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ÖZET 

 

 

BAZI YENİ 2-SÜBSTİTÜE BENZOTİYAZOL TÜREVLERİNİN AMES 

TEST SİSTEMİ İLE MUTAJENİK ETKİLERİNİN BELİRLENMESİ 

 

 

SİBEL SARI 

Yüksek Lisans, Biyoloji Bölümü 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. NURAN DİRİL 

Ocak 2014, 67 sayfa 

 

 

ÇalıĢmada kemoterapötik etkili olabileceği düĢünülen 15 adet yeni sentezlenmiĢ 2- 

sübstitüe benzotiyazol türevi bileĢiğin kısa zamanlı bakteriyel test sistemlerinden 

biri olan Ames test sistemi ile mutajenik potansiyelleri araĢtırılmıĢtır.  

ÇalıĢmada kullanılan Salmonella typhimurium TA98 suĢu çerçeve kaymasına yol 

açan mutajenlerin, S. typhimurium TA100 suĢu ise baz çifti değiĢimine yol açan 

mutajenlerin belirlenmesi için kullanılmıĢtır. Pozitif kontrol olarak S. typhimurium 

TA98 için danomisin (6 µg/plak), S. typhimurium TA100 için sodyum azit (1,5 

µg/plak) kullanılmıĢtır.  

Sitotoksisite testinde 1, 5 ve 6 nolu bileĢikler 200 µg/plak; 8 nolu bileĢik 150 

µg/plak dozunda sitotoksik etkili bulunmuĢtur. 

SPSS 16. 0 programı ile yapılan Anova çözümlemelerine göre (p<0,05), 3 no‟ lu 

(50-75 µg/plak) ve 4 no‟ lu (50-150 µg/plak) bileĢikler S. typhimurium TA98 

suĢunda mutajenik etki göstermiĢtir. S. typhimurium TA100 suĢunda 6 ve 12 no‟ lu 

bileĢikler 75-100-150 µg/plak dozlarında, 10 no‟lu bileĢik ise denenen tüm 

dozlarda (50-200 µg/plak) mutajenik etkili bulunmuĢtur.  

 

Anahtar kelimeler: Ames testi, benzotiyazol türevleri, mutajenite. 
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ABSTRACT 

 

 

DETERMINATION OF MUTAGENIC EFFECTS OF SOME NOVEL  

2-SUBSTITUTED BENZOTHIAZOLE DERIVATIVES BY AMES TEST 

SYSTEM 

 

 

SİBEL SARI 

Master of Science, Department of Biology 

Supervisor: Prof. Dr. NURAN DİRİL 

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 µg/plate) was used as a positive control for 

S. typhimurium TA98 and sodium azide (1,5 µg/plate) was used for S. typhimurium 

TA100. 

In the cytotoxicity assay 1, 5 and 6 numbered compounds (200 µg/plate) and 8 

numbered compound (150 µg/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 µg/plate) and 4 numbered compounds (50-150 

µg/plate) have mutagenic effect on S. typhimurium TA98. 75-100-150 µg/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 µg/plate) 

tested in S. typhimurium TA100. 
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1. GİRİŞ 

 

Kimyasal maddelerin birçoğu, canlıların kalıtsal yapısında değiĢikliğe sebep olan, 

genotoksik ve karsinojenik etkilere sahiptir [1]. Doğrudan veya dolaylı olarak 

karsinojenik etki gösteren bu kimyasallar aynı zamanda mutajenik olarak da kabul 

edilmektedir. Karsinojenlerin %90‟ının mutajen olduğu düĢünülmektedir. Bu nedenle, 

kimyasal maddeleri mutajen ve karsinojen olarak ayırmak yerine, mutajen/karsinojen 

olarak tek grupta incelemenin daha doğru olacağı belirtilmektedir [2, 3]. 

Mutajen olduğu bilinen kimyasal maddelerin, kalıtımsal doğum bozukluklarına, kalp 

hastalıklarına ve yaĢlanmaya sebep olduğu bilinmektedir [4, 5]. Aynı zamanda kanser 

oluĢumunu indüklediği ve bazı hücre hatlarını zarara uğratarak üreme bozukluklarına 

yol açtığı düĢünülmektedir. Böylece gelecek nesillerde genetik hasarların ortaya 

çıkması söz konusu olacaktır [6].  

Gerek hastalık etkeni olan gerekse hastalıkların tedavisi amacıyla kullanılan kimyasal 

bileĢikler doğal olabilecekleri gibi, laboratuvar ortamında da sentezlenebilirler. 

Günümüzde birçok ilaç ön maddesi, hastalıkları tedavi etmek amacıyla sentetik 

olarak üretilmektedir. Sentez aĢamasında gelecekteki ilacın, vücutta etkilemesi 

beklenen hedef moleküler yapının (reseptör, enzim vb.)  veya mekanizmanın 

moleküler özelliklerine göre tasarımına ve ilacın molekül yapısı ile etkisi arasındaki 

iliĢkiye (yapı-etki iliĢkisi) oldukça önem verilmektedir [7]. Laboratuvarlarda 

sentezlenen benzoksazin, benzimidazol ve benzotiyazol türevi bileĢiklerin geniĢ bir 

spektrumda farmakolojik etki gösterdiği bilinmektedir [8]. 

Benzotiyazol türevleri, antifungal ve antinematod ilaçlar gibi çeĢitli ilaçların aktif 

bileĢeni olarak rol oynamaktadır [9]. Benzotiyazol halka sistemi nükleik asitlerin 

yapısında yer alan heterosiklik bazlardan adenin ve guaninin yapısal benzerleridir 

[10]. Benzotiyazol halka sistemi organizmadaki biyomoleküllerle kolayca etkileĢmesi 

bakımından oldukça önemli bir halka sistemi olarak değerlendirilmektedir. 

Benzotiyazol türevi bileĢiklerin mikrobiyolojik aktivitelerini, nükleik asit sentezini inhibe 

ederek gösterebilecekleri düĢünülmektedir [11, 12, 13].  
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Antibakteriyel ve antifungal etki çalıĢmalarının yanı sıra, kuvvetli antitümoral [14]  

aktiviteye sahip benzotiyazol halkası taĢıyan türevlerin belirlenmesi bu halka 

sisteminin önemini artırmıĢtır. Son yıllarda benzotiyazollerin mutajen olduğunu 

gösteren birçok çalıĢma bulunmaktadır [15, 16]. Dolayısıyla yeni sentezlenen 

benzotiyazol türevlerinin insan sağlığı üzerindeki etkilerinin araĢtırılması 

gerekmektedir. Bunun için kısa zamanlı mutajenite test sistemlerinin kullanımı en 

akılcı yaklaĢımdır. AraĢtırıcılar kimyasal maddelerin mutajenik potansiyellerini 

belirlemeye yönelik, çok kısa sürede sonuç veren ve düĢük maliyetli birçok kısa 

zamanlı mutajenite test sistemi geliĢtirmiĢlerdir (rec yöntemi, SOS-Kromotest, umu 

testi, komet testi vb.) [17]. Ames-Salmonella/mikrozom test sistemi kısa zamanlı test 

sistemlerinden biri olup mutajen/karsinojenlerin belirlenmesinde oldukça yaygın 

olarak kullanılan [18].  

Bu çalıĢmada Ankara Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Farmasötik Kimya Anabilim 

Dalı tarafından, ilaç etken maddesi olarak yeni sentezlenen 15 adet benzotiyazol 

türevi bileĢiğin mutajenik potansiyelleri Ames test sistemi ile Salmonella typhimurium 

TA98 ve TA100 suĢları kullanılarak değerlendirilmiĢtir.  

 

1.1. Genetik Toksikoloji 

Genotoksisite, kalıtım materyali olan DNA‟nın yapısında meydana gelen, gen 

mutasyonları, zincir kırıkları, DNA katım ürünleri ile kromozomlarda oluĢan yapısal ve 

sayısal değiĢiklikler gibi çeĢitli hasarları kapsayan genel bir terimdir [19]. Bu 

bağlamda genetik toksikoloji, organizmanın genetik iĢaretlerinde kalıtsal bir değiĢiklik 

meydana getiren fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanların (genotoksinlerin)  etkilerinin 

incelendiği bir bilim dalıdır [20]. Young [20] genetik toksikoloji alanındaki geliĢmelerin 

ilk olarak 1927 yılında Amerikalı genetikçi Hermann J. Muller (1890-1967) tarafından 

X-ıĢınlarının Drosophila‟ da gen mutasyonları ve kromozom değiĢikliklerinin oranını 

arttırdığını saptamasıyla baĢladığını belirtmektedir. Bu ilk gözlemler sonucu temelleri 

atılan genetik toksikoloji çalıĢmaları mutajenlerin tanımlanması, insanda risk 

değerlendirmesi ve bu maddelere gereksiz maruziyetin önlenmesi gibi pek çok 

konuda önem arz etmektedir [21].  
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Endüstrinin geliĢmesiyle birlikte giderek artan genotoksik ajanlara maruziyet sonucu 

ya da kendiliğinden genomda hasarlar oluĢabilmektedir. DNA dizisinde meydana 

gelen kalıtsal değiĢim "mutasyon" adını almaktadır. Mutasyonlar somatik hücrelerde 

veya eĢey hücrelerinde meydana gelebilirler. EĢey hücrelerinde meydana gelen 

mutasyonlar gelecek nesillere aktarıldıkları için önem taĢır. Somatik hücrelerde 

meydana gelen mutasyonlar ise direkt olarak organizmanın kendisini etkilerken, 

karsinogenez için zemin oluĢturmaları sebebiyle önemlidirler [22]. DNA onarım 

sistemi tarafından düzeltilebilen genotoksik hasarın sonraki nesile aktarılması 

önlenebilmektedir. Genotoksisite bu yönüyle mutajeniteden ayrılmaktadır [23].  

