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OZET

BAZI YENi 2-SUBSTITUE BENZOTIYAZOL TUREVLERININ AMES
TEST SISTEMI ILE MUTAJENIK ETKILERININ BELIRLENMESI

SIBEL SARI
Yiksek Lisans, Biyoloji Bolumu
Tez Danismani: Prof. Dr. NURAN DIRIL
Ocak 2014, 67 sayfa

Calismada kemoterapotik etkili olabilecedi dusunulen 15 adet yeni sentezlenmis 2-
substitie benzotiyazol turevi bilesigin kisa zamanli bakteriyel test sistemlerinden
biri olan Ames test sistemi ile mutajenik potansiyelleri arastiriimistir.

Calismada kullanilan Salmonella typhimurium TA98 susu gergeve kaymasina yol
acan mutajenlerin, S. typhimurium TA100 susu ise baz cifti dedisimine yol acan
mutajenlerin belirlenmesi icin kullaniimistir. Pozitif kontrol olarak S. typhimurium
TA98 icin danomisin (6 pg/plak), S. typhimurium TA100 i¢in sodyum azit (1,5
pg/plak) kullaniimigstir.

Sitotoksisite testinde 1, 5 ve 6 nolu bilesikler 200 pg/plak; 8 nolu bilesik 150
pg/plak dozunda sitotoksik etkili bulunmustur.

SPSS 16. 0 programi ile yapilan Anova ¢dztiimlemelerine goére (p<0,05), 3 no’ lu
(50-75 pg/plak) ve 4 no’ lu (50-150 pg/plak) bilesikler S. typhimurium TA98
susunda mutajenik etki gostermistir. S. typhimurium TA100 susunda 6 ve 12 no’ lu
bilesikler 75-100-150 pg/plak dozlarinda, 10 no’lu bilesik ise denenen tim
dozlarda (50-200 pg/plak) mutajenik etkili bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Ames testi, benzotiyazol tlrevleri, mutajenite.



ABSTRACT

DETERMINATION OF MUTAGENIC EFFECTS OF SOME NOVEL
2-SUBSTITUTED BENZOTHIAZOLE DERIVATIVES BY AMES TEST
SYSTEM

SIBEL SARI
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. NURAN DIRIL
January 2014, 67 pages

In this study, the mutagenic potentials of 15 newly synthesized 2- substituted
benzothiazole derivatives those are thougt to have chemotheropatic effect, were
investigated by using short time bacterial mutagenicity test system namely Ames
test system.

In this study Salmonella typhimurium TA98 strain was used to detect frameshift
mutagens and S. typhimurium TA100 strain was used to detect for base-pair
substitution mutagens. Daunomicina (6 ug/plate) was used as a positive control for
S. typhimurium TA98 and sodium azide (1,5 pg/plate) was used for S. typhimurium
TA100.

In the cytotoxicity assay 1, 5 and 6 numbered compounds (200 pg/plate) and 8
numbered compound (150 pg/plate) were found to have cytotoxic effect.

The results were statistically analysed with ANOVA by SPSS 16. 0 (p<0,05). It was
found that 3 numbered (50-75 pg/plate) and 4 numbered compounds (50-150
Mg/plate) have mutagenic effect on S. typhimurium TA98. 75-100-150 ug/plate
doses of two compounds (6 and 12) were found mutagenic on S. typhimurium
TA100. Also one compound (10) was mutagenic at all doses (50-200 pg/plate)
tested in S. typhimurium TA100.



Keywords: Ames Test, benzothiazole derivatives, mutagenicity.
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1. GIRIS

Kimyasal maddelerin birgogu, canlilarin kalitsal yapisinda degisiklige sebep olan,
genotoksik ve karsinojenik etkilere sahiptir [1]. Dogrudan veya dolayli olarak
karsinojenik etki gosteren bu kimyasallar ayni zamanda mutajenik olarak da kabul
edilmektedir. Karsinojenlerin %90’ inin mutajen oldugu dusunulmektedir. Bu nedenle,
kimyasal maddeleri mutajen ve karsinojen olarak ayirmak yerine, mutajen/karsinojen

olarak tek grupta incelemenin daha dogru olacagi belirtiimektedir [2, 3].

Mutajen oldugu bilinen kimyasal maddelerin, kalitimsal dogum bozukluklarina, kalp
hastaliklarina ve yaglanmaya sebep oldugu bilinmektedir [4, 5]. Ayni zamanda kanser
olusumunu indukledigi ve bazi hicre hatlarini zarara ugratarak Greme bozukluklarina
yol acgtigi dusunulmektedir. BOylece gelecek nesillerde genetik hasarlarin ortaya

cikmasi s6z konusu olacaktir [6].

Gerek hastalik etkeni olan gerekse hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilan kimyasal
bilesikler dogal olabilecekleri gibi, laboratuvar ortaminda da sentezlenebilirler.
GuUnumuzde bircok ilag 6n maddesi, hastaliklari tedavi etmek amaciyla sentetik
olarak Uretilmektedir. Sentez asamasinda gelecekteki ilacin, vicutta etkilemesi
beklenen hedef molekuler yapinin (reseptér, enzim vb.) veya mekanizmanin
molekuller 6zelliklerine gore tasarimina ve ilacin molekdl yapisi ile etkisi arasindaki
iliskiye (yapi-etki iliskisi) oldukca ©nem verilmektedir [7]. Laboratuvarlarda
sentezlenen benzoksazin, benzimidazol ve benzotiyazol turevi bilesiklerin genis bir

spektrumda farmakolojik etki gosterdigi bilinmektedir [8].

Benzotiyazol turevleri, antifungal ve antinematod ilaglar gibi cesitli ilaglarin aktif
bileseni olarak rol oynamaktadir [9]. Benzotiyazol halka sistemi nlkleik asitlerin
yapisinda yer alan heterosiklik bazlardan adenin ve guaninin yapisal benzerleridir
[10]. Benzotiyazol halka sistemi organizmadaki biyomolekullerle kolayca etkilesmesi
bakimindan olduk¢a Oonemli bir halka sistemi olarak degerlendiriimektedir.
Benzotiyazol turevi bilesiklerin mikrobiyolojik aktivitelerini, nikleik asit sentezini inhibe
ederek gosterebilecekleri dusunulmektedir [11, 12, 13].



Antibakteriyel ve antifungal etki ¢alismalarinin yani sira, kuvvetli antitimoral [14]
aktiviteye sahip benzotiyazol halkasi tasiyan tlrevlerin belirlenmesi bu halka
sisteminin 6nemini artirmigtir. Son yillarda benzotiyazollerin mutajen oldugunu
gOsteren birgcok calisma bulunmaktadir [15, 16]. Dolayisiyla yeni sentezlenen
benzotiyazol turevlerinin insan saghgr Uzerindeki etkilerinin  arastiriimasi
gerekmektedir. Bunun icin kisa zamanl mutajenite test sistemlerinin kullanimi en
akilct yaklagsimdir. Arastiricilar kimyasal maddelerin mutajenik potansiyellerini
belirlemeye yonelik, ¢cok kisa surede sonug¢ veren ve dusuk maliyetli bircok kisa
zamanli mutajenite test sistemi gelistirmislerdir (rec yontemi, SOS-Kromotest, umu
testi, komet testi vb.) [17]. Ames-Salmonella/mikrozom test sistemi kisa zamanli test
sistemlerinden biri olup mutajen/karsinojenlerin belirlenmesinde oldukga yaygin

olarak kullanilan [18].

Bu galismada Ankara Universitesi Eczacilik Fakiltesi Farmasotik Kimya Anabilim
Dali tarafindan, ilag etken maddesi olarak yeni sentezlenen 15 adet benzotiyazol
tlrevi bilesigin mutajenik potansiyelleri Ames test sistemi ile Salmonella typhimurium

TA98 ve TA100 suslar kullanilarak degerlendirilmistir.

1.1. Genetik Toksikoloji

Genotoksisite, kalitim materyali olan DNA’nin yapisinda meydana gelen, gen
mutasyonlari, zincir kiriklari, DNA katim Urunleri ile kromozomlarda olusan yapisal ve
sayisal degisiklikler gibi c¢esitli hasarlari kapsayan genel bir terimdir [19]. Bu
baglamda genetik toksikoloji, organizmanin genetik isaretlerinde kalitsal bir degisiklik
meydana getiren fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanlarin (genotoksinlerin) etkilerinin
incelendigi bir bilim dalidir [20]. Young [20] genetik toksikoloji alanindaki gelismelerin
ilk olarak 1927 yilinda Amerikali genetik¢i Hermann J. Muller (1890-1967) tarafindan
X-1sinlarinin Drosophila’ da gen mutasyonlari ve kromozom degisikliklerinin oranini
arttirdigini saptamasiyla basladigini belirtmektedir. Bu ilk gdzlemler sonucu temelleri
atilan genetik toksikoloji caligmalari mutajenlerin  tanimlanmasi, insanda risk
degerlendirmesi ve bu maddelere gereksiz maruziyetin 6nlenmesi gibi pek ¢ok

konuda 6nem arz etmektedir [21].



Endustrinin gelismesiyle birlikte giderek artan genotoksik ajanlara maruziyet sonucu
ya da kendiliginden genomda hasarlar olusabilmektedir. DNA dizisinde meydana
gelen kalitsal degisim "mutasyon" adini almaktadir. Mutasyonlar somatik hicrelerde
veya esey hucrelerinde meydana gelebilirler. Esey hucrelerinde meydana gelen
mutasyonlar gelecek nesillere aktarildiklari igcin énem tasir. Somatik hicrelerde
meydana gelen mutasyonlar ise direkt olarak organizmanin kendisini etkilerken,
karsinogenez icin zemin olusturmalari sebebiyle onemlidirler [22]. DNA onarim
sistemi tarafindan duzeltilebilen genotoksik hasarin sonraki nesile aktariimasi

onlenebilmektedir. Genotoksisite bu yonuyle mutajeniteden ayrilmaktadir [23].

Mutasyona sebep olan maddelerin genotoksik etkileri hicresel hedeflerine baghdir.
Bazi kimyasal maddelerin mutajenik aktivite gdstermeleri metabolize edilmeleri
sonucu gerceklesmektedir. Mutajenler ya dogrudan DNA ile etkilesime girerek ya da
dolayh olarak genom butunligunun korunmasinda gorev alan proteinlere baglanarak,
genomik degisikliklere neden olabilirler (Cizelge 1. 1). Ornegin, iyonizan radyasyon
DNA ile direkt olarak etkilesime girerek tek veya ¢ift zincir kiriklarin olusumuna sebep
olmaktadir [24]. Dolayh olarak DNA hasari olusturan genotoksik ajanlarin hedefleri
Ozellikle genom butunligunun saglanmasinda gorevli olan proteinlerdir. Bu konuda
son yillarda yapilan caligmalar, DNA onarim sistemi enzimleri, hicre dongusunu
kontrol eden proteinler (6rn: p53, Rb, siklinler), apoptozis ile iligkili gen Urunleri (6rn:
p53, bax, bcl-2), nikleer laminler, mitotik ve mayotik ig iplikleri, oksidatif hasara karsi

savunma saglayan proteinler (6rn: glutatyon) Gzerine yogunlasmistir [25].



Cizelge 1. 1. Genotoksinlerin DNA Uzerindeki dogrudan ve dolayli etki mekanizmalari
[25]
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Genotoksisite ve karsinojenite arasindaki iliski, onkogenler ve tumoér baskilayici
genlerde yapilan pek ¢ok molekuler ¢alisma ile desteklenmistir [26]. Birgok karsinojen
maddenin gen mutasyonlari ve amplifikasyonlarina, kromozomal kayiplara ve
yeniden duzenlenmelere neden oldugu bilinmektedir. Karsinogenez ¢ok basamakli
uzun bir sureg olup, genotoksik ve genotoksik olmayan bircok mekanizmanin etkisiyle
olusmaktadir (Sekil 1.1). Protoonkogenlerin onkogenlere donismesine ve timor
baskilayici genlerin inaktif hale gelmesine sebep olan gen mutasyonlari ve/veya
kromozomal degisiklikler, karsinogenezin baslangicinda ve gelismesinde merkezi bir
rol oynamaktadir [27].



DNA Hasan Kromozom Hasari
Nokta Mutasyonlar
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Sekil 1. 1. Karsinogenez gelisiminde genotoksik ve genotoksik olmayan
mekanizmalar [27]

Kimyasal maddelerin genotoksik/mutajenik etkileri ile karsinojenite arasindaki
dogrusal iligki, genotoksisite/mutajenite testlerinin kimyasal maddelerin karsinojenik
potansiyellerinin arastiriimasinda tarama testleri olarak kullaniimalari sonucunu

dogurmustur. Bu amacla gelistirilen birgok kisa zamanli test sistemi mevcuttur [26].

1.2. Kisa Zamanl Mutajenite Test Sistemleri

Karsinojenite potansiyeline sahip olan kimyasallarin bu etkilerini dngérmede kisa
zamanl mutajenite test sistemlerinin kullanimi en akilci yaklagimdir. 200’ den fazla
kisa zamanl test sistemi; bakterileri, kultire edilmis memeli hicrelerini, bocekleri ve
memelileri kullanarak cesitli kimyasal maddelerin mutajenik aktivitelerini test etmek
amaclyla gelistirilmistir. Bu test sistemleri mutajen ve karsinojenlerin
tanimlanmasinda oldukg¢a hizli sonug vermeleri ve ekonomik agidan dusuk maliyete

sahip olmalari sebebiyle siklikla tercih edilmektedirler [26].

