhimirium TA98 ve
TA 100 suslarinda, 12 ve 14 numaralh bilesikler ise sadece S.typhimirium TA100
susunda mutajenik etki gostermistir. Mutajenik etki acisindan degerlendirildiginde
11, 13, 12, 14 seklide siralama yapilabilir.

11 numaral bilesik, S. typhimirium TA98 susunda 50, 100, 200 pg/plak dozlarinda
negatif kontrole oranla yaklasik 60 kat, pozitif mutajen olan danomisinle
kargilastirildiginda ise yaklasik 10 kat daha fazla etki gostermigtir. Dolayisiyla bu
bilesik kaynaklarda pozitif kontrol olarak kullanilan danomisinden daha fazla
mutajenik potansiyele sahiptir denilebilir. S. typhimirium TA100 susunda ise,
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denenen tim dozlarda geri donen koloni sayilari negatif kontrole oranla yaklagik 4
kat, pozitif mutajen olan sodyum azitle karsilastirildiinda ise sodyum azitin
gOsterdigi etkinin yarisi kadar etki gostermistir. Mutajenik etki gosteren bilesikler
arasinda en duslUk dozda en yuksek aktivite gosteren 11 numarah bilesiktir. Bu
bilesik S. typhimirium TA100 susunda 25 ug/plakta mutajenik etki gostermigtir (770
his® koloni).

12 numaral bilesik S. typhimirium TA100 susunda tek dozda (200 pg/plak) negatif
kontrole oranla yaklasik 3 kat daha fazla etki gdstermistir. Pozitif olarak kullanilan
sodyum azitle kargilastirildiginda, sodyum azitin gosterdigi etkinin Ugte biri kadar
etki gostermigtir.

13 numarall bilesik, S. typhimirium TA98 susunda 100, 200 ug/plak dozlarinda
negatif kontrole oranla yaklasik 18 kat, pozitif mutajen olan danomisinle
kargilastirildiginda ise yaklasik 2 kat daha fazla etki gostermistir. Dolayisiyla bu
bilesik kaynaklarda pozitif kontrol olarak kullanilan danomisinden daha fazla
mutajenik potansiyele sahiptir denilebilir. S. typhimirium TA100 susunda ise,
denenen tim dozlarda geri dénen koloni sayilari negatif kontrole oranla yaklasik 4
kat, pozitif mutajen olan sodyum azitle karsilastirildiinda ise sodyum azitin
gOsterdigi etkinin yarisi kadar etki gostermistir. Mutajenik etki gosteren bilegikler
arasinda S. typhimirium TA100 susunda denenen en kuguk dozda (25 pg/plak )

mutajenik aktivite géstermistir (358 his™ koloni).

14 numaral bilesik S. typhimirium TA100 susunda tek dozda (200 pg/plak) negatif
kontrole oranla yaklasik 3 kat daha fazla etki gostermistir. Pozitif olarak kullanilan
sodyum azitle karsilastirildiginda sodyum azitin gosterdigi etkinin beste biri kadar

etki gostermisgtir.

Bu bilesiklerin kimyasal yapilarina bakildiginda 5.konumda p-
aminofenilsulfonamido grubu tasiyan benzoksazol yapisinin, 2. konumunda p-
substitiiefenil grubu tasiyan bilesikler ile 2. konumunda nonsubstitie benzil yapisi
tasiyan bilesiklerin mutasyon olusturmadiklari sdylenebilir. Ancak 2. konumuna
fenil yerine p-substitiebenzil (p-substitiefenilmetil) grubunun getirilmesi ile
mutajenik aktivitenin ortaya ¢iktigi gozlenmistir. Sonuclara goére; 11 ve 13 numaral
bilesiklerin hem hisD3052 gen bdlgesinde gergeve kaymasi mutasyonu, hem de

hisG46 gen bdlgelerinde baz cifti degisimi mutasyonu olusturmalarina ragmen, 12
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ve 14 numarali bilegiklerin ise ancak yuksek konsantrasyonlarda sadece hisG46
gen bolgesinde baz ¢ifti degisim mutasyonu yaptigi géralmastur. Dolayisiyla, 5-(p-
aminofenilstiifonamido) benzoksazol yapisinin 2. konumundaki benzil bolimunin
para konumundan CIl ve Br ile substitie edilmesinin mutajenik aktiviteyi arttirdigi
ifade edilebilir. Ayni konumdan F ve CHs; gruplarinin baglanmasi ile ancak yuksek
konsantrasyonlarda (200 pg/plak) sadece S. typhimirium TA100 susu igin
mutajenik etkinin ortaya ¢ikmasinden dolayi; benzil yapisinin para konumundan
bagli sUbstitientin elektronik ve hidrofobik 6zelliklerinden ziyade sterik 6zelliginin

mutajenik etkiden sorumlu olabilecegi sOylenebilir.

Ozetle; bu grup incelenen bilesiklerde daha aktif mutajenik etki gdsteren
bilesiklerin tasarlanmasi asamasinda; benzoksazol yapisinin 2. konumunda fenil
yerine benzil grubunun olmasi ve benzil grubunun para konumundan daha hacimli

grublarla sibstittie edilmesi dnerilebilir.

Karsinojenik etkinin taranmasinda genetik kodun ve genetik sistemin evrensel
olusu, kanserojenik etki ile mutajenik etki arasindaki iligkinin yUksek olmasi
sebebiyle mutajenite esas alinir. Yaptigimiz bu g¢alismada pozitif sonu¢ veren
bilesikler icin insan ve diger memelilerde hem mutajenik hem de karsinojenik etki
yapar demek dogru degildir. Ancak Ames test sistemi, histidin gen bdlgesinde
meydana gelen nokta mutasyonlarinin saptanmasini saglayan bir sistem
olmasindan dolayr 6nemlidir. Nokta mutasyonu saglikli hicrenin blylime ve
farkhlasmasinda gorev alan protoonkogenlerde veya hicre dongisuntn kontrol
noktalarini dizenleyen ve apoptoz surecini baglatan tumor baskilayici genlerde de
meydana gelebilir. Boyle bir gendeki ¢cok dnemli bir mutasyon, proto-onkogeni
etkinlestirebilir ve bundan dolayi hicrede blyume uyarici etkinin asiri ifadesine
yola acan onkogen haline, timdr baskilayici genler ise aktif durumdan inaktif hale
gecebilir. Bu durum sonucunda hucre dongusunun duzeninin bozulmasina ya da
hiacreler arasi temasin (zerindeki kontrolin kaybedilmesine neden olan
kanserlesme gorulebilir. Fakat bu genlerde kimyasal bilesiklerin olusturdugu nokta
mutasyonlari kanserli hicreyi apoptoza génderecek nitelikte de olabilir. Kanserli
hiicrelerin apoptoza gonderiimesi kotl huylu hucreleri yok edeceginden bu
kimyasal bilegiklerin antitimor etki gosterdigi soylenebilir. Dolayisiyla yaptigimiz

bu galisma kimyasal bilesiklerin potansiyel etkisi konusunda 6n, fakat dnemli

49



olabilecek uyar ile yuksek organizmalarda yapilacak kapsamli caligmalari
yonlendirecek bir gosterge niteligi tagimaktadir.
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