Mutasyona sebep olan maddelerin genotoksik etkileri hücresel hedeflerine bağlıdır. 

Bazı kimyasal maddelerin mutajenik aktivite göstermeleri metabolize edilmeleri 

sonucu gerçekleĢmektedir. Mutajenler ya doğrudan DNA ile etkileĢime girerek ya da 

dolaylı olarak genom bütünlüğünün korunmasında görev alan proteinlere bağlanarak, 

genomik değiĢikliklere neden olabilirler (Çizelge 1. 1). Örneğin, iyonizan radyasyon 

DNA ile direkt olarak etkileĢime girerek tek veya çift zincir kırıkların oluĢumuna sebep 

olmaktadır [24]. Dolaylı olarak DNA hasarı oluĢturan genotoksik ajanların hedefleri 

özellikle genom bütünlüğünün sağlanmasında görevli olan proteinlerdir. Bu konuda 

son yıllarda yapılan çalıĢmalar, DNA onarım sistemi enzimleri, hücre döngüsünü 

kontrol eden proteinler (örn: p53, Rb, siklinler), apoptozis ile iliĢkili gen ürünleri (örn: 

p53, bax, bcl-2), nükleer laminler, mitotik ve mayotik iğ iplikleri, oksidatif hasara karĢı 

savunma sağlayan proteinler (örn: glutatyon) üzerine yoğunlaĢmıĢtır [25].  
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Çizelge 1. 1. Genotoksinlerin DNA üzerindeki doğrudan ve dolaylı etki mekanizmaları 
[25]        
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Genotoksisite ve karsinojenite arasındaki iliĢki, onkogenler ve tümör baskılayıcı 

genlerde yapılan pek çok moleküler çalıĢma ile desteklenmiĢtir [26]. Birçok karsinojen 

maddenin gen mutasyonları ve amplifikasyonlarına, kromozomal kayıplara ve 

yeniden düzenlenmelere neden olduğu bilinmektedir. Karsinogenez çok basamaklı 

uzun bir süreç olup, genotoksik ve genotoksik olmayan birçok mekanizmanın etkisiyle 

oluĢmaktadır (ġekil 1.1). Protoonkogenlerin onkogenlere dönüĢmesine ve tümör 

baskılayıcı genlerin inaktif hale gelmesine sebep olan gen mutasyonları ve/veya 

kromozomal değiĢiklikler, karsinogenezin baĢlangıcında ve geliĢmesinde merkezi bir 

rol oynamaktadır [27].  

Genotoksinler Diğer 

Doğrudan DNA‟yı 
etkileyen 

Dolaylı olarak DNA‟ yı etkileyenler 

Lezyonlar 
DNA Onarım 

Enzimleri 

Mitotik iğ 
iplikleri 

Hücre Döngüsü 

Apoptozis 
Mutasyonlar 

Hücre Çoğalması 

Karsinogenez 

Mitojenler 

Sitotoksisite 

vb. 

Metilasyon 
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ġekil 1. 1. Karsinogenez geliĢiminde genotoksik ve genotoksik olmayan 
mekanizmalar [27]     

 

Kimyasal maddelerin genotoksik/mutajenik etkileri ile karsinojenite arasındaki 

doğrusal iliĢki, genotoksisite/mutajenite testlerinin kimyasal maddelerin karsinojenik 

potansiyellerinin araĢtırılmasında tarama testleri olarak kullanılmaları sonucunu 

doğurmuĢtur. Bu amaçla geliĢtirilen birçok kısa zamanlı test sistemi mevcuttur [26].  

 

1.2. Kısa Zamanlı Mutajenite Test Sistemleri 

Karsinojenite potansiyeline sahip olan kimyasalların bu etkilerini öngörmede kısa 

zamanlı mutajenite test sistemlerinin kullanımı en akılcı yaklaĢımdır. 200‟ den fazla 

kısa zamanlı test sistemi; bakterileri, kültüre edilmiĢ memeli hücrelerini, böcekleri ve 

memelileri kullanarak çeĢitli kimyasal maddelerin mutajenik aktivitelerini test etmek 

amacıyla geliĢtirilmiĢtir. Bu test sistemleri mutajen ve karsinojenlerin 

tanımlanmasında oldukça hızlı sonuç vermeleri ve ekonomik açıdan düĢük maliyete 

sahip olmaları sebebiyle sıklıkla tercih edilmektedirler [26].  

Tek bir kısa zamanlı test sistemi herhangi bir bileĢiğin mutajenik/karsinojenik 

aktivitesinin öngörülmesinde tek baĢına yeterli olmamaktadır. Bu yüzden bir 

kimyasalın mutajenik ve/veya karsinojenik olarak adlandırılması için bateri test 

sistemleri uygulanmaktadır. Uluslararası geçerliliği olan rehberlerde 

basamaklandırılmıĢ standart bir bateri test sistemi genel olarak 4 ana kategoriden 

oluĢmaktadır [28, 29] (Çizelge 1. 2). 
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Çizelge 1. 2. Standart Genotoksisite Bateri Test Sistemi [29]     

 

Gıda, ilaç, kozmetik ve daha birçok endüstriyel alanda kullanılan tüketiciye yönelik 

her türlü kimyasal maddenin potansiyel mutajenik, genotoksik ve/veya karsinojenik 

aktivitesi standart bateri test sistemlerine ilave olarak farklı test sistemlerinin 

kullanılmasıyla detaylı bir Ģekilde tanımlanabilmektedir [29] (Çizelge 1. 3). 

 

Çizelge 1. 3. Bateri Test Sistemini Destekleyici Diğer Toksisite Testleri [29]     

 

Standart Genotoksisite Bateri Test Sistemi 
 

 Bakteriyel geri mutasyon testleri (S9 varlığında ve yokluğunda) örneğin; 

Ames testi S.typhimurium suĢları ile  

 in vitro memeli hücre kültüründe gen mutasyon testleri (S9 varlığında ve 

yokluğunda) örneğin; fare lenfoma TK ya da CHO- HGPRT yöntemi 

 in vitro memeli kromozom hasar testleri örneğin; CHO ya da CHL 

hücrelerinde kromozomal hatalar ve kültüre edilmiĢ lenfositler 

 in vivo genetik hasar testleri örneğin; kemirgenlerde kemik iliğinde 

mikronükleus testi 

 

Bateri Test Sistemini Destekleyici Diğer Toksisite Testleri 
 

 ³²P iĢaretleme yöntemi ya da HPLC-kütle spektrometresi ile DNA eklenme 

ürünlerinin belirlenmesi 

 Kemirgen hepatositlerinde in vivo/in vitro programlanmamıĢ DNA sentezi 

 in vivo organ spesifik genotoksisite testleri örneğin; transgenik 

kemirgenler, komet testi ile DNA zincir kırıklarının tespiti 

 EĢey hücrelerinde genotoksisite testleri örneğin; kemirgen spermatogonial 

hücrelerinde kromozomal hasar testleri, dominant letal yöntem 

 Kalıtsal mutasyon testleri örneğin; kalıtsal translokasyon test, özgül lokus 

mutasyon testi. 

 Hücre transformasyon testleri örneğin; SHE hücreleri veya Balb/c3T3 

hücreleri ile hücre transformasyon testleri 
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Kimyasal maddelerin mutajenitesinin taranmasında ilk basamak bakteriyel test 

sistemlerinin kullanımını gerektirir. Bakterilerin basit üreme ortamlarında hızlı 

üremeleri sebebiyle bakteriyel testler rutin ön tarama testlerinde kullanılmaktadırlar. 

Basit, çabuk ve ucuz uygulanabilir olduğundan dolayı tüm kısa zamanlı bakteriyel test 

sistemleri arasında Ames testi en çok önerilen testtir [17].  

 

1.2.1. Ames Test Sistemi 

Salmonella/mikrozom test sistemi olarak da adlandırılan Ames testi, potansiyel 

genoktoksik ajanların belirlenmesinde kullanılan temel toksikolojik bir testtir. Dr. 

Bruce N. Ames tarafından geliĢtirilmiĢ olan Ames test sistemi, kimyasal maddelerin 

mutajenik potansiyellerinin değerlendirilmesinde yaygın olarak kullanılan, test 

parametreleri açısından çok iyi standardize edilmiĢ, geçerliliği pek çok araĢtırma ile 

gösterilmiĢ, mutajenlere yüksek hassasiyet gösteren kısa zamanlı test sistemlerinden 

biridir. Kolay uygulanabilir ve maliyetinin ucuz olması sebebiyle birçok araĢtırma 

laboratuvarında uygulanan bir sistemdir [4].  