Tek bir kisa zamanli test sistemi herhangi bir bilesidin mutajenik/karsinojenik
aktivitesinin  6ngortulmesinde tek basina yeterli olmamaktadir. Bu yuzden bir
kimyasalin mutajenik ve/veya karsinojenik olarak adlandiriimasi igin bateri test
sistemleri uygulanmaktadir. Uluslararasi gecerliligi olan rehberlerde
basamaklandiriimig standart bir bateri test sistemi genel olarak 4 ana kategoriden
olusmaktadir [28, 29] (Cizelge 1. 2).



Cizelge 1. 2. Standart Genotoksisite Bateri Test Sistemi [29]

Standart Genotoksisite Bateri Test Sistemi

Bakteriyel geri mutasyon testleri (S9 varliginda ve yoklugunda) érnegin;

Ames testi S.typhimurium suglari ile

in vitro memeli hicre kulturinde gen mutasyon testleri (S9 varhiginda ve
yoklugunda) érnegin; fare lenfoma TK ya da CHO- HGPRT yontemi

in vitro memeli kromozom hasar testleri 6rnegin; CHO ya da CHL
hlcrelerinde kromozomal hatalar ve kuiltire edilmis lenfositler

in vivo genetik hasar testleri ornegin; kemirgenlerde kemik iliginde

mikronukleus testi

Gida, ilag, kozmetik ve daha bir¢gok endustriyel alanda kullanilan tuketiciye yonelik
her turli kimyasal maddenin potansiyel mutajenik, genotoksik ve/veya karsinojenik
aktivitesi standart bateri test sistemlerine ilave olarak farkli test sistemlerinin

kullaniimasiyla detayli bir sekilde tanimlanabilmektedir [29] (Cizelge 1. 3).

Cizelge 1. 3. Bateri Test Sistemini Destekleyici Diger Toksisite Testleri [29]

Bateri Test Sistemini Destekleyici Diger Toksisite Testleri

2P jsaretleme yontemi ya da HPLC-kutle spektrometresi ile DNA eklenme
arunlerinin belirlenmesi

Kemirgen hepatositlerinde in vivo/in vitro programlanmamis DNA sentezi
in vivo organ spesifik genotoksisite testleri 06rnegin; transgenik

kemirgenler, komet testi ile DNA zincir kiriklarinin tespiti

Esey hucrelerinde genotoksisite testleri drnegin; kemirgen spermatogonial

hucrelerinde kromozomal hasar testleri, dominant letal yontem

Kalitsal mutasyon testleri 6rnegin; kalitsal translokasyon test, 6zgul lokus
mutasyon testi.

Hucre transformasyon testleri 6rnedin; SHE hucreleri veya Balb/c3T3

hdcreleri ile hucre transformasyon testleri




Kimyasal maddelerin mutajenitesinin taranmasinda ilk basamak bakteriyel test
sistemlerinin kullanimini gerektirir. Bakterilerin basit Ureme ortamlarinda hizli
uremeleri sebebiyle bakteriyel testler rutin 6n tarama testlerinde kullaniimaktadirlar.
Basit, cabuk ve ucuz uygulanabilir oldugundan dolayi tum kisa zamanli bakteriyel test

sistemleri arasinda Ames testi en ¢cok dnerilen testtir [17].

1.2.1. Ames Test Sistemi

Salmonella/mikrozom test sistemi olarak da adlandirilan Ames testi, potansiyel
genoktoksik ajanlarin belirlenmesinde kullanilan temel toksikolojik bir testtir. Dr.
Bruce N. Ames tarafindan gelistiriimis olan Ames test sistemi, kimyasal maddelerin
mutajenik potansiyellerinin degerlendirimesinde yaygin olarak kullanilan, test
parametreleri agisindan ¢ok iyi standardize edilmis, gecerliligi pek ¢ok arastirma ile
gOsterilmis, mutajenlere ylksek hassasiyet gosteren kisa zamanl test sistemlerinden
biridir. Kolay uygulanabilir ve maliyetinin ucuz olmasi sebebiyle bircok arastirma

laboratuvarinda uygulanan bir sistemdir [4].

Ames test sistemi Ozellikle kimyasal maddeler tarafindan olusturulan mutasyonlari
saptamak amaciyla gelistirilmistir. Yillardir birgok bilimsel topluluk, devlet kurumlari
ve sirket tarafindan kabul edilmis olup, kemirgen karsinojenitesi i¢in yuksek ongoru
potansiyeli tasidigindan, yeni kimyasallarin ve ilaglarin mutajenik potansiyellerini

belirlemek icin 6n tarama testi olarak diinya ¢apinda kullanilan bir testtir [17].

Bu test sisteminde S. typhimurium’ un atasal LT2 susundan in vitro mutasyonlar
sonucu elde edilen histidin sentezleme yeteneklerini kaybetmis (his™) mutant suglar
kullaniimaktadir. Histidin amino asidini kodlayan gen bodlgesinde veya yakininda
meydana gelen yeni mutasyonlar, ilgili gen bdlgesinin fonksiyonunun dizelmesine ve
histidin amino asidi sentezleyen kolonilerin olusumuna olanak tanimaktadir. Bu

sebeple Ames testi siklikla bir geri mutasyon testi olarak da adlandiriimaktadir [17].

Testte kullanilan Salmonella mutant suslari, histidin operonunun cgesitli genlerinde
farkli mutasyonlara sahiptir. Bu mutasyonlar, her biri farkli mekanizmalar Uzerinden
etki eden mutajenlere duyarli olacak sekilde tasarlanmistir. Bu suglar S.typhimurium
TA1535, TA1537, TA1538, TA97, TA98, TA100, TA102, TA104... suslaridir [30].

S.typhimurium’ un yaygin olarak kullanilan bu mutant suslarina ek olarak, farkli

genetik ozellikler tasiyan yeni suslar da test organizmasi olarak kullaniimaktadir.



S.typhimurium YG1041 ve YG1042 suglari sirasiyla S.typhimurium TA98 ve TA100
suslarindan koken almaktadirlar. Her iki sus da tasidiklari nitroreduktaz ve O-
asetiltransferaz enzim aktiviteleri sebebiyle nitroaren ve aminoarenlere karsi oldukga

hassas suslardir [31].

Ozgil baz cifti degisimi mutasyonlarini daha kolay saptamak amaciyla Gee ve
arkadaslan [32] tarafindan 6 yeni Salmonella susu gelistiriimistir (TA7001-TA7006).

Bu suslardan;

TA7001 AT — GC
TA7002 TA — AT
TA7003 TA — GC
TA7004 GC— AT
TA7005 CG— AT

TA7006 CG— GC baz ciftlerindeki degisimleri saptamaktadir. Boylece her bir test
susu olasi alti baz gifti degisiminden yalniz birini tespit ederek, daha hassas bir

tarama gergeklestirmektedir.

S. typhimurium’ un yaygin olarak kullanilan mutant suslarinin genetik 6zellikleri

Cizelge 1. 4’ de verilmistir [17].

Cizelge 1. 4. S. typhimurium mutant suglarinin genetik 6zellikleri [17]

Sus Histidin Mutasyonu LPS Onarim Plazmit
TA1535 hisG46 rfa AuvrB plazmit yok
TA1537 hisC3076 rfa AuvrB plazmit yok
TA1538 hisD3052 rfa AuvrB plazmit yok

TA97 hisD6610 rfa AuvrB pKM101

TA98 hisD3052 rfa AuvrB pKM101
TA100 hisG46 rfa AuvrB pKM101
TA102 hisG428 rfa + pKM101,pAQ1




Histidin mutasyonu: Her test susu, histidin operonunun degisik bolgelerinde ya
DNA'’ daki tek bir bazin degisimi ya da bir bazin eklenmesi veya cikariimasi ile
kendini gosteren gergceve kaymasi mutasyonlari ile mutant hale getirilmigtir [33].
Mutasyonlarin yerleri ve karakterleri, S. typhimurium mutant suglarinin DNA baz dizi

analizleri yapilarak saptanmistir [30].

hisG46 mutasyonu, S. typhimurium TA100 ve S. typhimurium TA1535 suslarinda
histidin biyosentez yolundaki ilk enzimi kodlayan gen bdlgesi Uzerindedir. Bu
mutasyon his G geninde 16sin amino asidinin (GAG/CTC) kodonu olan -CUC- yerine
prolin amino asidinin (GGG/CCC) kodonu olan -CCC-" nin gelmesine neden
olmaktadir. S. typhimurium TA100 ve S. typhimurium TA1535 suslari baz cifti

degisimine neden olan mutajenler tarafindan geri dondurtlmektedir.

hisD3052 mutasyonu, S. typhimurium TA98 ve S. typhimurium TA1538 suslarinda
mevcuttur. Bu mutasyon histidin biyosentezindeki son enzimi kodlayan his D geni
Uzerindedir. Bu mutasyon his D genindeki tek bir nikleotidin eksikligi sonucu ortaya

¢cikmig olan gerceve kaymasi tipinde bir mutasyondur [17].

hisD3052 mutasyonu his D geni icerisinde -CGCGCGCG- dizilimi olan 8 tekrarli GC
dizisine sahip olup, -1 cergeve kaymasi mutasyon bdlgesi yanindadir [34]. 2-
nitrofloren ve gesitli aromatik nitroso tlrevleri gibi cergeve kaymasi tipi mutasyonlara
sebep olan amino mutajenler tarafindan hisD3052 mutasyonu geri c¢evrilmektedir
[17].

hisC3076 mutasyonu S. typhimurium TA1537 susunda mevcut olup -CCC-
tekrarlanan dizisine bir nukleotidin eklenmesiyle olusan gergceve kaymasi tipinde bir
mutasyondur. Cerceve kaymasina neden olan mutajenlerin taranmasinda S.
typhimurium TA1537 susundan daha hassas oldugu belirtilen S. typhimurium TA97
susunda ise hisD6610 mutasyonu goérulmektedir. Bu mutasyonda etkilenen bdlge
olan 6 tekrarl sitozin dizisi (C-C-C-C-C-C-) yanina bir sitozin bazinin eklenmesi

cerceve kaymasi mutasyonuna neden olmaktadir [17].

hisG428 gen bolgesinde olusan mutasyon ochre mutasyonu olarak adlandirilir ve S.
typhimurium TA102 susunda gorulmektedir. His G genindeki TAA dizisi alti muhtemel
baz c¢ifti degisiminin timuU ile, yani hem transversiyon hem de transisyon ile geri

dondurdlebilir. Bu mutasyon ayrica oksidatif hasara neden olan mutajenler tarafindan



da geri gevrilebilir [17]. Cizelge 1. 5’ de S. typhimurium mutant suslarinin DNA dizi

ozgullukleri verilmistir.

Cizelge 1. 5. his™ S. typhimurium mutant suglarinin DNA dizi 6zgulltkleri [17]

Allel/sus Hedef DNA Dizisi Geri Donlisiim Tipi
hisG46 -G-G-G- baz cifti degisimi
TA100

TA1535

hisD3052 -C-G-C-G-C-G-C-G- cerceve kaymasi
TA98

TA1538

hisC3076 —C.s C- gerceve kaymasi
TA1537 (yanina +1)

hisD6610 -C-C-C-C-C-C- cerceve kaymasi
TA97 (yanina +1 sitozin)

hisG428 TAA (ochre) transisyon ve
TA102 transversiyon
TA104

S.typhimurium’ un his™ mutantlarini kimyasal mutajenlere karsi daha hassas bir hale

getirmek igin eklenen bazi mutasyonlar asagida belirtilmistir.

rfa mutasyonu: Bu mutasyon bakteri hucre duvarinin lipopolisakkarit tabakasini
kodlayan genlerde meydana gelmistir. Lipopolisakkarit tabakasinda meydana gelen
bu hasar, hucre duvarinin gegirgenliginin artmasina sebep olarak buyuk molekullerin

gecmesine izin vermektedir [35].

uvrB mutasyonu: DNA onarim sisteminde, nukleotid kesme ¢ilkarma onarim
sisteminde gorev alan ekzinukleaz enziminin uvrB geninde meydana gelen delesyon
sonucu olusur. uvrB geninin kesilerek uzaklastirimasi sirasinda “bio” geni de
cikarilmigtir. bio geni H vitamini de denen biyotinin sentezinden sorumludur.
Dolayisiyla mutant bakteriler Ureyebilmek icin histidin amino asidine ek olarak
biyotine de ihtiya¢g duyarlar [30]. uvrB delesyonu sebebiyle nikleotid kesip ¢ikarma
onarim sistemi inaktive olacagindan, hata orani yiksek SOS onarim sistemi

tarafindan daha fazla DNA lezyonunun onarilmasi mumkun olacaktir [17].
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pKM101 plazmiti: S. typhimurium TA1538 susuna ampisiline direglilik geni tagiyan
pKM101 R plazmidinin aktariimasiyla S. typhimurium TA98 susu, S. typhimurium
TA1535 susuna ayni plazmidin aktariimasi sonucu S. typhimurium TA100 susu elde
edilmigtir. Mutajen oldugu bilinen ajanlara karsi plazmit iceren suslarin cevaplari,
icermeyenlere gore oldukca yukselmistir. pKM101 plazmidi, bu suslarin mutajenlere
daha duyarl olmasindan sorumlu olan, replikasyon sonrasi onarim sistemlerinden
hata orani ylksek onarim sistemleriyle baglantili genler icermektedir. pKM101
plazmidinin eklenmesiyle hata orani yiksek SOS onarimi ve rekombinasyonel DNA
onarim yollari daha fazla devreye gireceginden UV ve kimyasallarla indiklenen

mutajenite de artmig olur [36].

Memelilerde detoksifikasyon mekanizmasini gergeklestiren enzim sistemlerinin
bakterilerde olmayigi, Ames test sistemi igin sorun yaratan bir unsur olarak
algilanabilir. Ancak bu sorun memeli hayvanlardan izole edilen detoksifikasyon
enzimlerinin bakteriyel sisteme ilave edilmesiyle asilmaktadir [37]. Yaygin olarak
kullanilan enzim sistemi, siganlarin enzim aktivasyonu uyariimis olan karaciger
dokularindan elde edilen mikrozomal enzim fraksiyonlaridir. Sitokrom P-450 bagiml
monooksigenazlar, sitokrom P-450 bagimsiz oksidazlar, azo ve nitro-rediktazlar,
esterazlar ve transferazlari iceren enzim o6zutine eklenen kofaktorler, tuzlar ve
tampon sistemi S9 karisimi adini almaktadir. Metabolik aktivasyon sistemi olarak da
adlandirilan bu sistem varliginda, biyolojik olarak aktif bir madde inaktif bir
metabolitine donUsebilecedi gibi, inaktif bir madde de aktif bir metabolitine
donusebilmektedir [38, 39].

1973 yilinda Ames ve arkadaslari tarafindan gelistirilen standart plak inkorporasyon
test yontemi, zaman iginde testin duyarlihgini artirmak amaciyla farkli arastirmacilar
tarafindan modifiye edilerek gelistiriimistir. Boylece ¢ok az miktardaki veya suda az
¢6zlnen gaz ya da sivi bilesikleri de kapsayan genis spektrumdaki bircok kimyasal
maddenin mutajenik potansiyelini belirlemek muUmkun hale gelmigtir [17].
Salmonella/mikrozom test sistemiyle, ugucu ve gaz halindeki kimyasal maddelerin
mutajenik Ozelliklerini desikator kullanarak belirlemek mumkundur. Yapilan bir
calismada karmustin, siklofosfamid, ifosfamid, thiotepa ve mustargen gibi
antineoplastik ajanlarin gaz fazinda mutajenik etkili oldugu desikator yontemi

kullanilarak belirlenmistir [40].

11



Sigara ana dumaninin mutajenik potansiyeli, modifiye edilmis Ames sistemi ile farkli
test suslar kullanilarak arastirimis ve pKM101 plazmidi tasiyan suslarda sigara ana

dumaninin mutajenik etkili oldugu gosterilmigtir [41].

Kompleks karigimlarin ve olduk¢ga az miktarlardaki test bilegenlerinin mutajenik
potansiyellerinin  belirlenmesinde Ames mikroplak format (MPF) yontemi
kullaniimaktadir. Bu yontem ilag adaylarinin genotoksik potansiyellerinin taranmasi

igin birgok buyuk ilag sirketi tarafindan 10 yili askin suredir kullaniimaktadir [42].

Aromatik aminler metabolik aktivasyona gereksinimi olan prokarsinojenlerdendir [43].
Notral red birgok biyolojik sistemde indikator boya olarak kullanilan bir aromatik
amindir. Guérard ve arkadaslari [44] tarafindan yapilan bir ¢alismada nétral red’ in
mutajenik aktivitesi Ames test sistemi ile metabolik aktivasyon varliginda ve

yoklugunda test edilmis olup, S9 varliginda mutajenitenin kuvvetle arttigi belirtilmistir.

Noushad ve arkadaslarinin [45] yapti§i bir calismada ise discilikte kullanilan dental
porselenin metabolik aktivasyon sistemi varliginda ve yoklugunda mutajenik etkili

olmadigi gosterilmigtir.

Endustri ve tarim alanindaki gelismelere paralel olarak su kirliligi de 6nemli olgude
artis gostermigtir. Tath su kaynaklarindan alinan ornekler Ames test sistemi ile
degerlendirildiginde, polisiklik hidrokarbonlarin ve yuksek konsantrasyonlardaki agir
metallerin mutajenik etkili oldugu saptanmistir [6, 46, 47]. Ayrica yeralt
kaynaklarindan elde edilen suyun icme suyu olarak aritiimasi sirasinda elde edilen
klorlu suda, mutajen bilesiklerin varligi Ames test sistemi ile gdsterilmistir [48, 49].
Kentsel ve endustriyel bolgelerde hava Kkirliligine sebep olan polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin (PAH) mutajenik etkileri de bu test sistemi ile belirlenmigtir [50, 51,
52]. Ames test sistemi ile bir kimyasal maddenin mutajenik etkisi belirlenebilecegi gibi
antimutajenik etkisi de belirlenebilmektedir. Cilek, GzUm bdgurtlen gibi bir ¢ok
meyvede dogal olarak bulunan ellagic asidin antimutajenik ve antikarsinojenik etkisi,
karsinojen oldugu bilinen polisiklik aromatik hidrokarbonlar, nitrézaminler ve

aflatoksin B1 gibi mikotoksinler kullanilarak saptanmistir [53, 54].
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1.3. Kemoterapi

Kemoterapi ya da ‘kimyasal tedavi’ antik Yunanlilar zamanindan beri kullanilan bir
terimdir. Ancak kanser tedavisi i¢in kemoterapi nitrojen mustard (hardal gazi)
kullanimi ile 1940°’li yillarda baslamistir. 1. Dinya Savasi sirasinda kukdartli hardal
bilesiklerinin kullaniimasinin |6kosit sayisinda azalmaya sebep oldugu tespit edilmig

ve |6semi tedavisinde kullaniimalarinin faydali olabilecegi dustunulmastur [55, 56].

Kanser hucrelerini yok etmek ya da buyume ve c¢ogalmalarini onlemek igin, anti-
kanser (antineoplastik) ilaclarla yapilan tedavi kemoterapi adini almaktadir. Birgok
kemoterapi ajani dogal olarak bakteri ya da bitkilerden elde edilmis bilegikler
olabilece@i gibi, sitotoksik etkileri icin gelistirilen sentetik kimyasal maddeler de
olabilmektedir [57].

1.3.1. Kemoterapi ve Hiicre Dongiisii

Kemoterapinin temel ilkesi kanserli hucrelerin bolunme ve c¢ogalmalarini inhibe
etmektir. Kanser hucreleri bluyime ve gelisme yeteneklerine gore normal hicrelerden
farklilik gostermektedirler. Proto-onkogenler ve timor baskilayici genlerde meydana
gelen mutasyonlar hucre bolunmesini tegvik eder ve normal hucre dongusunde
kontrol kaybi olur. Birgok sitotoksik kemoterapdotik ajan, etkisini gesitli yollarla hucre
dongusune mudahale ederek goOstermektedir. Antikanser ilaglarinin segimi etki

ettikleri hlicre dongusu agamalarina gore yapilmaktadir [58].
Hucre dongusu temel olarak 5 agamadan olusmaktadir.

1. GO (Dinlenme fazi): Mitozdan sonra hicreler bu fazda dinlenme evresine
gecerler. GO evresinde htcreler canli ve metabolik olarak aktiftirler fakat

¢ogalmazlar. Bu fazda kemoterapétik ajanlarin etkisi yok denecek kadar azdir.

2. G1 (post mitotik gap): Bu faz DNA sentezine hazirlik fazi olup DNA sentezi igin
gereken bircok enzim ve spesifik hlicre fonksiyonlari i¢cin gereken proteinler

sentezlenmektedir. Hucre bu donemde kemoterapiye hassastir.

3. S (sentez fazi): Bu fazda yeni DNA sentezlenir. Birgcok antikanser ilaci, bu

asamada DNA'ya etki ederek hiicre 6limine neden olmaktadir

4. G2 (pre mitotik gap): Mitoz igin gerekli olan 6zel proteinler ve RNA sentezi
gerceklesmektedir. Bu fazda etkili olan antikanser ilaglari bulunmaktadir.
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5. M (mitoz): S fazinda olusan genetik materyal iki yeni hiicreye dagilir. Bu iki
yeni hicre ya hucre dongusune girer (G1) ya da kemoterapiye direngli olarak

GO0 fazinda dinlenmeye cekilir [59].

Aktif olarak cogalan hicreler kemoterapi igin oldukga hassastirlar. Buna karsin
bolunmeyen hucreler Uzerinde antikanser ilaglarinin daha az etkili oldugu
bilinmektedir [60]. Kemoterapdtik ilaglar bu ilke temel alinarak gelistiriimektedir.
Hucre dongusunun belli bir fazina etki eden faz spesifik ilaglar ya da butun fazlara
etkili faz spesifik olmayan ilaglar geligtirilebilmektedir. Kemoterapi ilaglari ya
dogrudan dogruya DNA ile etkileserek ya da hucre bolunmesi icin gerekli olan

proteinlere etki ederek hicreyi apoptoza tagiyabilirler [58].

1.3.2. Kemoterapotik Ajanlar ve Etki Mekanizmalari

Alkilleyici ajanlar: Bu gruptaki ilaglar DNA’'nin yapisindaki bazlara kovalent olarak
baglanarak DNA replikasyonunu inhibe etmektedir. Ayrica DNA ¢ift zincirine etki
ederek g¢apraz baglanmalara, tek ve cift zincir kiriklarina da neden olabilmektedirler
[61]. Alkilleyici ajanlar hiicre déongustinde faz spesifik olmadiklari i¢cin herhangi bir
fazda etki gosterebilirler. Bu nedenle genis bir etki spektrumuna sahiptirler. Ornegin:

Nitrojen mustard, siklofosfamid, sisplatin.

Antimetabolitler: Antimetaboliter DNA ve RNA sentezinde rol oynayan
metabolitlerin  analoglari  olduklari i¢cin  etkilerini onlarin yerine gegerek
gostermektedirler. Etkilerini ya nikleik asit sentezini gergeklestiren enzimleri inhibe
ederek ya da nukleik asit yapilarinda yer alip erken zincir sonlanmasina sebep olarak
gOstermektedirler [62]. Bu grup ilaglar oOzellikle hicre doénglsunin S fazinda

etkilidirler. Ornegin: Methotrexate, 6-mercaptopurine, 5 fluorouracil.

Antitumor Antibiyotikler: Bu grupta yer alan bilesikler ¢ok cgesitli olup farkh
mekanizmalarla etki gostermektedirler. Etkilerini DNA ile interkalasyon yaparak, tek
zincir ve ¢ift zincir kiriklarina yol acarak ya da hucresel proteinlerde hasara neden
olabilecek serbest radikaller lreterek gostermektedirler [62]. Ornegin: Bleomycin,

daunorubicin, doxorubicin.
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Mitotik inhibitorler: Mitotik inhibitdrler 2 sinifta incelenmektedir.

a- Tiibiilin Baglayici ilaglar: Vinka alkoloidleri tiibiiline spesifik olarak baglanarak
mikrotubullerin  sentezini inhibe etmektedir. Taksanlar ise, mikrotubullerin

ayrilmalarini énleyerek normal fonksiyonunu engellemektedir.

b- Topoizomeraz inhibitorleri: DNA’ nin 3 boyutlu yapisini kontrol altinda tutmakla
gorevli olan topizomeraz | ve topizomeraz Il enzimlerinin aktivitelerini inhibe ederler.

Ornegin: Irinotecan (topo ), etoposide (topo Il) [58].

Diger ilaglar: L-asparajinaz protein sentezini 6nlerken, prokarbazin DNA’ vyi

metilleyerek etki etmektedir [63].

Kemoterapdtik ajanlar sitotoksik etkilerini hidcre dongusunuan cgesitli fazlarinda
gOstermektedirler. Bazi kemoterapdtik ajanlarin hicre dongusinde etki ettikleri

basamaklar Cizelge 1. 6’ da gosteriimektedir [60].
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Cizelge 1. 6. Kemoterapi ve hlcre dongusu [60]

v

Dinlenme

'

Terminal hicre 6lUmu

v N

M Fazi

> Mitoz

e Etoposit

e Vinca
alkaloidleri

e Taksanlar

G2 Fazi

Protein Sentezi

e Karboplatin
e Sisplatin

S Fazi

DNA Sentezi

e 5-florourasil
e Doxorubicin
e Metotreksat

16



1.4. Benzotiyazol Turevleri
Benzotiyazoller C;HsNS molekuler formuline sahip, benzen ve tiyazol halkalarinin
kondanse olmasiyla olusmug aromatik organik bilesiklerdir. Benzotiyazol halkasinin

kimyasal yapisi Sekil 1. 2’ de gosterilmigtir [64].

s

Sekil 1. 2. Benzotiyazolun kimyasal yapisi [64]

Benzotiyazoller, yapilarinda elektronca zengin kukurt ve azot atomlar tasiyan
antibakteriyel, antifungal ve antiviral 6zellikler gibi cok genis biyolojik aktiviteye sahip
molekullerdir [14, 64-70].