Ames test sistemi özellikle kimyasal maddeler tarafından oluĢturulan mutasyonları 

saptamak amacıyla geliĢtirilmiĢtir. Yıllardır birçok bilimsel topluluk, devlet kurumları 

ve Ģirket tarafından kabul edilmiĢ olup, kemirgen karsinojenitesi için yüksek öngörü 

potansiyeli taĢıdığından, yeni kimyasalların ve ilaçların mutajenik potansiyellerini 

belirlemek için ön tarama testi olarak dünya çapında kullanılan bir testtir [17].  

Bu test sisteminde S. typhimurium’ un atasal LT2 suĢundan in vitro mutasyonlar 

sonucu elde edilen histidin sentezleme yeteneklerini kaybetmiĢ (his‾) mutant suĢlar 

kullanılmaktadır. Histidin amino asidini kodlayan gen bölgesinde veya yakınında 

meydana gelen yeni mutasyonlar, ilgili gen bölgesinin fonksiyonunun düzelmesine ve 

histidin amino asidi sentezleyen kolonilerin oluĢumuna olanak tanımaktadır. Bu 

sebeple Ames testi sıklıkla bir geri mutasyon testi olarak da adlandırılmaktadır [17].  

Testte kullanılan Salmonella mutant suĢları, histidin operonunun çeĢitli genlerinde 

farklı mutasyonlara sahiptir. Bu mutasyonlar, her biri farklı mekanizmalar üzerinden 

etki eden mutajenlere duyarlı olacak Ģekilde tasarlanmıĢtır. Bu suĢlar S.typhimurium 

TA1535, TA1537, TA1538, TA97, TA98, TA100, TA102, TA104… suĢlarıdır [30].  

S.typhimurium‟ un yaygın olarak kullanılan bu mutant suĢlarına ek olarak, farklı 

genetik özellikler taĢıyan yeni suĢlar da test organizması olarak kullanılmaktadır. 
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S.typhimurium YG1041 ve YG1042 suĢları sırasıyla S.typhimurium TA98 ve TA100 

suĢlarından köken almaktadırlar. Her iki suĢ da taĢıdıkları nitroredüktaz ve O-

asetiltransferaz enzim aktiviteleri sebebiyle nitroaren ve aminoarenlere karĢı oldukça 

hassas suĢlardır [31].  

Özgül baz çifti değiĢimi mutasyonlarını daha kolay saptamak amacıyla Gee ve 

arkadaĢları [32] tarafından 6 yeni Salmonella suĢu geliĢtirilmiĢtir (TA7001-TA7006). 

Bu suĢlardan; 

TA7001 AT → GC 

TA7002 TA → AT 

TA7003 TA → GC 

TA7004 GC→ AT 

TA7005 CG→ AT 

TA7006 CG→ GC baz çiftlerindeki değiĢimleri saptamaktadır. Böylece her bir test 

suĢu olası altı baz çifti değiĢiminden yalnız birini tespit ederek, daha hassas bir 

tarama gerçekleĢtirmektedir.  

S. typhimurium‟ un yaygın olarak kullanılan mutant suĢlarının genetik özellikleri 

Çizelge 1. 4‟ de verilmiĢtir [17].  

 

Çizelge 1. 4. S. typhimurium mutant suĢlarının genetik özellikleri [17] 

Suş Histidin Mutasyonu LPS Onarım Plazmit 

TA1535 hisG46 rfa ∆uvrB plazmit yok 

TA1537 hisC3076 rfa ∆uvrB plazmit yok 

TA1538 hisD3052 rfa ∆uvrB plazmit yok 

TA97 hisD6610 rfa ∆uvrB pKM101 

TA98 hisD3052 rfa ∆uvrB pKM101 

TA100 hisG46 rfa ∆uvrB pKM101 

TA102 hisG428 rfa + pKM101,pAQ1 
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Histidin mutasyonu: Her test suĢu, histidin operonunun değiĢik bölgelerinde ya 

DNA‟ daki tek bir bazın değiĢimi ya da bir bazın eklenmesi veya çıkarılması ile 

kendini gösteren çerçeve kayması mutasyonları ile mutant hale getirilmiĢtir [33]. 

Mutasyonların yerleri ve karakterleri, S. typhimurium mutant suĢlarının DNA baz dizi 

analizleri yapılarak saptanmıĢtır [30].  

hisG46 mutasyonu, S. typhimurium TA100 ve S. typhimurium TA1535 suĢlarında 

histidin biyosentez yolundaki ilk enzimi kodlayan gen bölgesi üzerindedir. Bu 

mutasyon his G geninde lösin amino asidinin (GAG/CTC) kodonu olan -CUC- yerine 

prolin amino asidinin (GGG/CCC) kodonu olan -CCC-‟ nin gelmesine neden 

olmaktadır. S. typhimurium TA100 ve S. typhimurium TA1535 suĢları baz çifti 

değiĢimine neden olan mutajenler tarafından geri döndürülmektedir. 

hisD3052 mutasyonu, S. typhimurium TA98 ve S. typhimurium TA1538 suĢlarında 

mevcuttur. Bu mutasyon histidin biyosentezindeki son enzimi kodlayan his D geni 

üzerindedir. Bu mutasyon his D genindeki tek bir nükleotidin eksikliği sonucu ortaya 

çıkmıĢ olan çerçeve kayması tipinde bir mutasyondur [17].  

hisD3052 mutasyonu his D geni içerisinde -CGCGCGCG- dizilimi olan 8 tekrarlı GC 

dizisine sahip olup, -1 çerçeve kayması mutasyon bölgesi yanındadır [34]. 2-

nitrofloren ve çeĢitli aromatik nitroso türevleri gibi çerçeve kayması tipi mutasyonlara 

sebep olan amino mutajenler tarafından hisD3052 mutasyonu geri çevrilmektedir 

[17].  

hisC3076 mutasyonu S. typhimurium TA1537 suĢunda mevcut olup -CCC- 

tekrarlanan dizisine bir nükleotidin eklenmesiyle oluĢan çerçeve kayması tipinde bir 

mutasyondur. Çerçeve kaymasına neden olan mutajenlerin taranmasında S. 

typhimurium TA1537 suĢundan daha hassas olduğu belirtilen S. typhimurium TA97 

suĢunda ise hisD6610 mutasyonu görülmektedir. Bu mutasyonda etkilenen bölge 

olan 6 tekrarlı sitozin dizisi (C-C-C-C-C-C-) yanına bir sitozin bazının eklenmesi 

çerçeve kayması mutasyonuna neden olmaktadır [17].  

hisG428 gen bölgesinde oluĢan mutasyon ochre mutasyonu olarak adlandırılır ve S. 

typhimurium TA102 suĢunda görülmektedir. His G genindeki TAA dizisi altı muhtemel 

baz çifti değiĢiminin tümü ile, yani hem transversiyon hem de transisyon ile geri 

döndürülebilir. Bu mutasyon ayrıca oksidatif hasara neden olan mutajenler tarafından 
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da geri çevrilebilir [17]. Çizelge 1. 5‟ de S. typhimurium mutant suĢlarının DNA dizi 

özgüllükleri verilmiĢtir.  

 

Çizelge 1. 5. his‾ S. typhimurium mutant suĢlarının DNA dizi özgüllükleri [17] 

Allel/suş                            Hedef DNA Dizisi                     Geri Dönüşüm Tipi  

hisG46                                 –G–G–G–                                  baz çifti değiĢimi 
TA100 
TA1535 
 
hisD3052                      –C–G–C–G–C–G–C–G–                  çerçeve kayması 
TA98 
TA1538 
 
hisC3076                               –C............C–                            çerçeve kayması 
TA1537                                    (yanına +1)  
 
hisD6610                            –C–C–C–C–C–C–                       çerçeve kayması 
TA97                                       (yanına +1 sitozin)  
 
hisG428                                TAA (ochre)                                transisyon ve   
TA102                                                                                      transversiyon 
TA104 

 

S.typhimurium‟ un his‾ mutantlarını kimyasal mutajenlere karĢı daha hassas bir hale 

getirmek için eklenen bazı mutasyonlar aĢağıda belirtilmiĢtir.  

rfa mutasyonu: Bu mutasyon bakteri hücre duvarının lipopolisakkarit tabakasını 

kodlayan genlerde meydana gelmiĢtir. Lipopolisakkarit tabakasında meydana gelen 

bu hasar, hücre duvarının geçirgenliğinin artmasına sebep olarak büyük moleküllerin 

geçmesine izin vermektedir [35].  

uvrB mutasyonu: DNA onarım sisteminde, nükleotid kesme çıkarma onarım 

sisteminde görev alan ekzinükleaz enziminin uvrB geninde meydana gelen delesyon 

sonucu oluĢur. uvrB geninin kesilerek uzaklaĢtırılması sırasında  „„bio‟‟  geni de 

çıkarılmıĢtır. bio geni H vitamini de denen biyotinin sentezinden sorumludur. 