Benzotiyazol iskeleti biyolojik olarak aktif bir sekilde kullanilan birgok bilesik igin
onemli bir sablon olusturmaktadir. Bu molekul ve turevlerinin guglu antitimoral
ajanlar, kalmodulin antagonistleri, nérotransmisyonu bloke eden ve ndéroprotektif ajan
olduklari bilinmektedir. Benzotiyazol tipi bilesiklerin antikanser ilag gelistiriimesinde
onemli bir rol oynadi§i diastnulmektedir. Ek fonksiyonel gruplarin eklenmesiyle
modifiye edilen benzotiyazol tirevlerinin blyldk olasilikla bu bilesiklerin biyolojik

potansiyellerini arttirdigi distuntlmektedir [71].

Yapilan g¢alismalar benzotiyazol halka sisteminin en fazla 2. konumundan substitie
edildigini ortaya koymaktadir [8, 72-74]. 2 substitie benzotiyazol ilk olarak 1887
yiinda A. Wilhelm Hofmann tarafindan sentezlenmis olup sonrasinda biyolojik
aktivitelerinin ¢esitliliginden ve siklizasyon mekanizmasinin basitliginden dolayi

cesitlendirilmistir [75].

Bazi 2-amino benzotiyazol tlrevlerinin timoér hicreleri Uzerinde sisplatin ile benzer
bir sekilde etki eden sitotoksisiteye sahip oldugu belirtiimistir [76]. Ayrica sentetik
olarak elde edilebilen 2-arilbenzotiyazol iskeletinin son yillarda farklh etki
mekanizmalarina sahip antitimoéral ajanlarin gelistiriimesine olanak sagladigi

bilinmektedir [71]. Choi ve arkadaslarinin [77] yaptiklari bir calismada 2-fenoksimetil
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benzotiyazol’ Gn ¢ok yuksek topoizomeraz Il inhibitor aktivitesine sahip oldugu rapor

edilmistir.

Heterosiklik bilesiklerde, 2. konumdan substitue gruplar biyolojik aktiviteyi belirlerken
[78-80] diger konumlardaki gruplarin etki siddetinde rol oynadidi disunulmektedir
[81-84].

Heterosiklik bilesiklerin 6nemli bir sinifini teskil eden benzotiyazoller, nikleik asitlerin
yapisinda yer alan purin bazlarindan adenin ve guaninin (Sekil 1. 3) yapisal
analoglaridir. NuUkleik asit sentezinin inhibisyonu kemoterapotik aktivitenin etki
mekanizmalarindan biridir [10]. Bu ydnde etki eden bilesikler DNA ile kompleks
olusturarak deoksiguanozin kalintilarina baglanmaktadirlar. Olusan DNA-ilag
kompleksleri DNA’ ya bagimli RNA polimerazi inhibe ederek, mRNA olusumunu
engellemektedir. Benzotiyazol turevi bilesikler de nukleik asitlerin yapisindaki
heterosiklik bazlarin halka esdegerleri oldugundan, kemoterapatik islevlerini bu yolla

gosterebilecekleri dusunulmektedir [74].

a) b)
NH2 O
P H. /U
N-:’_,/ - N \N \\ e N
N AN
F | “ s
N N’ A g N
H H

Sekil 1. 3. Adenin (a) ve guaninin (b) yapisi [74]
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2. MATERYAL VE YONTEM

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

Ames’ ten saglanmigtir (Kaliforniya Universitesi, Berkeley).

2.2. Kimyasal Maddeler

2.2.1. Test Edilen Kimyasal Maddeler
2. konumdan sibstitle edilmis benzotiyazol tiirevi bilesikler Ankara Universitesi
Eczacilik Fakiltesi, Farmasotik Kimya Anabilim Dal’ nda sentezlenmistir. Kimyasal

maddelerin formulleri ve molekul agirliklari Cizelge 2. 1’ de verilmistir.

Cizelge 2. 1. Deney sisteminde test edilen kimyasal maddeler

No Formiil M.A.

1 S o NH E - cl 364,85
C[N/ \_/ \_/ |

2 S o NH E o F 348,39
@[N/ \_/ \_/ |

2-[4-[4-Florobenzamido] fenil] benzotiyazol

ﬁ

S
N

2-[4-[4-Etilbenzamido] fenil] benzotiyazol

2-[4-[4-Nitrobenzamido] fenil] benzotiyazol
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(0]

) | 8
5 />—®7NH—c4©—€% 386,51
N CHj
2-[4-[4-tert-Butilbenzamido] fenil] benzotiyazol
S ﬁ
6 }—cm—@—w—c—@—m 378,87
N
2-[4-[4-Klorobenzamido] benzil] benzotiyazol
S ﬁ
7 }—Cm@NH—COF 362,42
N
2-[4-[4-Florobenzamido] benzil] benzotiyazol
S Ti
8 %CHZONH—COBr 423,33
N
2-[4-[4-Bromobenzamido] benzil] benzotiyazol
9 Y ? T 2| 389,43
N
2-[4-[4-Nitrobenzamido] benzil] benzotiyazol
S ﬁ /CHs
10 />—CH2 NH—C c—cH; | 400,54
¢ \
CH,
2-[4-[4-tert-Butilbenzamido] benzil] benzotiyazol
(0]
11 372,48

2-[4-[4-Etilbenzamido] benzil] benzotiyazol
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S I
12 >—CH2—@—NH—C 344,43
N/

2-[4-Benzamidobenzil] benzotiyazol

ﬁ

S

13 />7CH24©7NH—C—CH2CH2‘® 372,48
N

2-[4-[3-Fenilpropanamido] benzil] benzotiyazol

0]

S) |
14 ©: / CH24®7NH_C|_CHZCH2‘®70CH3 402,51
N

2-{4-[3-[4-Metoksifenil] propanamido] benzil}benzotiyazol

O\\C OC/H 3
15 > / \ 402,51
N p, NH CH,CHs

2-[4-[4-sec-Butoksibenzamido] fenil] benzotiyazol

2.2.2. Gozuciiler
Ames test sistemine uyumlu organik ¢ézicu dimetilsulfoksit (DMSO) kullaniimistir.

2.2.3. Pozitif Mutajenler

Ames test sisteminde metabolik aktivasyon yoklugunda S. typhimurium TA100 susu
icin sodyum azit (1,5 ug/plak) (Sigma) S. typhimurium TA98 susu i¢in danomisin (6
Mg/plak) (Deva Holding A.S.) kullaniimistir.

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 trihidrat ve DMSO Fluka’ dan; magnezyum silfat Riedel-de Haén’ den,

potasyum fosfat ve NaCl Merck’'ten saglanmistir.
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2.2.5. Galigmada Kullanilan Kimyasal Maddelerin Hazirlanmasi
Test edilen kimyasal maddelerin timu %100 DMSO igerisinde ¢ozuldu.

2.2.6. Caligmada Kullanilan Besi Ortamlari ve Cozeltiler

Vogel Bonner Tuz Cozeltisi (50xVB) 1000 ml igin
Magnezyumsdulfat (MgSO4.H,0) 10g
Sitrik asit monohidrat 100 g
Potasyumfosfat (K;HPO,) 500 g
Sodyumamonyumfosfat (NaHNH4(PO4.4H,0) ) 175¢
Distile su 670 ml

Tuzlar tabloda verilen sirayla sicak distile suya eklendi. Son hacim 1000 ml’ ye
tamamlanarak otoklavda steril edildi. Minimal agarli ve histidin/biyotin/fampisilinli

ortamlarin hazirlanmasinda kullanildi.

(0.05 mM ) Histidin/Biyotin Cozeltisi 250 ml i¢in
D-Biyotin (MA: 247,3) 0.0309 g
L- Histidin. HCI (MA: 191, 7) 0.024 g
Distile su 250 ml

Mutajenite deneylerinde 100 ml’ lik Gst agara 10 ml histidin/biyotin ¢dzeltisi eklendi.
S. typhimurium mutant suslarinin histidin oksotrofu olmalari sebebiyle, ortamda
histidin/biyotin ¢dzeltisinin olmadigi durumda Uremeleri gergeklesmeyecektir. Bu
nedenle ortama konan ¢ok az miktardaki histidin/biyotin ¢ozeltisi bakterilerin birkac

bolinme gegirmelerine izin vermektedir.
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Ust (yumusak) Agar 100 ml igin

Agar 0.69
NacCl 0.5¢g
Distile su 100ml

Bu karisim 20 dakika 121 °C’ de steril edildi. Mutajenite deneylerinde homojen bir

ortam saglamak amaciyla kullanildi.

Ampisilin Cozeltisi (8 mg/ml) 100 ml icin
Ampisilin trihidrat 0.8¢g
Sodyum hidroksit (0.02N) 100 ml

Bu ¢ozelti pKM101 plazmiti tasiyan her iki susun genetik isaretlerinin kontroliinde ve

master plaklarin hazirlanmasinda kullanildi.

Kristal Viyole ¢ozeltisi (% 0, 1) 100ml icin
Kristal viyole 0.19
Distile su 100 mi

Suglarin  kristal viyole duyarlliklarini, dolayisiyla rfa mutasyonu tasiyip

tasimadiklarini kontrol etmek amaciyla kullanildi.

Minimal Glukoz Agarhli Ortam (MGA) 1000 ml icin
Agar 159
50xVB tuzlari 20 ml
% 20 glukoz ¢ozeltisi 100 ml
Distile su 880 ml
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Agar ve distile su karigtirilarak otoklaviandi. Uzerine steril edilen % 20 glukoz
cozeltisi ve 50xVB tuzlari yavasca Kkaristirilarak eklendi. Bu ortam suslarin

kendiliginden geri donen koloni sayilarinin saptanmasi ve mutajenite deneylerinde

kullanildr.

Histidin/Biyotin/Ampisilinli Ortam 1000 ml icin
Agar 159
50xVB tuzlari 20 ml
% 20 glukoz ¢ozeltisi 100 ml
Steril histidin. HCI. H,0 (% 0. 5) 10 mi
Steril 0. 5 mM biyotin 6 mi
Steril ampisilin ¢ozeltisi 3.15 ml
Distile su 860 ml

15 g agar tartilip distile suya eklendi ve otoklavda steril edildi. 45° C’ ye sogutulan, %
20 glukoz ¢ozeltisi, 50xVB tuzlari, histidin, biyotin ve ampisilin ¢dzeltileri bu karigima
eklendi. Bu ortam pKM101 plazmiti tagiyan susglarin direnglilik 6zelliklerinin test

edilmesi amaciyla kullanildi.

Nutrient Agarli Ortam (NA) 1000 ml icin
Oxoid Nutrient Broth No:2 15¢
Agar 159
Distile su 1000 ml

Bu ortam bakteri dretmek icin kullanilan kati ortamdir. Test suglarinin kristal viyole ve
UV’ ye duyarlilik 6zelliklerinin test edilmesi, sitotoksik etkinin belirlenmesi amaciyla
kullanildi.
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Nutrient Broth Sivi Kiiltir Ortami (NB) 1000 ml icin
Oxoid Nutrient Broth No:2 159
Distile su 1000 ml

Bu ortam bakterileri Uretmek amaciyla gecelik kulturlerin hazirlanmasinda kullanildi.

2.3. Calismada Kullanilacak Test Suslarinin Uretilmesi

-80 'C’ de dondurulmus olarak veya liyofilize olarak saklanan mutant S. typhimurium
suglari baslangigta nutrient broth iceren sivi ortamlara ekilerek Uretildi. Bir damla
sulandiriimis kultirden nutrient agar plagina tek koloni ekimi yapildi. 37 °C’ de bir
gecelik inkibasyonun ardindan Ureyen tek koloniler alinarak ayri ayri histidin, biyotin
ve ampisilin ile desteklenmis minimal glukoz agarli plaklara ekildi. Zengin besiyeri
olan nutrient agarl plaklar yerine, histidin ve biyotinle zenginlegtiriimis minimal glukoz

agarh plaklara ekim yapilmasi kontaminasyon riskini azaltmaktadir [17].

Ames testinde, sitotoksisite ve mutajenite deneylerinde gecelik kultir yogunlugunun
1-2 x 10° bakteri/ml olmasi 6ngoériilmektedir. Bu amagla bakterinin Greme durumu,

nutrient agarli plaklarda canli hicre sayimi yapilarak kontrol edildi.

2.3.1. Calismada Kullanilacak Test Suslarinin Genetik isaretlerinin Kontrolii
Ames testinin guvenilirligi agisindan test suslarinin orijinal mutasyonlara sahip olup

olmadigi kontrol edildi.

2.3.2. Histidin Gereksinimi Kontrolu

Test suslarinin his™ karakteri, suslarin MGA plaklarina ekilmeleri yoluyla kontrol
edildi. Tum test suslari uvrB delesyonu nedeniyle, histidine ek olarak biyotine de
gereksinim duymaktadirlar. Bu karakterin kontrolU icin suslar; MGA’ I, histidin iceren,
biyotin iceren ve histidin/biyotin iceren plaklara ekildi. 37 °C’ de 48 saatlik
inkibasyonun ardindan, suslarin histidin varliginda Ureyip, histidin yoklugunda

urememeleri sonucunda his™ karakterlerini dogrulandi (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. S. typhimurium TA100 Susunun MGA ve Histidin igeren Besi Ortamlarinda

Ureme Durumlari

2.3.3. pKM101 Plazmit Varhiginin Kontrolui

Test suslarinin pKM101 plazmitlerini kaybedip kaybetmedikleri, ampisiline
direngliliginin Olgulmesi ile tespit edildi. Bunun igin histidin/biyotin/ampisilin igeren
MGA’ i plaklar hazirlanarak suslarin ekimi yapildi. 37 °C’ de 48 saatlik bir
inkiibasyon sonucu, pKM101 plazmidi tasiyan her iki susun da ampisilinli plaklarda

uredigi gozlendi.