Dolayısıyla mutant bakteriler üreyebilmek için histidin amino asidine ek olarak 

biyotine de ihtiyaç duyarlar [30]. uvrB delesyonu sebebiyle nükleotid kesip çıkarma 

onarım sistemi inaktive olacağından, hata oranı yüksek SOS onarım sistemi 

tarafından daha fazla DNA lezyonunun onarılması mümkün olacaktır [17].  
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pKM101 plazmiti: S. typhimurium TA1538 suĢuna ampisiline direçlilik geni taĢıyan 

pKM101 R plazmidinin aktarılmasıyla S. typhimurium TA98 suĢu, S. typhimurium 

TA1535 suĢuna aynı plazmidin aktarılması sonucu S. typhimurium TA100 suĢu elde 

edilmiĢtir. Mutajen olduğu bilinen ajanlara karĢı plazmit içeren suĢların cevapları, 

içermeyenlere göre oldukça yükselmiĢtir. pKM101 plazmidi, bu suĢların mutajenlere 

daha duyarlı olmasından sorumlu olan, replikasyon sonrası onarım sistemlerinden 

hata oranı yüksek onarım sistemleriyle bağlantılı genler içermektedir. pKM101 

plazmidinin eklenmesiyle hata oranı yüksek SOS onarımı ve rekombinasyonel DNA 

onarım yolları daha fazla devreye gireceğinden UV ve kimyasallarla indüklenen 

mutajenite de artmıĢ olur [36].  

Memelilerde detoksifikasyon mekanizmasını gerçekleĢtiren enzim sistemlerinin 

bakterilerde olmayıĢı, Ames test sistemi için sorun yaratan bir unsur olarak 

algılanabilir. Ancak bu sorun memeli hayvanlardan izole edilen detoksifikasyon 

enzimlerinin bakteriyel sisteme ilave edilmesiyle aĢılmaktadır [37]. Yaygın olarak 

kullanılan enzim sistemi, sıçanların enzim aktivasyonu uyarılmıĢ olan karaciğer 

dokularından elde edilen mikrozomal enzim fraksiyonlarıdır. Sitokrom P-450 bağımlı 

monooksigenazlar, sitokrom P-450 bağımsız oksidazlar, azo ve nitro-redüktazlar, 

esterazlar ve transferazları içeren enzim özütüne eklenen kofaktörler, tuzlar ve 

tampon sistemi S9 karıĢımı adını almaktadır. Metabolik aktivasyon sistemi olarak da 

adlandırılan bu sistem varlığında, biyolojik olarak aktif bir madde inaktif bir 

metabolitine dönüĢebileceği gibi, inaktif bir madde de aktif bir metabolitine 

dönüĢebilmektedir [38, 39].  

1973 yılında Ames ve arkadaĢları tarafından geliĢtirilen standart plak inkorporasyon 

test yöntemi, zaman içinde testin duyarlılığını artırmak amacıyla farklı araĢtırmacılar 

tarafından modifiye edilerek geliĢtirilmiĢtir. Böylece çok az miktardaki veya suda az 

çözünen gaz ya da sıvı bileĢikleri de kapsayan geniĢ spektrumdaki birçok kimyasal 

maddenin mutajenik potansiyelini belirlemek mümkün hale gelmiĢtir [17]. 

Salmonella/mikrozom test sistemiyle, uçucu ve gaz halindeki kimyasal maddelerin 

mutajenik özelliklerini desikatör kullanarak belirlemek mümkündür. Yapılan bir 

çalıĢmada karmustin, siklofosfamid, ifosfamid, thiotepa ve mustargen gibi 

antineoplastik ajanların gaz fazında mutajenik etkili olduğu desikatör yöntemi 

kullanılarak belirlenmiĢtir [40].  
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Sigara ana dumanının mutajenik potansiyeli, modifiye edilmiĢ Ames sistemi ile farklı 

test suĢları kullanılarak araĢtırılmıĢ ve pKM101 plazmidi taĢıyan suĢlarda sigara ana 

dumanının mutajenik etkili olduğu gösterilmiĢtir [41].  

Kompleks karıĢımların ve oldukça az miktarlardaki test bileĢenlerinin mutajenik 

potansiyellerinin belirlenmesinde Ames mikroplak format (MPF) yöntemi 

kullanılmaktadır. Bu yöntem ilaç adaylarının genotoksik potansiyellerinin taranması 

için birçok büyük ilaç Ģirketi tarafından 10 yılı aĢkın süredir kullanılmaktadır [42].  

Aromatik aminler metabolik aktivasyona gereksinimi olan prokarsinojenlerdendir [43]. 

Nötral red birçok biyolojik sistemde indikatör boya olarak kullanılan bir aromatik 

amindir. Guérard ve arkadaĢları [44] tarafından yapılan bir çalıĢmada nötral red‟ in 

mutajenik aktivitesi Ames test sistemi ile metabolik aktivasyon varlığında ve 

yokluğunda test edilmiĢ olup, S9 varlığında mutajenitenin kuvvetle arttığı belirtilmiĢtir.  

Noushad ve arkadaĢlarının [45] yaptığı bir çalıĢmada ise diĢçilikte kullanılan dental 

porselenin metabolik aktivasyon sistemi varlığında ve yokluğunda mutajenik etkili 

olmadığı gösterilmiĢtir. 

Endüstri ve tarım alanındaki geliĢmelere paralel olarak su kirliliği de önemli ölçüde 

artıĢ göstermiĢtir. Tatlı su kaynaklarından alınan örnekler Ames test sistemi ile 

değerlendirildiğinde, polisiklik hidrokarbonların ve yüksek konsantrasyonlardaki ağır 

metallerin mutajenik etkili olduğu saptanmıĢtır [6, 46, 47]. Ayrıca yeraltı 

kaynaklarından elde edilen suyun içme suyu olarak arıtılması sırasında elde edilen 

klorlu suda, mutajen bileĢiklerin varlığı Ames test sistemi ile gösterilmiĢtir [48, 49]. 

Kentsel ve endüstriyel bölgelerde hava kirliliğine sebep olan polisiklik aromatik 

hidrokarbonların (PAH) mutajenik etkileri de bu test sistemi ile belirlenmiĢtir [50, 51, 

52]. Ames test sistemi ile bir kimyasal maddenin mutajenik etkisi belirlenebileceği gibi 

antimutajenik etkisi de belirlenebilmektedir. Çilek, üzüm böğürtlen gibi bir çok 

meyvede doğal olarak bulunan ellagic asidin antimutajenik ve antikarsinojenik etkisi, 

karsinojen olduğu bilinen polisiklik aromatik hidrokarbonlar, nitrözaminler ve 

aflatoksin B1 gibi mikotoksinler kullanılarak saptanmıĢtır [53, 54].  
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1.3. Kemoterapi 

Kemoterapi ya da „kimyasal tedavi‟ antik Yunanlılar zamanından beri kullanılan bir 

terimdir. Ancak kanser tedavisi için kemoterapi nitrojen mustard (hardal gazı)  

kullanımı ile 1940‟lı yıllarda baĢlamıĢtır. I. Dünya SavaĢı sırasında kükürtlü hardal 

bileĢiklerinin kullanılmasının lökosit sayısında azalmaya sebep olduğu tespit edilmiĢ 

ve lösemi tedavisinde kullanılmalarının faydalı olabileceği düĢünülmüĢtür [55, 56].  

Kanser hücrelerini yok etmek ya da büyüme ve çoğalmalarını önlemek için, anti-

kanser (antineoplastik) ilaçlarla yapılan tedavi kemoterapi adını almaktadır. Birçok 

kemoterapi ajanı doğal olarak bakteri ya da bitkilerden elde edilmiĢ bileĢikler 

olabileceği gibi, sitotoksik etkileri için geliĢtirilen sentetik kimyasal maddeler de 

olabilmektedir [57].  

 

1.3.1. Kemoterapi ve Hücre Döngüsü 

Kemoterapinin temel ilkesi kanserli hücrelerin bölünme ve çoğalmalarını inhibe 

etmektir. Kanser hücreleri büyüme ve geliĢme yeteneklerine göre normal hücrelerden 

farklılık göstermektedirler. Proto-onkogenler ve tümör baskılayıcı genlerde meydana 

gelen mutasyonlar hücre bölünmesini teĢvik eder ve normal hücre döngüsünde 

kontrol kaybı olur. Birçok sitotoksik kemoterapötik ajan, etkisini çeĢitli yollarla hücre 

döngüsüne müdahale ederek göstermektedir. Antikanser ilaçlarının seçimi etki 

ettikleri hücre döngüsü aĢamalarına göre yapılmaktadır [58].  

Hücre döngüsü temel olarak 5 aĢamadan oluĢmaktadır. 

1. G0 (Dinlenme fazı): Mitozdan sonra hücreler bu fazda dinlenme evresine 

geçerler. G0 evresinde hücreler canlı ve metabolik olarak aktiftirler fakat 

çoğalmazlar. Bu fazda kemoterapötik ajanların etkisi yok denecek kadar azdır. 

2. G1 (post mitotik gap): Bu faz DNA sentezine hazırlık fazı olup DNA sentezi için 

gereken birçok enzim ve spesifik hücre fonksiyonları için gereken proteinler 

sentezlenmektedir. Hücre bu dönemde kemoterapiye hassastır. 

3. S (sentez fazı): Bu fazda yeni DNA sentezlenir. Birçok antikanser ilacı, bu 

aĢamada DNA‟ya etki ederek hücre ölümüne neden olmaktadır  

4. G2 (pre mitotik gap): Mitoz için gerekli olan özel proteinler ve RNA sentezi 

gerçekleĢmektedir. Bu fazda etkili olan antikanser ilaçları bulunmaktadır. 
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5. M (mitoz): S fazında oluĢan genetik materyal iki yeni hücreye dağılır. Bu iki 

yeni hücre ya hücre döngüsüne girer (G1)  ya da kemoterapiye dirençli olarak 

G0 fazında dinlenmeye çekilir [59].  

Aktif olarak çoğalan hücreler kemoterapi için oldukça hassastırlar. Buna karĢın 

bölünmeyen hücreler üzerinde antikanser ilaçlarının daha az etkili olduğu 

bilinmektedir [60]. Kemoterapötik ilaçlar bu ilke temel alınarak geliĢtirilmektedir. 

Hücre döngüsünün belli bir fazına etki eden faz spesifik ilaçlar ya da bütün fazlara 

etkili faz spesifik olmayan ilaçlar geliĢtirilebilmektedir. Kemoterapi ilaçları ya 

doğrudan doğruya DNA ile etkileĢerek ya da hücre bölünmesi için gerekli olan 

proteinlere etki ederek hücreyi apoptoza taĢıyabilirler [58].  

 

1.3.2. Kemoterapötik Ajanlar ve Etki Mekanizmaları 

Alkilleyici ajanlar: Bu gruptaki ilaçlar DNA‟nın yapısındaki bazlara kovalent olarak 

bağlanarak DNA replikasyonunu inhibe etmektedir. Ayrıca DNA çift zincirine etki 

ederek çapraz bağlanmalara, tek ve çift zincir kırıklarına da neden olabilmektedirler 

[61]. Alkilleyici ajanlar hücre döngüsünde faz spesifik olmadıkları için herhangi bir 

fazda etki gösterebilirler. Bu nedenle geniĢ bir etki spektrumuna sahiptirler. Örneğin: 

Nitrojen mustard, siklofosfamid, sisplatin. 

Antimetabolitler: Antimetabolitler DNA ve RNA sentezinde rol oynayan 

metabolitlerin analogları oldukları için etkilerini onların yerine geçerek 

göstermektedirler. Etkilerini ya nükleik asit sentezini gerçekleĢtiren enzimleri inhibe 

ederek ya da nükleik asit yapılarında yer alıp erken zincir sonlanmasına sebep olarak 

göstermektedirler [62]. Bu grup ilaçlar özellikle hücre döngüsünün S fazında 

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

Antitümor Antibiyotikler: Bu grupta yer alan bileĢikler çok çeĢitli olup farklı 

mekanizmalarla etki göstermektedirler. Etkilerini DNA ile interkalasyon yaparak, tek 

zincir ve çift zincir kırıklarına yol açarak ya da hücresel proteinlerde hasara neden 

olabilecek serbest radikaller üreterek göstermektedirler [62]. Örneğin: Bleomycin, 

daunorubicin, doxorubicin. 
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Mitotik inhibitörler: Mitotik inhibitörler 2 sınıfta incelenmektedir. 

a- Tübülin Bağlayıcı İlaçlar: Vinka alkoloidleri tübüline spesifik olarak bağlanarak 

mikrotübüllerin sentezini inhibe etmektedir. Taksanlar ise, mikrotübüllerin 

ayrılmalarını önleyerek normal fonksiyonunu engellemektedir. 

b- Topoizomeraz İnhibitorleri: DNA‟ nın 3 boyutlu yapısını kontrol altında tutmakla 

görevli olan topizomeraz l ve topizomeraz ll enzimlerinin aktivitelerini inhibe ederler. 

Örneğin: Ġrinotecan (topo l), etoposide (topo ll)  [58]. 

Diğer İlaçlar: L-asparajinaz protein sentezini önlerken, prokarbazin DNA‟ yı 

metilleyerek etki etmektedir [63].  

Kemoterapötik ajanlar sitotoksik etkilerini hücre döngüsünün çeĢitli fazlarında 

göstermektedirler. Bazı kemoterapötik ajanların hücre döngüsünde etki ettikleri 

basamaklar Çizelge 1. 6‟ da gösterilmektedir [60]. 
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Çizelge 1. 6. Kemoterapi ve hücre döngüsü [60] 

 

 

                                                                                           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M Fazı 

Mitoz 

 Etoposit 

 Vinca 
alkaloidleri 

 Taksanlar  

G0 Fazı 

 

Dinlenme  
 
 

  Terminal hücre ölümü 

G1 Fazı 

Protein Sentezi 

G2 Fazı 

Mitoz 

 Karboplatin 

 Sisplatin 
  

S Fazı 

DNA Sentezi 

 5-florourasil 

 Doxorubicin  

 Metotreksat  
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1.4. Benzotiyazol Türevleri 

Benzotiyazoller C7H5NS moleküler formülüne sahip, benzen ve tiyazol halkalarının 

kondanse olmasıyla oluĢmuĢ aromatik organik bileĢiklerdir. Benzotiyazol halkasının 

kimyasal yapısı ġekil 1. 2‟ de gösterilmiĢtir [64]. 

 

ġekil 1. 2. Benzotiyazolün kimyasal yapısı [64] 

 

Benzotiyazoller, yapılarında elektronca zengin kükürt ve azot atomları taĢıyan 

antibakteriyel, antifungal ve antiviral özellikler gibi çok geniĢ biyolojik aktiviteye sahip 

moleküllerdir [14, 64-70]. 

Benzotiyazol iskeleti biyolojik olarak aktif bir Ģekilde kullanılan birçok bileĢik için 

önemli bir Ģablon oluĢturmaktadır. Bu molekül ve türevlerinin güçlü antitümoral 

ajanlar, kalmodulin antagonistleri, nörotransmisyonu bloke eden ve nöroprotektif ajan 

oldukları bilinmektedir. Benzotiyazol tipi bileĢiklerin antikanser ilaç geliĢtirilmesinde 

önemli bir rol oynadığı düĢünülmektedir. Ek fonksiyonel grupların eklenmesiyle 

modifiye edilen benzotiyazol türevlerinin büyük olasılıkla bu bileĢiklerin biyolojik 

potansiyellerini arttırdığı düĢünülmektedir [71]. 

Yapılan çalıĢmalar benzotiyazol halka sisteminin en fazla 2. konumundan sübstitüe 

edildiğini ortaya koymaktadır [8, 72-74]. 2 sübstitüe benzotiyazol ilk olarak 1887 

yılında A. Wilhelm Hofmann tarafından sentezlenmiĢ olup sonrasında biyolojik 

aktivitelerinin çeĢitliliğinden ve siklizasyon mekanizmasının basitliğinden dolayı 

çeĢitlendirilmiĢtir [75]. 

Bazı 2-amino benzotiyazol türevlerinin tümör hücreleri üzerinde sisplatin ile benzer 

bir Ģekilde etki eden sitotoksisiteye sahip olduğu belirtilmiĢtir [76]. Ayrıca sentetik 

olarak elde edilebilen 2-arilbenzotiyazol iskeletinin son yıllarda farklı etki 

mekanizmalarına sahip antitümöral ajanların geliĢtirilmesine olanak sağladığı 

bilinmektedir [71]. Choi ve arkadaĢlarının [77] yaptıkları bir çalıĢmada 2-fenoksimetil 
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benzotiyazol‟ ün çok yüksek topoizomeraz II inhibitör aktivitesine sahip olduğu rapor 

edilmiĢtir. 

Heterosiklik bileĢiklerde, 2. konumdan sübstitüe gruplar biyolojik aktiviteyi belirlerken 

[78-80]  diğer konumlardaki grupların etki Ģiddetinde rol oynadığı düĢünülmektedir 

[81-84]. 

Heterosiklik bileĢiklerin önemli bir sınıfını teĢkil eden benzotiyazoller, nükleik asitlerin 

yapısında yer alan pürin bazlarından adenin ve guaninin (ġekil 1. 3) yapısal 

analoglarıdır. Nükleik asit sentezinin inhibisyonu kemoterapotik aktivitenin etki 

mekanizmalarından biridir [10]. Bu yönde etki eden bileĢikler DNA ile kompleks 

oluĢturarak deoksiguanozin kalıntılarına bağlanmaktadırlar. OluĢan DNA-ilaç 

kompleksleri DNA‟ ya bağımlı RNA polimerazı inhibe ederek, mRNA oluĢumunu 

engellemektedir. Benzotiyazol türevi bileĢikler de nükleik asitlerin yapısındaki 

heterosiklik bazların halka eĢdeğerleri olduğundan, kemoterapötik iĢlevlerini bu yolla 

gösterebilecekleri düĢünülmektedir [74]. 

 

   a)                                                            b)  

 

ġekil 1. 3. Adenin (a) ve guaninin (b) yapısı [74] 
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2. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

2.1. Kullanılan Test Suşları 

Ames test sisteminde kullanılan S. typhimurium TA98 ve TA100 suĢları Dr. Bruce N. 