2.3.4. rfa Mutasyonu Kontroli

Bakteri hicre duvarinin lipopolisakkarit tabakasinin sentezinde goérev alan enzimleri
kodlayan genlerde meydana gelen bu mutasyon ile hicre zarinin gegirgenligi
arttinimistir. Boylelikle hucre duvarindan gecemeyen buyuk molekullerin hlcre igine
girisi kolaylastirilmis olur. Histidin ve ampisilin direnglilik karakterleri dogrulanan
kolonilerin gecelik kulttrlerinden alinan 0.1 ml’ lik érnekler nutrient agarli plaklara
ekilip yayildi. Filtre kagidindan hazirlanmig 10 pl kristal viyole ¢ozeltisi (1 mg/ml)
emdirilmis steril diskler plagin ortasina yerlestirildi. Plaklar bir gece 37 °C’ de inklbe
edildikten sonra diskin etrafinda inhibisyon zonu gézlendi. Diskin ¢evresindeki seffaf
bolge buyuk bir molekul olan kristal viyolenin bakteri icerisine girip onu dldurmesine

izin veren rfa mutasyonunun varliginin gostergesidir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. S. typhimurium TA100 Susunda rfa Mutasyonunun Kontrol

2.3.5. uvrB Mutasyonu Kontrolu

Bu mutasyon DNA onarim sisteminde kesip c¢ikarma isleminde gorevli enzimi
kodlayan uvrB genindeki delesyon sonucu olugsmustur. uvrB mutasyonu tasiyan
suglar mutajenite taramalarinda daha hassastir. Ancak bu mutasyon olusturulurken,
uvrB geninin kesilerek uzaklastiriimasi sirasinda bu delesyon biotin (bio) genine
kadar uzanmaktadir. Bu nedenle, bakteriler Ureyebilmeleri i¢in histidinin yaninda
biyotine de gereksinim duymaktadirlar. Bu mutasyonun kontrolli amaciyla daha 6nce
diger karakterleri dogrulanan koloniler, steril kirdanlarla alinarak nutrient agarh iki
plaga cizgi ekim yontemi ile ekildi. Bu plaklardan bir tanesi kontrol plagi olarak
kullanildi, digeri ise kapagi acilip 15 watt’ ik germisidal UV lambasi altinda 33 cm
uzakliktan 8 sn sureyle isinlandi. Kontrol plagi ve UV’ ye maruz birakilan plak 37 °C’
de bir gece inkube edildi. uvrB delesyonu tasiyan suslarin kontrol plaginda Ureyip UV

ile 1Isinlanmig plaklarda drememeleri bu mutasyonun varligini dogrulamistir.

2.3.6. Kendiliginden Geri Donen Koloni Sayisinin Belirlenmesi

Test suslarinin gegirdikleri mutasyonlar sonucu histidinsiz ortamda Ureyebilmelerini
mumkun kilan kendiliginden geri donus frekansi mutajenite deneyleriyle olguldid. Her
test susu kendine 6zgu bir frekansla geriye donmektedir. Bu frekans S. typhimurium
TA100 susu igin 75-200 koloni araligindayken, S. typhimurium TA98 susu igin 20-50
koloni araligindadir. Kendiliginden geri donus frekanslarini saptayabilmek igcin MGA’ |
plaklar hazirlandi. %0. 6 Oxoid agar ve %0.5 NaCl iceren 100 ml’ slik Gst agar 48 °C’
lik su banyosunda eritilerek tzerine 10 ml steril 0.5 mM L-histidin. HCl/biotin ¢ozeltisi
eklendi ve tuplere 2.5 ml olacak sekilde dagitildi. Bu tuplere her susun gecelik
kulturinden 0.1 ml eklendi ve MGA plaklarinin Gzerine homojen bir sekilde dagiimasi
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saglandi. 37 °C’ de 48 saatlik inkibasyonun ardindan kendiliginden geri dénen

kolonilerin sayimi yapildi.

2.3.7. Calismada Kullanilacak Test Suslarinin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Tum genetik isaretleri dogrulanan test suslarinin, uzun sire genetik isaretlerini
muhafaza ederek saklanabilmesi igin dondurulmus ornekler hazirlandi. Bu amagla ilk
olarak suslar sivi Greme ortaminda 1-2 x 10° bakteri/ml olacak sekilde Uretildi. Bakteri
kiltlrlerine, kultirin her 1 ml’ si igin 0.09 ml olacak sekilde DMSO eklendi ve
yavasca karistirildi. Hazirlanan kalttrler 1-2 ml’ lik steril ependorf tlplere dagitildi.
Dagitimdan hemen sonra tupler sivi azot kullanilarak -20 °C’ de donduruldu ve -80
°C’ lik derin dondurucuya kaldirildi. Bu sekilde dondurulmus o6rneklerin, genetik

Ozelliklerini kaybetmeden Ug yil saklanabilecegi belirtiimektedir [17].

2.3.8. Master Plaklarin Hazirlanmasi

Mutajenite ¢alismalarinda kullaniimak Uzere her iki sus i¢in master plaklar hazirlandi.
lyi izole olmus bir koloni secilip histidin, biyotin ve ampisilin ile desteklenen bir MGA
plagi Uzerine transfer edildi. Bu plaklar 37 °C’ de 48 saat inkibe edildi. Hazirlanan
master plaklar ile S. typhimurium TA98 ve S. typhimurium TA100 sugslari +4 °C’ de 2

ay sureyle saklanabilmektedir [17].

2.4. Ames Test Sistemi

2.4.1. Sitotoksik Etkinin Saptanmasi

Ames test sisteminde kullanilan test bilegiklerinin bakteri icin olduricu olmayan
dozunun saptanmasi amaciyla 2.5 ml Ust agara 0.1 ml bakteri kultird ve 0.1 mlI’ den
fazla olmamak sartiyla test bilesiklerinin farkli konsantrasyonlari eklendi. Tupteki
karisim nutrient agarli plaklara dokulerek plaklar 37 °C’ de 24 saat inkube edildi.
inkiibasyondan sonra plaklardaki koloniler sayildi ve kontrol plaklari ile

karsilastirilarak sitotoksik doz belirlendi.
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2.4.2. Mutajenik Etkinin Saptanmasi

Test edilecek kimyasal maddenin farkli derigimleri ve bakteri susunun bir araya
getirilerek homojen bir sekilde MGA’ |1 plaklara yayillmasi saglandi. Suslar igin pozitif
ve negatif kontrol plaklari varliginda mutajenite deneyleri yapildi. Pozitif kontrol
olarak, S. typhimurium TA98 icin danomisin, S. typhimurium TA100 i¢in sodyum azit
kullanildi. Calisma sirasinda test susundan 0.1 ml ve test edilen kimyasal maddenin
farkli miktarlardaki dozlarindan 0.1 ml, histidin-biyotin ¢ozeltisi iceren 2.5 ml Ust agara
eklendi ve karisim vortekslendi. Tup icerigi MGA’ I plaklara yayilarak 2 gece
inkibasyona birakildi. 37 °C’ de 2 gece inkiibasyonun ardindan his* olan koloniler
saylildi. Kimyasal maddelerin her dozu igin 3’ er plak kullanildi. Her deneyde suslarin
geri donme o6zgulliklerini dogrulamak amaciyla pozitif mutajen kontrolleri yapildi.
Test edilen kimyasal maddeyi ve pozitif mutajeni icermeyen, yalnizca bakteri ve
¢ozlcu iceren negatif kontrol plaklari, her iki sus i¢in kendiliginden geri dénen koloni

sayisinin saptanmasinda kullanildi.

2.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Bu calismada uygulanan her kimyasal maddenin etkisiyle geri donen koloni sayilari
kaydedildi. Ames test sisteminde bir maddeye mutajen denilebilmesi i¢in histidin
prototroflarinin sayisinin, kendiliginden geriye donen koloni sayisinin en az iki kati
olmasi gerekmektedir. Bununla birlikte bu sayl kendiliginden geri donen koloni
sayisinin iki katindan az olup, doza bagh bir artis s6z konusu olursa, bu durumda da

bu maddeye mutajen denilebilmektedir [30, 17].

Kontrol plaklari ile kimyasal maddenin farkli konsantrasyonlarinin denendigi plaklar
arasinda farkhlik olup olmadigi SPSS 16. 0 paket programi yardimiyla ANOVA
¢6zimlemesine gore yorumlandi. Kontrol grubuna gore anlamh farklihk gdsteren
grup/gruplar kontrol grubu degerlerinden ylksek ise bu grup/gruplarin mutajenik

potansiyele sahip olabilecegi kabul edildi.
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3. BULGULAR

Tez c¢alismasi kapsaminda, kemoterapotik etkili olabilecegi dusunulen yeni
sentezlenmis 2. konumdan substitle 15 adet benzotiyazol turevi bilesigin mutajenik
potansiyelleri Ames test sistemi ile degerlendirildi. Deneylere baslamadan once her

iki test susunun genetik isaretleri kontrol edildi.

3.1. Test Suslarinin Ureme Durumlari

Ames test sisteminde kullanilan bakteri kulttrlerinin mililitresinde 1-2x 10° canli
bakteri sayisi olmasi Onerilmektedir [30]. S. typhimurium TA98 susu igin kualtur
yogunlugunun mililitresinde bulunmasi gereken canli bakteri sayisina inkibasyonun
5. saatinde ulasiimaktadir [85]. Bu sebeple gece boyunca uretilen S. typhimurium
TA98 ve TA100 suslari sabah taze Ureme ortamlarina alinarak 5 saat inkibasyonun
ardindan %0.9’ luk NaCl ¢ozeltisi ile uygun oranlarda seyreltilip 0. 01 ml hacminde
nutrient agarl plaklara nokta seklinde ekildi. 37 °C’ de 1 gecelik inkibasyonun
ardindan plaklardaki koloniler sayildi ve S. typhimurium TA98 ve TA100 suslari igin

kulturlerin mililitresinde olmasi gereken canli bakteri sayisi dogrulandi.

3.2. Ames Testi Sonuglari

Plak inkorporasyon mutajenite testi dncesinde, test edilen kimyasal maddelerin
sitotoksik dozlari degerlendirildi. 1, 5 ve 6 numarali bilesikler i¢cin 200 ug/plak; 8
numarall bilesik igin ise 150 pg/plak dozu sitotoksik bulundu. Kimyasal maddelerin
¢ozunebildikleri, sitotoksik olmayan en ylksek dozdan baglanarak 5 farkli dozda
mutajenite deneyleri gerceklestirildi. 2, 3, 4, 7, 9, 10, 11 12, 13, 14, 15 numaral
bilesikler icin 50-200 ug/plak; 1, 5 ve 6 numarali kimyasallar igin 25-150 ug/plak ve 8
numarall bilesik igin ise 25-100 ug/plak dozlardaki mutajenik etkinlikleri arastirildi.
Test edilen her doz igin 3’ er plak kullanilarak ve farkl gunlerde en az 2 tekrar olmak
Uzere mutajenite deneyleri gergeklestirildi (n=3). S. typhimurium TA98 ve TA100

suslarina ait mutajenite deney sonuglari Cizelge 3. 1- 15’ de gosterilmigtir.
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Cizelge 3. 1. 1 numaral bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslarinda

geriye donen koloni sayilarina etkisi

Geriye Donen Koloni Sayisi
Denenen doz pg/plak
TA98 TA100
0 27,0+ 2,6 162,3 + 21,2
25 22,0+£9,5 143,6 £ 11,5
50 23,3+8,1 153,6 + 30,6
75 26,3+4,1 1143 +1,1*
100 26,0+ 6,2 112,3 + 9,6*
150 24,3+5,7 149,0+9,5
Pozitif Kontroller
Danomisin 2113 + 832 i
6 ug/plak T
Sodyum azit
1,5 pglplak - 2650,3 £ 574,2

*: p <0, 05 (Dunnett t-testine gore farklihk yaratan gruplar)
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Cizelge 3. 2. 2 numaral bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslarinda

geriye donen koloni sayilarina etkisi

Geriye Donen Koloni Sayisi
Denenen doz pg/plak
TA98 TA100
0 28,0+25 161,3+ 3,0
50 28,0+4,1 158,3 + 18,2
75 25,0+0,5 139,6 £ 20,0
100 280+1,5 162,6 + 34,5
150 27,055 125,3+£ 14,5
200 26,0+ 2,6 148,6 + 20,7
Pozitif Kontroller
Danomisin 2113 + 832 i
6 ug/plak T
Sodyum azit
1,5 pglplak - 2650,3 £ 574,2

p <0, 05 (Dunnett t-testine gore farkhlik yaratan grup bulunmamaktadir)
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Cizelge 3. 3. 3 numaral bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslarinda

geriye donen koloni sayilarina etkisi

Geriye Donen Koloni Sayisi
Denenen doz pg/plak
TA98 TA100
0 26,7+ 0,6 143,6 £ 6,0
50 38,7+ 5,7 157,0 £ 3,6
75 39,3+2,1* 142,3 +10,6
100 23,729 127,3+5,5
150 31,3+4,5 120,3+12,5
200 21,7+15 112,0 £ 21,7*
Pozitif Kontroller
Danomisin 2113 + 832 i
6 ug/plak T
Sodyum azit
1,5 pglplak - 2650,3 £ 574,2