Ames‟ ten sağlanmıĢtır (Kaliforniya Üniversitesi, Berkeley). 

 

2.2. Kimyasal Maddeler 

 

2.2.1. Test Edilen Kimyasal Maddeler 

2. konumdan sübstitüe edilmiĢ benzotiyazol türevi bileĢikler Ankara Üniversitesi 

Eczacılık Fakültesi, Farmasotik Kimya Anabilim Dalı‟ nda sentezlenmiĢtir. Kimyasal 

maddelerin formülleri ve molekül ağırlıkları Çizelge 2. 1‟ de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 2. 1.  Deney sisteminde test edilen kimyasal maddeler 

No Formül M.A. 

1 

 

364,85 

 2-[4-[4-Klorobenzamido] fenil] benzotiyazol  

2 

 

348,39 

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

3 

 

358,46 

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

4 

 

375,40 

 2-[4-[4-Nitrobenzamido] fenil] benzotiyazol  
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5 

 

386,51 

 2-[4-[4-tert-Butilbenzamido] fenil] benzotiyazol  

6 

 

378,87 

 2-[4-[4-Klorobenzamido] benzil] benzotiyazol  

7 

 

362,42 

 2-[4-[4-Florobenzamido] benzil] benzotiyazol  

8 

 

423,33 

 2-[4-[4-Bromobenzamido] benzil] benzotiyazol  

9 

 

389,43 

 2-[4-[4-Nitrobenzamido] benzil] benzotiyazol  

10 

 

400,54 

 2-[4-[4-tert-Butilbenzamido] benzil] benzotiyazol  

11 

 

372,48 

 2-[4-[4-Etilbenzamido] benzil] benzotiyazol  
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2.2.2. Çözücüler 

Ames test sistemine uyumlu organik çözücü dimetilsülfoksit (DMSO) kullanılmıĢtır. 

2.2.3. Pozitif Mutajenler 

Ames test sisteminde metabolik aktivasyon yokluğunda S. typhimurium TA100 suĢu 

için sodyum azit (1,5 µg/plak) (Sigma) S. typhimurium TA98 suĢu için danomisin (6 

µg/plak) (Deva Holding A.ġ.) kullanılmıĢtır. 

2.2.4. Diğer Kimyasal Maddeler 

D-biyotin, L-histidin-HCl 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 sülfat Riedel-de Haën‟ den, 

potasyum fosfat ve NaCl Merck‟ten sağlanmıĢtır. 

12 

 

344,43 

 2-[4-Benzamidobenzil] benzotiyazol  

13 

 

372,48 

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

14 

 

402,51 

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

15 

 

402,51 

 2-[4-[4-sec-Butoksibenzamido] fenil] benzotiyazol  
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2.2.5. Çalışmada Kullanılan Kimyasal Maddelerin Hazırlanması 

Test edilen kimyasal maddelerin tümü %100 DMSO içerisinde çözüldü.  

 

2.2.6. Çalışmada Kullanılan Besi Ortamları ve Çözeltiler 

 

Vogel Bonner Tuz Çözeltisi (50xVB)              1000 ml için 

Magnezyumsülfat (MgSO4.H2O)     10 g 

Sitrik asit monohidrat   100 g 

Potasyumfosfat (K2HPO4)   500 g 

Sodyumamonyumfosfat (NaHNH4(PO4.4H2O) )   175 g 

Distile su 670 ml 

Tuzlar tabloda verilen sırayla sıcak distile suya eklendi. Son hacim 1000 ml‟ ye 

tamamlanarak otoklavda steril edildi. Minimal agarlı ve histidin/biyotin/ampisilinli 

ortamların hazırlanmasında kullanıldı. 

 

(0.05 mM ) Histidin/Biyotin Çözeltisi      250 ml için 

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 üst agara 10 ml histidin/biyotin çözeltisi eklendi. 

S. typhimurium mutant suĢlarının histidin oksotrofu olmaları sebebiyle, ortamda 

histidin/biyotin çözeltisinin olmadığı durumda üremeleri gerçekleĢmeyecektir. Bu 

nedenle ortama konan çok az miktardaki histidin/biyotin çözeltisi bakterilerin birkaç 

bölünme geçirmelerine izin vermektedir.  
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Üst (yumuşak) Agar        100 ml için 

Agar             0. 6 g 

NaCl             0. 5 g 

Distile su            100ml 

Bu karıĢım 20 dakika 121 ºC‟ de steril edildi. Mutajenite deneylerinde homojen bir 

ortam sağlamak amacıyla kullanıldı. 

 

Ampisilin Çözeltisi (8 mg/ml)       100 ml için 

Ampisilin trihidrat                   0. 8 g 

Sodyum hidroksit (0.02N)                100 ml 

Bu çözelti pKM101 plazmiti taĢıyan her iki suĢun genetik iĢaretlerinin kontrolünde ve 

master plakların hazırlanmasında kullanıldı. 

 

Kristal Viyole çözeltisi (% 0, 1)        100ml için 

Kristal viyole            0.1g 

Distile su                  100 ml 

SuĢların kristal viyole duyarlılıklarını, dolayısıyla rfa mutasyonu taĢıyıp 

taĢımadıklarını kontrol etmek amacıyla kullanıldı. 

 

Minimal Glukoz Agarlı Ortam (MGA)              1000 ml için 

Agar             15 g 

50xVB tuzları                   20 ml 

% 20 glukoz çözeltisi                100 ml 

Distile su                  880 ml 
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Agar ve distile su karıĢtırılarak otoklavlandı. Üzerine steril edilen % 20 glukoz 

çözeltisi ve 50xVB tuzları yavaĢça karıĢtırılarak eklendi. Bu ortam suĢların 

kendiliğinden geri dönen koloni sayılarının saptanması ve mutajenite deneylerinde 

kullanıldı. 

 

Histidin/Biyotin/Ampisilinli Ortam              1000 ml için 

Agar             15 g 

50xVB tuzları                   20 ml 

% 20 glukoz çözeltisi                100 ml 

Steril histidin. HCI. H2O (% 0. 5)                 10 ml 

Steril 0. 5 mM biyotin          6 ml 

Steril ampisilin çözeltisi               3.15 ml 

Distile su                  860 ml 

15 g agar tartılıp distile suya eklendi ve otoklavda steril edildi. 45° C‟ ye soğutulan, % 

20 glukoz çözeltisi, 50xVB tuzları, histidin, biyotin ve ampisilin çözeltileri bu karıĢıma 

eklendi. Bu ortam pKM101 plazmiti taĢıyan suĢların dirençlilik özelliklerinin test 

edilmesi amacıyla kullanıldı. 

 

Nutrient Agarlı Ortam (NA)               1000 ml için 

Oxoid Nutrient Broth No:2          15 g 

Agar             15 g 

Distile su                1000 ml 

Bu ortam bakteri üretmek için kullanılan katı ortamdır. Test suĢlarının kristal viyole ve 

UV‟ ye duyarlılık özelliklerinin test edilmesi, sitotoksik etkinin belirlenmesi amacıyla 

kullanıldı. 
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Nutrient Broth Sıvı Kültür Ortamı (NB)             1000 ml için 

Oxoid Nutrient Broth No:2          15 g 

Distile su                1000 ml 

Bu ortam bakterileri üretmek amacıyla gecelik kültürlerin hazırlanmasında kullanıldı. 

 

2.3. Çalışmada Kullanılacak Test Suşlarının Üretilmesi 

-80 ˚C‟ de dondurulmuĢ olarak veya liyofilize olarak saklanan mutant S. typhimurium 

suĢları baĢlangıçta nutrient broth içeren sıvı ortamlara ekilerek üretildi. Bir damla 

sulandırılmıĢ kültürden nutrient agar plağına tek koloni ekimi yapıldı. 37 ˚C‟ de bir 

gecelik inkübasyonun ardından üreyen tek koloniler alınarak ayrı ayrı histidin, biyotin 

ve ampisilin ile desteklenmiĢ minimal glukoz agarlı plaklara ekildi. Zengin besiyeri 

olan nutrient agarlı plaklar yerine, histidin ve biyotinle zenginleĢtirilmiĢ minimal glukoz 

agarlı plaklara ekim yapılması kontaminasyon riskini azaltmaktadır [17].  

Ames testinde, sitotoksisite ve mutajenite deneylerinde gecelik kültür yoğunluğunun 

1-2 x 10⁹ bakteri/ml olması öngörülmektedir. Bu amaçla bakterinin üreme durumu, 

nutrient agarlı plaklarda canlı hücre sayımı yapılarak kontrol edildi. 

 

2.3.1. Çalışmada Kullanılacak Test Suşlarının Genetik İşaretlerinin Kontrolü 

Ames testinin güvenilirliği açısından test suĢlarının orijinal mutasyonlara sahip olup 

olmadığı kontrol edildi. 