*: p <0, 05 (Dunnett t-testine gore farklihk yaratan gruplar)
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Cizelge 3. 4. 4 numaral bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslarinda
geriye donen koloni sayilarina etkisi

Geriye Donen Koloni Sayisi
Denenen doz pg/plak
TA98 TA100
0 26,7+ 0,6 124,0+ 35
50 39,6 £2,1* 99,0+ 3,6
75 36,3+7,4 96,0 + 14,0
100 29,7+ 6,7 115,7 £ 5,6
150 40,3 £ 4,5* 115,3 + 25,0
200 293+x1,1 89,3 £ 14,2*
Pozitif Kontroller
Danomisin 2113 + 832 i
6 ug/plak T
Sodyum azit
1,5 pglplak - 2650,3 £ 574,2

*: p <0, 05 (Dunnett t-testine gore farklihk yaratan gruplar)
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Cizelge 3. 5. 5 numaral bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslarinda
geriye donen koloni sayilarina etkisi

Geriye Donen Koloni Sayisi
Denenen doz pg/plak
TA98 TA100
0 27,0+ 2,6 127,3+ 45
25 33,3+9,2 162,0 + 33,8
50 26,6 £0,5 118,6 £ 30,0
75 24,6 £2,0 1433+ 4,9
100 256+5,1 138,6 + 4,7
150 196+4,1 107,6 + 6,8
Pozitif Kontroller
Danomisin 2113 + 832 i
6 ug/plak T
Sodyum azit
1,5 pglplak - 2650,3 £ 574,2

p <0, 05 (Dunnett t-testine gore farklilik yaratan grup bulunmamaktadir)
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Cizelge 3. 6. 6 numaral bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslarinda

geriye donen koloni sayilarina etkisi

Geriye Donen Koloni Sayisi
Denenen doz pg/plak
TA98 TA100
0 32,3+4,0 126,0 £ 13,2
25 29,6 +2,3 127,3+4,0
50 30,6 £5,5 150,6 + 12,8
75 33,3+9,6 251,3 £ 24,5*
100 31,655 299,3 + 14,0*
150 31,0+ 12,1 401,6 £ 67,2*
Pozitif Kontroller
Danomisin 2113 + 832 i
6 ug/plak T
Sodyum azit
1,5 pglplak - 2650,3 £ 574,2

*: p <0, 05 (Dunnett t-testine gore farklihk yaratan gruplar)
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Cizelge 3. 7. 7 numaral bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslarinda
geriye donen koloni sayilarina etkisi

Geriye Donen Koloni Sayisi
Denenen doz pg/plak
TA98 TA100
0 316+ 6.1 161,3 + 3,1
50 27.3+55 117,6 £5,0
75 27,3+8,9 109,6 + 35,8
100 24,6 +7,0 130,6 £ 9,3
150 30,3+ 35 133,0+17,1
200 21,6 +4,9 143,0 £ 19,0
Pozitif Kontroller
Danomisin 21134 §3.2 ]
6 ug/plak 9 = 09
Sodyum azit
1,5 ug/plak - 2650,3 £ 574,2

p <0, 05 (Dunnett t-testine gore farklilik yaratan grup bulunmamaktadir)
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Cizelge 3. 8. 8 numaral bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslarinda
geriye donen koloni sayilarina etkisi

Geriye Donen Koloni Sayisi
Denenen doz pg/plak
TA98 TA100
0 27,0+ 2,6 140,0 £ 22,9
25 250+1,0 131,6 + 15,9
50 22,0+10,4 122,3+119
75 22,6 £ 3,7 146,3+2,1
100 20,0+5,5 118,0+ 8,5
Pozitif Kontroller
Danomisin
6 ug/plak 211,3 + 83,2 -
Sodyum azit
1,5 pglplak - 2650,3 + 574,2

p <0, 05 (Dunnett t-testine gore farklilik yaratan grup bulunmamaktadir)
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Cizelge 3. 9. 9 numaral bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslarinda
geriye donen koloni sayilarina etkisi

Geriye Donen Koloni Sayisi
Denenen doz pg/plak
TA98 TA100
0 32,3+4,0 90,6 +17,4
50 39075 123,3+5,6
75 32,6 £6,5 106,6 + 24,9
100 32,0+£6,0 95,0+17,3
150 23,0+ 7,8* 119,3+2,8
200 20,6 £ 5,8* 85,3+27,5
Pozitif Kontroller
Danomisin 2113 + 832 i
6 ug/plak A
Sodyum azit
1,5 uglplak - 2650,3 + 574,2

*: p <0, 05 (Dunnett t-testine gore farklihk yaratan gruplar)
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Cizelge 3.10. 10 numaral bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslarinda
geriye donen koloni sayilarina etkisi

Geriye Donen Koloni Sayisi
Denenen doz pg/plak
TA98 TA100
0 37615 126,0 + 13,2
50 39,0£4,5 641,3 + 28,1*
75 38,3+ 16,2 936,3 + 41,2*
100 45,3+9,6 1070,7 + 166,1*
150 41,0+12,3 1046,6 + 218,0*
200 32625 1287,6 +172,7*
Pozitif Kontroller
Danomisin 2113 + 832 i
6 ug/plak T
Sodyum azit
1,5 uglplak - 2650,3 + 574,2

*: p <0, 05 (Dunnett t-testine gore farklihk yaratan gruplar)
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Cizelge 3.11. 11 numaral bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslarinda
geriye donen koloni sayilarina etkisi

Geriye Donen Koloni Sayisi
Denenen doz pg/plak
TA98 TA100
0 40,0+8,1 131,0 £ 23,3
50 40,3+ 1,1 1143+ 21,3
75 35055 122,3+22,3
100 35,6 £8,3 121,0+6,5
150 46,6 + 9,6 109,0+ 10,4
200 31,3+£6,5 148,0 +48,4
Pozitif Kontroller
Danomisin 2113 + 832 i
6 ug/plak T
Sodyum azit
1,5 uglplak - 2650,3 + 574,2

p < 0, 05 (Dunnett t-testine gore farklihk yaratan grup bulunmamaktadir)
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Cizelge 3.12. 12 numaral bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslarinda
geriye donen koloni sayilarina etkisi

Denenen doz pg/plak

Geriye Donen Koloni Sayisi

TA98 TA100
0 27,0+ 2,6 143,3 + 23,6
50 28,3+104 181,3 + 24,9
75 30,0+ 10,1 227,6 £10,7*
100 23,3+7,6 254,3 £12,9*
150 25,3+ 6,6 337,3 £ 29,5*
200 23,0+ 8,5 127,3+8,1
Pozitif Kontroller
Danomisin 2113 + 832 i
6 ug/plak ’ '
ﬁf’g{g}‘p;ﬂt i 2650,3 + 574,2

*: p <0, 05 (Dunnett t-testine gore farklihk yaratan gruplar)
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Cizelge 3.13. 13 numaral bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslarinda
geriye donen koloni sayilarina etkisi

Geriye Donen Koloni Sayisi
Denenen doz pg/plak
TA98 TA100
0 32,3+4,0 90,6+ 17,4
50 34,0+£175 1156+ 7,0
75 29672 96,3+ 14,2
100 28,6 +45 106,6 + 21,8
150 27,3+4,0 109,6 + 15,5
200 31,0+ 2,6 107,6 + 13,2
Pozitif Kontroller
Danomisin 2113 + 832 i
6 ug/plak A
Sodyum azit
1.5 pglplak - 2650,3 + 574,2

p <0, 05 (Dunnett t-testine gore farklilik yaratan grup bulunmamaktadir)
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Cizelge 3.14. 14 numaral bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslarinda
geriye donen koloni sayilarina etkisi

Geriye Donen Koloni Sayisi
Denenen doz pg/plak
TA98 TA100
0 316+6,1 143,6 £ 6,0
50 247+15 186,3 + 26,4
75 24,3+8,1 162,3+134
100 24,7+25 172,7 £54,1
150 27,0+ 2,6 185,6 + 21,2
200 22,7+48 160,0 + 30,3
Pozitif Kontroller
Danomisin 2113 + 832 i
6 ug/plak A
Sodyum azit
1.5 pglplak - 2650,3 + 574,2

p <0, 05 (Dunnett t-testine gore farklilik yaratan grup bulunmamaktadir)
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Cizelge 3.15. 15 numaral bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslarinda
geriye donen koloni sayilarina etkisi

Geriye Donen Koloni Sayisi
Denenen doz pg/plak
TA98 TA100
0 25,3+ 3,7 1310+ 144
50 23,3+8,5 143,0+ 6,0
75 25,0 £6,9 153,3+ 234
100 23,0+ 2,6 1253+ 11,8
150 26,3+2,5 147,0+ 3,6
200 253+2,0 132,0+ 12,2
Pozitif Kontroller
Danomisin 2113 + 832 i
6 ug/plak A
Sodyum azit
1.5 pglplak - 2650,3 + 574,2

p <0, 05 (Dunnett t-testine gore farklilik yaratan grup bulunmamaktadir)

SPSS 16. 0 programi kullanilarak yapilan ANOVA ¢6zumlemesine gore;

1 no’ Iu bilesik icin, S. typhimurium TA100 susunda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 75 ve 100 pg/plak dozlarinda anlamh farklilik oldugu gézlenmistir
(p<0,05). Ancak anlamh farklihdi yaratan gruplarin geriye dénen koloni sayilari,
kontrol grubuna goére dusuk oldugundan bu farkhlik mutajenik etki olarak
degerlendiriimemigtir. S. typhimurium TA98 susunda ise bu bilesigin denenen dozlari

kontrol grubu ile karsilastirildiginda, anlamh farkhlik olmadidi gézlenmistir (p<0,05).
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3 no’ lu bilesik igin yapilan Dunnett t testine gore, S. typhimurium TA100 susunda
200 pg/plak dozunda, S. typhimurium TA98 susunda ise 50 ve 75 pg/plak dozlarinda
kontrol grubu ile deney gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhlik
gOzlenmistir (p<0,05). Bu farklihk S. typhimurium TA100 susunda mutajenik etki
olarak degerlendiriimezken, S. typhimurium TA98 susunda kontrol grubuna gore artis

gOzlendiginden mutajenik etki olarak kabul edilmistir.

4 no’ lu bilesik igin, S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda kontrol grubu ile deney
gruplarn arasinda anlamh farkhlik oldugu goézlenmistir (p<0,05). Analiz sonuglarina
gore S. typhimurium TA100 susundaki farklihlik mutajenik etki olarak
degerlendiriimemistir. Ancak S. typhimurium TA98 susunda kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 50 ve 150 pg/plak dozlarinda goérulen geriye donen koloni

sayisindaki anlamli artis mutajenik etki olarak degerlendirilmistir (p<0,05).

6 no’ lu bilesik igin, S. typhimurium TA100 susunda denenen tUm dozlar kontrol
grubuyla karsilastirildiginda, 75, 100 ve 150 pg/plak dozlarinda anlamli farklilik
oldugu gozlenmistir (p<0,05). Dunnett t analizine goére farkliigi yaratan gruplar,
kontrol grubu verilerine gore daha yuksek oldugundan bu derigimler S. typhimurium
TA100 susu icin mutajenik etkili olarak degerlendirilmistir (p<0,05). Denenen butin
dozlar S. typhimurium TA98 susunda geriye dénen koloni sayisini artirmadigi igin

mutajenik etkili olarak yorumlanmamistir.

9 no’ lu bilesigin sonuglari analiz edildiginde S. typhimurium TA100 susuna ait
degerlerde kontrol grubuna goére anlaml farklihk olmadigi gézlenmistir (p<0,05).
TA98 susu icin Dunnett t analizi yapildiginda 150 ve 200 pg/plak dozlarinda anlamli
bir farklihgin oldugu ancak bu farklihdin mutajenik etkili olmadidi gozlenmistir
(p<0,05).

10 no’ lu bilesik i¢in S. typhimurium TA100 susunun denenen tim dozlarinda (50, 75,
100, 150 ve 200 pg/plak) kontrol ve dozlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik oldugu gézlenmistir (p<0,05). Tum dozlarda geriye donen koloni sayilari
kontrol grubuna gore yaklasik 5. 1 — 10. 2 kat arasinda degisen oranlarda artig
sergilediginden, bu derigsimlerde kuvvetli mutajenik etkiden s6z edilmektedir. TA98
susunda ise bu bilesigin denenen dozlari kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamh

farklihk olmadigi gézlenmistir (p<0,05).
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12 no’ lu bilesigin S. typhimurium TA100 susunda denenen tum dozlar kontrol
grubuyla kargilastirildiginda 75, 100 ve 150 ug/plak dozlarinda anlamh farklilik
oldugu goézlenmigtir (p<0,05). 75, 100 ve 150 ug/plak derisimlerinde gbzlenen bu
farklilik mutajenik etki olarak degerlendirilmistir. Olusan mutajenitenin doza badgl
olarak arttig1 soylenebilir. S. typhimurium TA98 susunda ise denenen dozlar kontrol

grubu ile kargilastirildiginda anlamh farklilik olmadig1 gozlenmistir (p<0,05).

2,5,7,8, 11, 13, 14 ve 15 no’lu bilesiklerin denenen butin dozlari S. typhimurium
TA98 ve TA100 suslarinda geriye donen koloni sayisini artirmadigi igin bu kimyasal
maddeler mutajenik etkili olarak degerlendiriimemistir (p< 0,05). Test edilen tim
bilesiklerin ortak halka yapilari ve S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda

mutajenik etkili dozlari Cizelge 3.16° da verilmigtir.