 

2.3.2. Histidin Gereksinimi Kontrolü 

Test suĢlarının his⁻ karakteri, suĢların MGA plaklarına ekilmeleri yoluyla kontrol 

edildi. Tüm test suĢları uvrB delesyonu nedeniyle, histidine ek olarak biyotine de 

gereksinim duymaktadırlar. Bu karakterin kontrolü için suĢlar; MGA‟ lı, histidin içeren, 

biyotin içeren ve histidin/biyotin içeren plaklara ekildi. 37 °C‟ de 48 saatlik 

inkübasyonun ardından, suĢların histidin varlığında üreyip, histidin yokluğunda 

ürememeleri sonucunda his⁻ karakterlerini doğrulandı (ġekil 2.1). 
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ġekil 2.1. S. typhimurium TA100 SuĢunun MGA ve Histidin Ġçeren Besi Ortamlarında 

Üreme Durumları 

2.3.3. pKM101 Plazmit Varlığının Kontrolü  

Test suĢlarının pKM101 plazmitlerini kaybedip kaybetmedikleri, ampisiline 

dirençliliğinin ölçülmesi ile tespit edildi. Bunun için histidin/biyotin/ampisilin içeren 

MGA‟ lı plaklar hazırlanarak suĢların ekimi yapıldı. 37 °C‟ de 48 saatlik bir 

inkübasyon sonucu, pKM101 plazmidi taĢıyan her iki suĢun da ampisilinli plaklarda 

ürediği gözlendi. 

 

2.3.4. rfa Mutasyonu Kontrolü 

Bakteri hücre duvarının lipopolisakkarit tabakasının sentezinde görev alan enzimleri 

kodlayan genlerde meydana gelen bu mutasyon ile hücre zarının geçirgenliği 

arttırılmıĢtır. Böylelikle hücre duvarından geçemeyen büyük moleküllerin hücre içine 

giriĢi kolaylaĢtırılmıĢ olur. Histidin ve ampisilin dirençlilik karakterleri doğrulanan 

kolonilerin gecelik kültürlerinden alınan 0.1 ml‟ lik örnekler nutrient agarlı plaklara 

ekilip yayıldı. Filtre kağıdından hazırlanmıĢ 10 µl kristal viyole çözeltisi (1 mg/ml) 

emdirilmiĢ steril diskler plağın ortasına yerleĢtirildi. Plaklar bir gece 37 °C‟ de inkübe 

edildikten sonra diskin etrafında inhibisyon zonu gözlendi. Diskin çevresindeki Ģeffaf 

bölge büyük bir molekül olan kristal viyolenin bakteri içerisine girip onu öldürmesine 

izin veren rfa mutasyonunun varlığının göstergesidir (ġekil 2.2). 
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ġekil 2.2. S. typhimurium TA100 SuĢunda rfa Mutasyonunun Kontrolü 

 

2.3.5. uvrB Mutasyonu Kontrolü 

Bu mutasyon DNA onarım sisteminde kesip çıkarma iĢleminde görevli enzimi 

kodlayan uvrB genindeki delesyon sonucu oluĢmuĢtur. uvrB mutasyonu taĢıyan 

suĢlar mutajenite taramalarında daha hassastır. Ancak bu mutasyon oluĢturulurken, 

uvrB geninin kesilerek uzaklaĢtırılması sırasında bu delesyon biotin (bio)  genine 

kadar uzanmaktadır. Bu nedenle, bakteriler üreyebilmeleri için histidinin yanında 

biyotine de gereksinim duymaktadırlar. Bu mutasyonun kontrolü amacıyla daha önce 

diğer karakterleri doğrulanan koloniler, steril kürdanlarla alınarak nutrient agarlı iki 

plağa çizgi ekim yöntemi ile ekildi. Bu plaklardan bir tanesi kontrol plağı olarak 

kullanıldı, diğeri ise kapağı açılıp 15 watt‟ lık germisidal UV lambası altında 33 cm 

uzaklıktan 8 sn süreyle ıĢınlandı. Kontrol plağı ve UV‟ ye maruz bırakılan plak 37 °C‟ 

de bir gece inkübe edildi. uvrB delesyonu taĢıyan suĢların kontrol plağında üreyip UV 

ile ıĢınlanmıĢ plaklarda ürememeleri bu mutasyonun varlığını doğrulamıĢtır.  

2.3.6. Kendiliğinden Geri Dönen Koloni Sayısının Belirlenmesi 

Test suĢlarının geçirdikleri mutasyonlar sonucu histidinsiz ortamda üreyebilmelerini 

mümkün kılan kendiliğinden geri dönüĢ frekansı mutajenite deneyleriyle ölçüldü. Her 

test suĢu kendine özgü bir frekansla geriye dönmektedir. Bu frekans S. typhimurium 

TA100 suĢu için 75-200 koloni aralığındayken, S. typhimurium TA98 suĢu için 20-50 

koloni aralığındadır. Kendiliğinden geri dönüĢ frekanslarını saptayabilmek için MGA‟ lı 

plaklar hazırlandı. %0. 6 Oxoid agar ve %0.5 NaCl içeren 100 ml‟ slik üst agar 48 °C‟ 

lik su banyosunda eritilerek üzerine 10 ml steril 0.5 mM L-histidin. HCl/biotin çözeltisi 

eklendi ve tüplere 2.5 ml olacak Ģekilde dağıtıldı. Bu tüplere her suĢun gecelik 

kültüründen 0.1 ml eklendi ve MGA plaklarının üzerine homojen bir Ģekilde dağılması 
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sağlandı. 37 °C‟ de 48 saatlik inkübasyonun ardından kendiliğinden geri dönen 

kolonilerin sayımı yapıldı. 

 

2.3.7. Çalışmada Kullanılacak Test Suşlarının Dondurulması ve Saklanması 

Tüm genetik iĢaretleri doğrulanan test suĢlarının, uzun süre genetik iĢaretlerini 

muhafaza ederek saklanabilmesi için dondurulmuĢ örnekler hazırlandı. Bu amaçla ilk 

olarak suĢlar sıvı üreme ortamında 1-2 x 10⁹ bakteri/ml olacak Ģekilde üretildi. Bakteri 

kültürlerine, kültürün her 1 ml‟ si için 0.09 ml olacak Ģekilde DMSO eklendi ve 

yavaĢça karıĢtırıldı. Hazırlanan kültürler 1-2 ml‟ lik steril ependorf tüplere dağıtıldı. 

Dağıtımdan hemen sonra tüpler sıvı azot kullanılarak -20 °C‟ de donduruldu ve -80 

°C‟ lik derin dondurucuya kaldırıldı. Bu Ģekilde dondurulmuĢ örneklerin, genetik 

özelliklerini kaybetmeden üç yıl saklanabileceği belirtilmektedir [17].  

 

2.3.8. Master Plakların Hazırlanması 

Mutajenite çalıĢmalarında kullanılmak üzere her iki suĢ için master plaklar hazırlandı. 

Ġyi izole olmuĢ bir koloni seçilip histidin, biyotin ve ampisilin ile desteklenen bir MGA 

plağı üzerine transfer edildi. Bu plaklar 37 °C‟ de 48 saat inkübe edildi. Hazırlanan 

master plaklar ile S. typhimurium TA98 ve S. typhimurium TA100 suĢları +4 °C‟ de 2 

ay süreyle saklanabilmektedir [17].  

 

2.4. Ames Test Sistemi  

 

2.4.1. Sitotoksik Etkinin Saptanması 

Ames test sisteminde kullanılan test bileĢiklerinin bakteri için öldürücü olmayan 

dozunun saptanması amacıyla 2.5 ml üst agara 0.1 ml bakteri kültürü ve 0.1 ml‟ den 

fazla olmamak Ģartıyla test bileĢiklerinin farklı konsantrasyonları eklendi. Tüpteki 

karıĢım nutrient agarlı plaklara dökülerek plaklar 37 °C‟ de 24 saat inkübe edildi. 

Ġnkübasyondan sonra plaklardaki koloniler sayıldı ve kontrol plakları ile 

karĢılaĢtırılarak sitotoksik doz belirlendi. 
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2.4.2. Mutajenik Etkinin Saptanması 

Test edilecek kimyasal maddenin farklı deriĢimleri ve bakteri suĢunun bir araya 

getirilerek homojen bir Ģekilde MGA‟ lı plaklara yayılması sağlandı. SuĢlar için pozitif 

ve negatif kontrol plakları varlığında mutajenite deneyleri yapıldı. Pozitif kontrol 

olarak, S. typhimurium TA98 için danomisin, S. typhimurium TA100 için sodyum azit 

kullanıldı. ÇalıĢma sırasında test suĢundan 0.1 ml ve test edilen kimyasal maddenin 

farklı miktarlardaki dozlarından 0.1 ml, histidin-biyotin çözeltisi içeren 2.5 ml üst agara 

eklendi ve karıĢım vortekslendi. Tüp içeriği MGA‟ lı plaklara yayılarak 2 gece 

inkübasyona bırakıldı. 37 ˚C‟ de 2 gece inkübasyonun ardından his⁺ olan koloniler 

sayıldı. Kimyasal maddelerin her dozu için 3‟ er plak kullanıldı. Her deneyde suĢların 

geri dönme özgüllüklerini doğrulamak amacıyla pozitif mutajen kontrolleri yapıldı. 

Test edilen kimyasal maddeyi ve pozitif mutajeni içermeyen, yalnızca bakteri ve 

çözücü içeren negatif kontrol plakları, her iki suĢ için kendiliğinden geri dönen koloni 

sayısının saptanmasında kullanıldı. 