Cizelge 3.16. Test Edilen Bilesiklerin Ortak Halka Yapilari ve S. typhimurium TA98 ve
TA100 Suglarinda Mutajenik Etkili Dozlari

(<O~

(]

[

SUBSTITUENTLER SUSLAR/MUTAJENITE
BILESIK -X- -Y- -R- TA98 TA100
NO
1 -Cl-
2 -F- -
3 -CoHs- 50 ve 75 ug/plak
4 -NO,- 50 ve 150 pg/plak
5 - - -C(CHa)s- i i
6 -CH,- - -Cl- - 75,100 ve 150 pg/plak
7 -CHp- - -F- -
8 -CH,- - -Br-
9 -CH,- - -NO,- -
-CH,- 50, 75,100, 150 ve 200
10 2 -C(CHs)s- ug/plak
11 -CH,- -CoHs- - -
12 -CH,- - -H- - 75,100 ve 150 ug/plak
13 -CHa- | -C,H,- -H- -
14 -CHz- | -CoH,- -OCH3-
15 -OCH(CHj3)C;Hs
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4. TARTISMA VE SONUC

Kanser, hucrelerin ¢esitli degismeler sonucu anormalleserek kontrolsiz ¢ogalmalari
ve yayllmalari olarak tanimlanmaktadir. GUinimuizde 6lime neden olan hastaliklar
arasinda, dunyanin bir¢cok Ulkesinde ve Turkiye’ de kalp hastaliklarindan sonra ikinci
sirada yer almaktadir [86]. Diinya Saglik Orgtii ve Uluslararasi Kanser Arastirmalari
Kurumu’ nun verilerine goére 2008 vyilinda dinya genelinde 12 milyon Kkisiye
kanser teshisi konulurken, bu sayinin 2030 yilinda 26 milyonu asacadi tahmin
edilmektedir [87].

Kanser tedavileri icinde genellikle ilk olarak tercih edilen ve en sik kullanilan yontem
kemoterapidir [88]. Mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarda ilag
tedavisinin basarili sonuglar vermesi, memeli hucrelerinin kontrolsiz bir sekilde
bldyimelerine bagh olan malign olusumlarin kimyasal etkenler tarafindan
diuzeltilebilecegi olasihgini dogurmustur. Bu fikirden yola g¢ikarak kemoterapotik
ilaglar konusunda birgok arastirma yapiimis ve cok cgesitli sentetik veya dogal

kaynakli ilag tedaviye sokulmustur [89].

Antikanser ilaglarin  kullanimindaki amag¢, kanser hucrelerinin  bldyume ve
¢ogalmalarini 6nleyerek, bu hucreler Gzerinde sitotoksik etki olusturmasidir. Ancak
kullanilan ilaglar yalnizca kanser hucrelerini etkilemek yerine, saglikli hucreler
uzerinde de etkili olmaktadirlar. Bu da kemoterapétik ilag kullanimina bagl
istenmeyen yan etkilerin olusumuna sebep olmaktadir. Ayrica, antikanser ilaglarin
terapotik etkinligi, ilaca karsi gelistirilen diren¢g mekanizmalari ile kisitlanmaktadir. Bu
amagcla daha etkili ve genis spektruma sahip kemoterapoétik etkili yeni ilaglar bulmaya

yonelik gcalismalar gin gegtikge artmaktadir [90, 91].

ilag gelistirmek amaciyla sentezlenen kimyasal maddeler, ilacin éngériilen terapdtik
etkisine uyan temel etkilerini ya da toksisitesini ortaya koyan in vitro tarama
testlerinden gectikten sonra, in vivo deney hayvanlarinda beklenen etki bakimindan
detayh bir sekilde incelenir. Bu preklinik ¢calismalarda, etkili ve gelistiriime amacina
uygun bulunan ve dusuk toksisitesi sebebiyle guvenli gorinen maddelerin klinik
denemelerine gegilir. Klinik ¢alismalarin ilk basamagi olan faz | denemelerinde,
saghkh goéndlla kisilere (20-80 kisi), ilacin artan dozlari verilerek ilaca tolerans, ilacin

guvenilirligi, guvenli doz araligi ve insandaki farmakokinetigi belirlenir. Faz Il
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denemelerinde, kisitl sayida hastada (150-300 kisi) ilacin optimal dozu, terapotik
doz araligi ve etki derecesi ile yan etki profili saptanir. Faz Ill denemelerinde ¢ok
sayida hastada (2000-3000 kisi) ilacin terapotik etkinligi plasebo ve yerlesmis
ilaclarla karsilastirilarak yarar/zarar orani saptanir. Faz Ill denemelerinde uygun
bulunan arastirma ilaci, ruhsatlandirilip pazarlandiktan sonra, yan etkileri bakimindan
izlenerek, Klinik etkinlik ve farmakoekonomik agilardan diger ilaglarla kargilastirilir. Bu

calismalar faz IV denemelerini olugturmaktadir [7].

Azot, kukurt ve oksijen igceren bes Uyeli heterosiklik bilesikler ilag kesif surecinde
oldukga 6nemli bir yer teskil etmektedirler. Bu bilesiklerin énemli bir sinifini teskil
eden benzotiyazoller ve izosterleri benzimidazol ve benzoksazoller, kemoterapotik
etkilerinin birgok c¢alisma ile gosterilmesi sebebiyle yillardir pek ¢ok arastirmanin
hedefi olmustur [92-94].

Benzotiyazol yapisi iceren bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin degerlendiriimesi 1950’ i
yilllarda 2-merkaptobenzotiyazolin antibakteriyel ve antitiberkiloz aktivitesinin
incelenmesi ile baslamis ve bu bilesigin tlberkiloz etkeni Mycobacterium
tuberculosis Uzerinde in vitro olarak etkili oldugu belirtiimigtir [72]. Yapilan baska bir
calismada 2-mercapto-1,3-benzotiyazol’ Un antibakteriyel aktivitesi Gram negatif
(Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli) ve Gram
pozitif (Staphylococcus aureus ve Enterococci spp.) bakteriler Gzerinde incelenmis ve

bu bilesigin 6zellikle Gram pozitif bakterilerde sitotoksik etkili oldugu belirtilmistir [95].

Soni ve arkadaslari [96] schiff bazi tasiyan benzotiyazol tirevi bilesikler
sentezlemigler ve bu bilesiklerin Bacillus subtilis, Escherichia coli ve Streptomyces
griseus’ a karsi antibakteriyel aktivitelerini incelemiglerdir. Calismada test edilen
kimyasallarin yapi-etki iligkilerinin incelenmesi sonucunda, elektron verici gruplarin
para pozisyonunda bulunmasinin antibakteriyel aktiviteyi artirdigini belirtmislerdir.
Yine ayni arastirmacilarin yaptiklari bir calismada, 2-substitie benzimidazol,
benzoksazol ve benzotiyazol tirevlerinin Candida albicans ve Aspergillus niger
uzerinde antifungal etkileri degerlendirilmis ve 2-substitie benzotiyazol tirevi
bilesiklerin benzimidazol ve benzoksazol tlrevlerine gore daha genig bir spektrumda
etkili oldugu belirtilmigtir.

Ogilvie ve arkadaslari [68] benzotiyazol turevlerinin antiviral aktiviteleri Uzerine
yaptiklari bir galismada, 2-substitlie benzotiyazol turevlerinin herpesvirus grubu Uyesi
olan insan sitomegalo virusun (HCMV) proteaz aktivitesini inhibe ettigini
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belirtmiglerdir. Yapilan baska bir ¢galismada da ure ve tiyoure tlrevleri ile kombine
edilen benzotiyazol turevi bilesiklerin HIV ters transkriptaz enzim inhibitori oldugu

rapor edilmigtir [97].

Son yillarda cesitli konumlardan substitlie edilen benzotiyazol turevleri 6zellikle
antikanser aktivitelerinden dolayi siklikla calisiimaktadir [93, 98, 99]. Ornegin, 2-(4-
aminofenil)-benzotiyazol turevi bilesiklerin tumor hucreleri Gzerine gugli ve segici
sitotoksik etkili oldugu belirtilmistir [100]. Bu bilesikler ve onlarin N-asetilli tirevleri in
vitro gogus, kolon ve yumurtalik kanser hucre hatlarinda guglu antitimoral aktivite
gostermiglerdir (Amerikan Ulusal Kanser Enstitisu Antikanser Bilesik Tarama
Programi) [77, 101]. Bu molekullerin DNA’ya kovalent olarak baglanan reaktif ara

urin olusumuyla antikanser aktivitelerini gosterdikleri dugstnulmektedir [102].

Al-Soud ve arkadaslari [103] yaptiklari bir c¢alismada, 2-(4-amino-3-metilfenil)
benzotiyazol, 2-(4-aminofenil)-benzotiyazol ve  2-(3,4-dimetoksifenil)-5-fluoro-
benzotiyazol yapisindaki bilesiklerin arilhidrokarbon reseptoru icin potansiyel ligand
olabileceklerini ve bdylece tUmor hicrelerinin bliyumesini dnemli derecede inhibe

ettigini belirtmiglerdir.

Chaudhary ve arkadaslar [104] aminometilfenil ve karbonitril tlirevi benzotiyazollerin
insan kanser hucre hatlarinda guclu sitotoksisite ve DNA sentez inhibisyonu
gosterdiklerini, ayrica klor ve flor fonksiyonel gruplari iceren benzotiyazol turevlerinin
in vitro ve in vivo’ da iyi derecede antitimoral aktivite gosterdiklerini saptamislardir.
Buna ek olarak pirimidobenzotiyazol, benzotiyazolo quinolin ve imidazobenzotiyazol
turevi bilesiklerin dnemli Olglde antitimoral aktivite gosterdikleri ve bu bilesiklerin
sitostatik aktiviteleri malignant hicre hatlarina karsi test edildiginde, tum bilesiklerin
uygulandiklari hlcre tipine ve konsantrasyonlarina bagl olarak farkh inhibitor etki
gosterdikleri rapor edilmistir [105, 106, 107].

Genomik kararhligin korunmasi icin gerekli enzimlerden olan topoizomerazlarin
inhibisyonu sonucu DNA sentezinin bozulmasi  kemoterapotiklerin  etki
mekanizmalarindan biridir. Pinar ve arkadaglar [108] yaptiklari bir ¢alismada 2-
fenoksimetilbenzotiyazolliin 6karyotik DNA topoizomeraz Il enzimi tGzerinde dnemli
derecede inhibitér etki gosterdigini ve bu etkinin referans inhibitér etopositten daha

fazla oldugunu belirtmiglerdir.
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Ames test sistemi, kimyasal maddelerin mutajenik potansiyellerinin belirlenmesinde
ilk basamak olarak kullanilan, basit formati, ¢ok kisa surede sonu¢ vermesi ve
nispeten az miktarda test bileseni gerektirmesi sebebiyle yaygin olarak kullanilan
bakteriyel test sistemlerinden birisidir. Salmonella geri mutasyon testi olarak da
adlandirilan Ames testi, in vitro kemirgen ve insan karsinojenitesi hakkinda gugclu
ongoru degeri tasidigi icin en cok tercih edilen mutajenite testidir. Oyle ki, bu test
sisteminden elde edilen sonuglarin kemirgen karsinojenitesi ve in vivo genetik
toksisite testlerinden elde edilen sonuglarla %65 oraninda uyum goésterdigi yapilan

calismalarla gosterilmistir [30, 109].

Mutajenite taramalarinda kullanilan S. typhimurium suslarinin DNA hasarlarina karsi
hassasiyetlerini artirmak amaciyla bu suglar, buylik molekullere karsi gegirgenligi
artirma, DNA onarim mekanizmalarinin indirgenmesi ve SOS onarim sistemini
indlkleyen R plazmitinin eklenmesi gibi ¢esitli modifikasyonlara ugratiimistir. Ames
test sisteminde gergeve kaymasi mutasyonlarinin belirlenebilmesi icin S. typhimurium
TA98, TA1537 ve TA1538 suslari, baz cifti degisimi mutasyonlarini saptamak igin S.
typhimurium TA100, TA102 ve TA1535 suslarinin kullaniimasi o6nerilmektedir.
Boylece Ames test sistemi kullanilarak bir kimyasal maddenin neden olabilecegi

mutasyonlarin tipi de spesifik olarak belirlenebilmektedir [17, 109].

Tez calismasinda Ankara Universitesi Eczacillk Fakiltesi, Farmasétik Kimya
Anabilim Dalinca yeni sentezlenmis olan 15 benzotiyazol turevi bilegigin mutajenik
potansiyelleri S. typhimurium TA98 ve S. typhimurium TA100 suslar kullanilarak

degerlendirildi.

Bu calismada mutajenite deneylerine gecilmeden O6nce tium kimyasal maddelerin
sitotoksik etki degerlendirmeleri yapildi. Sitotoksik olmayan dozlarin belirlenebilmesi
icin plak inkorporasyon metodu kullanildi. 2, 3, 4, 7, 9, 10, 11 12, 13, 14,15 no’ lu
bilesikler i¢cin 200 ug/plak; 1, 5 ve 6 no’ lu kimyasallar igin 150 ug/plak ve 8 no’ lu
bilesik icin 100 pg/plak etkinligi arastirilan en yuksek dozlardir.

Ames testinde bir maddeye mutajen denilebilmesi igin histidin prototroflarinin
sayisinin kendiliginden geriye donen koloni sayisinin en az iki katl olmasi ya da iki
katindan az oldugu durumlarda doza bagli bir artis gostermesi gerekmektedir [30].

Literatir taramalarina gore, mutant bakteri suglarinin kendiliginden his™ durumundan

his* durumuna doénusmesi, belirli sinirlar iginde mumkdnddr. Bu sinirlar S,
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typhimurium TA98 susu igin 20-50 revertant koloni/plak iken S. typhimurium TA100
susu igin 75-200 revertant koloni/plaktir. Yapilan deneyler sonucunda negatif kontrol
olarak  kullanilan  kendiliginden geri donus frekanslarinin  ortalamalari
degerlendirildiginde, S. typhimurium TA98 susu ic¢in 30,16 £ 4,3; S. typhimurium
TA100 susu icin ise bu deger 133,46 + 21,8 koloni olarak bulunmustur. Elde edilen
bu degerler literaturde belirlenen araliklarda yer almaktadir. Bu sayi degerleri; glukoz
ve tuz ¢ozeltilerinin derigimi, petrilerdeki Ust agarin miktari ve yayillma sekli, ortamin
sicakligi ve hava sirkulasyonu, etivdeki nem orani, minimal glukoz agarl ortamin
hacmi ve hazirlanmasindaki farkliliklar gibi faktérlerden dolaylr degisiklik
goOsterebilmektedir [110, 111]. S. typhimurium TA98 susu igin, pozitif kontrol olarak
kullanilan danomisinin 6 ug/plak dozunda, S. typhimurium TA100 susu igin ise
sodyum azitin 1,5 ug/plak dozunda mutajenik etkili oldugu literatirde belirtiimektedir
[30]. Deney sonuglari incelendiginde, danomisin varhiginda S. typhimurium TA98
susu icin ortalama 211,3 £ 83,2 geriye dénen koloni, sodyum azit varliginda S.
typhimurium TA100 susunda ise 2650,3 + 574,2 geriye donen koloni elde edilmistir.
Elde edilen bu dederler negatif kontrollerden elde edilen verilerle karsilastirildiginda

literatUrdeki veriyi dogruladigi gorulmektedir.

Ames test sistemi ile yapilan birgok calisma incelendiginde, S. typhimurium TA98 ve
TA100 suglarinin diger suglara gore daha c¢ok tercih edildigi gortlmektedir. Bunun
nedeni de bu iki susun cesitli mutajenlere kargi hassasiyetinin diger suglara gore

daha fazla olmasindan kaynaklanmaktadir [112, 113].

Yapilan deneyler sonucunda elde edilen veriler SPSS 16. 0 paket programi
kullanilarak ANOVA ¢dzimlemesine gore degerlendirilmigstir. Farklilik yaratan gruplar,
ortalamalar arasi farki arastiran ¢oklu karsilastirma yontemlerinden Dunnett t testi

(p<0, 05) ile istatistiksel olarak analiz edilmistir.

Bu tez calismasinda test edilen kemoterapdtik etkili olabilecegi dusunilen
benzotiyazol tiirevi bilesikler Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik
Kimya Anabilimdali tarafindan sentezlenmistir. Bu bilesiklerin  mikrobiyolojik
aktiviteleri calisiimig olup, tez calismasi kapsaminda da mutajenik aktiviteleri
degerlendirilmigtir.

Ames test sisteminde metabolik aktivasyon yoklugunda 1, 2, 5, 7, 8, 9, 11, 13, 14 ve
15 no’ lu bilegikler negatif sonug vermistir. Bu kimyasallarin hisD3052 ve hisG46 gen
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bdlgelerinde c¢ergeve kaymasi ve baz degisimi mutasyonlarina neden olmadiklari

sOylenebilir.

S. typhimurium TA98 susunda 3 no’ lu bilesigin, 50 ve 75 ug/plak dozlarinda
mutajenik etkili oldugu gozlenmistir. Yapisinda -CH2- koprusu bulundurmayan ve R
grubu olarak etil gibi hacimli bir grup tasiyan 3 no’ lu bilesigin, cergeve kaymasi
mutasyonuna sebep olan bir mutajen oldugu soylenebilir. Bilindigi gibi cergeve
kaymasi mutasyonuna sebep olan bilesikler duzlemsel bir yapiya sahip olmalari

nedeniyle DNA’ ya baglanarak bu etkiyi gosterebilmektedirler [4].

S. typhimurium TA98 susunda 4 no’ lu bilesik i¢in kontrol grubuna gdre 50 ve 150
ug/plak dozlarindaki farkhlik mutajenik etki olarak degerlendirilmistir. Radikal grup
olarak NO; bulunduran benzamid turevi bu bilesigin neden oldugu mutajenitenin nitro
grubundan kaynaklandigi dusunulebilir. Yapilan caligmalarda, aromatik bilesiklerin
nitro gibi halkadan elektron ¢ekici gruplarla substitle edilmesinin aktiviteyi arttirdigi
belirtiimistir [8].

6 no’ lu bilesigin S. typhimurium TA100 susunda 75, 100 ve 150 pg/plak dozlarinda
kontrol grubuna kiyasla anlamli farkhlik oldugu goérilmektedir. 75, 100 ve 150 pg/plak
derisimlerinde olusan mutajenitenin doza baglh olarak arttigi saptanmigtir. Bu sonuca
gbre, 6 no’ lu bilesigin hisG46 gen bdlgesinde baz cifti degisimi mutasyonuna neden
oldugu sodylenebilir. Clayton ve Abbott [114], benzimidazol analoglari olan
benzoksazol ve benzotiyazol tirevlerinde antitimoral etkiyi incelediklerinde en fazla
antitimoral etkiyi 2-klorobenzotiyazol yapisinda gozlemlemislerdir. Bu bilegigin
mutajenik aktivite gostermesi, fonksiyonel grup olarak Cl atomu ile birlikte-CH2-

koprusunun bulunmasindan kaynaklanabilir.

10 no’ lu bilegik S. typhimurium TA100 susunda denenen tum konsantrasyonlarda
(50, 75, 100, 150 ve 200 ug/plak) mutajenik etkili olarak degerlendirilmistir (p<0,05).
TUm dozlarda geriye donen koloni sayilari kontrol grubuna goére ylksek oranda artis
sergilemigtir. Denenen en dusuk dozda (50 pg/plak) geriye donen koloni sayisi
kontrol grubunun yaklagik 5.1 kati iken, en yuksek dozda (200 pg/plak) 10.2 katidir.
Bu derisimlerde 10 no’ lu bilegigin TA100 susu uUzerinde kuvvetli mutajenik etkisi
oldugu gorulmektedir. Fonksiyonel grup olarak tert-batil gibi hacimli bir grubun
bulunmasinin baz cifti degisimini indukledigi dusunulebilir. Benzotiyazol turevi

bilesiklerin mikrobiyolojik aktivite degerlendirme galigmalarinda R grup olarak tert-
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batil ve -CH2- kdprustinun bulunmasinin antibakteriyel aktiviteyi artirdigr gdézlenmistir
[115].

12 no’ lu bilesigin S. typhimurium TA100 susunda denenen tim dozlar kontrol
grubuyla karsilastinldiginda, 75, 100 ve 150 pg/plak dozlari farkli gruplar
olusturduklarindan, bu konsantrasyonlarda mutajenik etkinin doza bagl olarak arttigi
sOylenebilir. Bu sonuca gore metabolik aktivasyon yoklugunda, bu bilegigin baz c¢ifti
degisimine neden olurken, cerceve kaymasi mutasyonuna neden olmadigi
soylenebilir.

Uygulanan istatistiksel yontem sonuclarina gore, mutajenik etkili bulunan kimyasal
maddelerden -CH2- koépristu bulundurmayanlar S. typhimurium TA98 susunda
mutajenik etkili iken, -CH2- kdprist bulunduranlar S. typhimurium TA100 susunda
etkili olmuslardir. Bu sonuca goére kimyasal maddelerin tasidiklari fonksiyonel
gruplarin da etkisiyle -CH2- képrtsinin bulunmasi baz ¢ifti degisimini indiklerken,
bu koéprinin olmayisi gergeve kaymasi mutasyonunu indukledigi dusunulebilir.
Cunkd -CH2- koprusunun bulunmasi, bilesik yapisinda kismi bir bukuilmeye sebep
oldugundan, dizlemsel yapidan bir miktar uzaklasiimaktadir. Cergceve kaymasina
neden olan mutajenlerin genellikle dizlemsel bir yapida olmasi da bu duslnceyi
guglendirmektedir.

Ames test sistemiyle denenen kimyasal maddelerin kemirgen karsinojenitesiyle %77-
98 oraninda uyum gosterdigi bircok calisma ile desteklense de, %2-23 oraninda
hatali sonug¢ elde edilmistir. Yani bir kimyasal maddenin Ames test sisteminde pozitif
sonug¢ vermesi, 0 maddenin kesinlikle mutajenik veya karsinojenik oldugu anlamina
gelmemektedir. Ornegin, yapilan bir calismada, Ames test sisteminde pozitif sonug
veren, dioxathionun (S, S'-(1,4-dioxane-2, 3-diyl) O, O, O'O'-tetraethyl bis
(phosphorodithioate) CHO hicrelerinde kromozomal hata ve fare lenfoma mutasyon

(L5178Y Fare lenfoma hucreleri) testlerinde negatif sonug verdigi belirtilmistir [116].

Viucuda alinan herhangi bir kimyasal maddenin ve metabolitlerinin emilimini, doku
dagilimini, metabolizmasini ve atilimini in vitro testlerle birebir olarak belirlemek
imkansizdir. Ancak memelilerdeki biyotransformasyon olaylarini deney ortaminda
taklit edebilmek amaciyla, ortama metabolik aktivasyon sistemi eklenir. Boylece
kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin metabolik aktivasyonlari sonucunda degisip
degismedigini belilemek mimkun hale gelmektedir [17, 117]. Kaplan ve

arkadaglarinin [118] yaptiklari bir ¢calismada, dis hekimliginde kullanilan simanlardan
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biri olan Aqualox’ un S. typhimurium TA98 susunda metabolik aktivasyon sistemi
yoklugunda mutajenik etki gostermedigi ancak bu sistem varliginda mutajenik

potansiyele sahip oldugu bildirilmistir.

Benzotiyazol iskeleti tasiyan bilesiklerin ve metabolize edilmeleri sonucu olusan
tirevlerin, antimikrobiyal, antiinflamatuar, antitiberklloz, antiviral, antioksidan,
antifungal ve antidiyabetik aktiviteye sahip olduklari bilinmektedir [94]. Wilson ve
arkadaslarinin [119] yaptiklar bir galismada, domuzlarin idrar 6rneklerinde rastlanan
2-metil-mercaptoanilin, 2-metilsulfinilanilin ve 2-metilsilfonilanilin metabolitlerinin
varligi ve yalnizca sulfatazlarin katalizledigi hidroliz reaksiyon sonucu olusan 2-
metilsulfinilfenilhidroksilamin  ve  2-metilstlfonilfenilhidroksilamin  metabolitlerinin
varligi da benzotiyazollerin metabolize edildiklerini gostermektedir.

Sato ve arkadaslari [9], 6-aminobenzotiyazol’'lin mutajenik/karsinojenik aktivitesini
ancak sitokrom P-450, asetiltransferaz ve sllfotransferaz enzimleri iceren metabolik
aktivasyon sistemi varliginda gosterebilecegini rapor etmiglerdir. Dolayisiyla tez
calismasinda kullanilan benzotiyazol turevi bilesiklerin, metabolik reaksiyonlar
sonucu olugan metabolitlerinin de mutajenik potansiyelleri hakkinda bilgi sahibi
olabilmek amaciyla, metabolik aktivasyon sistemi varliginda da sonuglarin
degerlendiriimesi gerekmektedir.

Sonug olarak test edilen kimyasal maddelerden negatif sonug veren 1, 2, 5, 7, 8, 9,
11, 13, 14 ve 15 no’ lu bilesiklerin kesinlikle mutajenik ya da karsinojenik etkili
olmadigini séylemek dogru olmayacagi gibi, pozitif sonu¢ verenler igin de kesinlikle
karsinojenik etkili demek yanlis olacaktir. DNA’ da hasar olusturma 6zelligi olan 3, 4,
6 10 ve 12 no’ lu bilesiklerin kanser hucreleri Uzerinde de ayni etkiyi gostererek
kontrolsuz hucre buyumesine neden olan genleri mutasyona ugratip tumor geligimini
inhibe edebilecegi dusunulebilir. Kimyasal bilegiklerin mutajenik potansiyellerinin
belirlenmesinde tek bir test sistemi yeterli olmadigindan, Ames test sistemini
tamamlayici testlerin kombine edilerek bateri test sistemlerinin kullanimi
mutajenite/karsinojenite tahmininde daha dodru sonuglar verecektir. Ayrica bu
calismanin yalnizca kisa zamanh bir test dahilinde mutajenite degerlendirmeye
olanak saglamasi nedeniyle, mutajen cikan kimyasal maddelerin mutajenik aktifligi
konusunda uzun zamanli test sistemleri olarak bilinen kemirgenlerde tumor
indUksiyonu deneylerinin de kullanildigi daha kapsaml incelemelerin yapilmasi

uygun olacaktir.
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