 

2.5. Sonuçların Değerlendirilmesi 

Bu çalıĢmada uygulanan her kimyasal maddenin etkisiyle geri dönen koloni sayıları 

kaydedildi. Ames test sisteminde bir maddeye mutajen denilebilmesi için histidin 

prototroflarının sayısının, kendiliğinden geriye dönen koloni sayısının en az iki katı 

olması gerekmektedir. Bununla birlikte bu sayı kendiliğinden geri dönen koloni 

sayısının iki katından az olup, doza bağlı bir artıĢ söz konusu olursa, bu durumda da 

bu maddeye mutajen denilebilmektedir [30, 17].  

Kontrol plakları ile kimyasal maddenin farklı konsantrasyonlarının denendiği plaklar 

arasında farklılık olup olmadığı SPSS 16. 0 paket programı yardımıyla ANOVA 

çözümlemesine göre yorumlandı. Kontrol grubuna göre anlamlı farklılık gösteren 

grup/gruplar kontrol grubu değerlerinden yüksek ise bu grup/grupların mutajenik 

potansiyele sahip olabileceği kabul edildi.  
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3. BULGULAR 

 

Tez çalıĢması kapsamında, kemoterapötik etkili olabileceği düĢünülen yeni 

sentezlenmiĢ 2. konumdan sübstitüe 15 adet benzotiyazol türevi bileĢiğin mutajenik 

potansiyelleri Ames test sistemi ile değerlendirildi. Deneylere baĢlamadan önce her 

iki test suĢunun genetik iĢaretleri kontrol edildi. 

 

3.1. Test Suşlarının Üreme Durumları 

Ames test sisteminde kullanılan bakteri kültürlerinin mililitresinde 1-2x 10⁹ canlı 

bakteri sayısı olması önerilmektedir [30]. S. typhimurium TA98 suĢu için kültür 

yoğunluğunun mililitresinde bulunması gereken canlı bakteri sayısına inkübasyonun 

5. saatinde ulaĢılmaktadır [85]. Bu sebeple gece boyunca üretilen S. typhimurium 

TA98 ve TA100 suĢları sabah taze üreme ortamlarına alınarak 5 saat inkübasyonun 

ardından %0.9‟ luk NaCl çözeltisi ile uygun oranlarda seyreltilip 0. 01 ml hacminde 

nutrient agarlı plaklara nokta Ģeklinde ekildi. 37 ºC‟ de 1 gecelik inkübasyonun 

ardından plaklardaki koloniler sayıldı ve S. typhimurium TA98 ve TA100 suĢları için 

kültürlerin mililitresinde olması gereken canlı bakteri sayısı doğrulandı.  

 

3.2. Ames Testi Sonuçları 

Plak inkorporasyon mutajenite testi öncesinde, test edilen kimyasal maddelerin 

sitotoksik dozları değerlendirildi. 1, 5 ve 6 numaralı bileĢikler için 200 µg/plak; 8 

numaralı bileĢik için ise 150 µg/plak dozu sitotoksik bulundu. Kimyasal maddelerin 

çözünebildikleri, sitotoksik olmayan en yüksek dozdan baĢlanarak 5 farklı dozda 

mutajenite deneyleri gerçekleĢtirildi. 2, 3, 4, 7, 9, 10, 11 12, 13, 14, 15 numaralı 

bileĢikler için 50-200 µg/plak; 1, 5 ve 6 numaralı kimyasallar için 25-150 µg/plak ve 8 

numaralı bileĢik için ise 25-100 µg/plak dozlardaki mutajenik etkinlikleri araĢtırıldı. 

Test edilen her doz için 3‟ er plak kullanılarak ve farklı günlerde en az 2 tekrar olmak 

üzere mutajenite deneyleri gerçekleĢtirildi (n=3). S. typhimurium TA98 ve TA100 

suĢlarına ait mutajenite deney sonuçları Çizelge 3. 1- 15‟ de gösterilmiĢtir.  
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Çizelge 3. 1. 1 numaralı bileĢiğin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suĢlarında 
geriye dönen koloni sayılarına etkisi 

 
Denenen doz µg/plak 

 
Geriye Dönen Koloni Sayısı 

 

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 
 

114,3 ± 1,1* 

100 
 

26,0 ± 6,2 
 

112,3 ± 9,6* 

150 
 

24,3 ± 5,7 
 

149,0 ± 9,5 

Pozitif Kontroller 
 

 
 
 

 

Danomisin 
6 µg/plak 

 
211,3 ±  83,2 

 
- 

Sodyum azit 
1,5 µg/plak 

 
- 
 

2650,3 ± 574,2 

 

* :  p < 0, 05 (Dunnett t-testine göre farklılık yaratan gruplar)  
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Çizelge 3. 2. 2 numaralı bileĢiğin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suĢlarında 
geriye dönen koloni sayılarına etkisi 

 
Denenen doz µg/plak 

 
Geriye Dönen Koloni Sayısı 

 

TA98 TA100 

0 
 

28,0 ± 2,5 
 

 
161,3 ± 3,0 

 

50 
 

28,0 ± 4,1 
 

 
158,3 ± 18,2 

 

75 
 

25,0 ± 0,5 
 

 
139,6 ± 20,0 

 

100 
 

28,0 ± 1,5 
 

 
162,6 ± 34,5 

 

150 
 

27,0 ± 5,5 
 

 
125,3 ± 14,5 

 

200 
 

26,0 ± 2,6 
 

 
148,6 ± 20,7 

 

Pozitif Kontroller 
 

 
 
 

 

Danomisin 
6 µg/plak 

 
211,3 ±  83,2 

 
- 

Sodyum azit 
1,5 µg/plak 

 
- 
 

2650,3 ± 574,2 

 

p < 0, 05 (Dunnett t-testine göre farklılık yaratan grup bulunmamaktadır)  
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Çizelge 3. 3. 3 numaralı bileĢiğin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suĢlarında 
geriye dönen koloni sayılarına etkisi 

 
Denenen doz µg/plak 

 
Geriye Dönen Koloni Sayısı 

 

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 
 

23,7 ± 2,9 
 

 
127,3 ± 5,5 

 

150 
 

31,3 ± 4,5 
 

 
120,3 ± 12,5 

 

200 
 

21,7 ± 1,5 
 

 
112,0 ± 21,7* 

 

Pozitif Kontroller 
 

 
 
 

 

Danomisin 
6 µg/plak 

 
211,3 ±  83,2 

 
- 

Sodyum azit 
1,5 µg/plak 

 
- 
 

2650,3 ± 574,2 

 

* :  p < 0, 05 (Dunnett t-testine göre farklılık yaratan gruplar)  
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Çizelge 3. 4. 4 numaralı bileĢiğin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suĢlarında 
geriye dönen koloni sayılarına etkisi 

 
Denenen doz µg/plak 

 
Geriye Dönen Koloni Sayısı 

 

TA98 TA100 

0 
 

26,7 ± 0,6 
 

 
124,0 ± 3,5 

 

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 
 

29,3 ± 1,1 
 

 
89,3 ± 14,2* 

 

Pozitif Kontroller 
 

 
 
 

 

Danomisin 
6 µg/plak 

 
211,3 ±  83,2 

 
- 

Sodyum azit 
1,5 µg/plak 

 
- 
 

2650,3 ± 574,2 

 

* :  p < 0, 05 (Dunnett t-testine göre farklılık yaratan gruplar)  
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Çizelge 3. 5. 5 numaralı bileĢiğin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suĢlarında 
geriye dönen koloni sayılarına etkisi 

 
Denenen doz µg/plak 

 
Geriye Dönen Koloni Sayısı 

 

TA98 TA100 

 
0 

 
27,0 ± 2,6 

 

 
127,3 ±  4,5 

 
25 

 
33,3 ± 9,2 

 

 
162,0 ±  33,8 

 
50 

 
26,6 ± 0,5 

 

 
118,6 ±  30,0 

 
75 

 
24,6 ± 2,0 

 

 
143,3 ±  4,9 

 
100 

 
25,6 ± 5,1 

 

 
138,6 ±  4,7 

 
150 

 
19,6 ± 4,1 

 

 
107,6 ±  6,8 

Pozitif Kontroller 
 

 
 
 

 

Danomisin 
6 µg/plak 

 
211,3 ±  83,2 

 

 
- 

Sodyum azit 
1,5 µg/plak 

 
- 
 

 
2650,3 ± 574,2 

 

p < 0, 05 (Dunnett t-testine göre farklılık yaratan grup bulunmamaktadır) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

36 
 

Çizelge 3. 6. 6 numaralı bileĢiğin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suĢlarında 
geriye dönen koloni sayılarına etkisi 

 
Denenen doz µg/plak 

 
Geriye Dönen Koloni Sayısı 

 

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 

 
31,6 ± 5,5 

 
299,3 ± 14,0* 

 
150 

 
31,0 ± 12,1 

 
401,6 ± 67,2* 

Pozitif Kontroller 
 

 
 
 

 

Danomisin 
6 µg/plak 

 
211,3 ±  83,2 

 
- 

Sodyum azit 
1,5 µg/plak 

 
- 
 

2650,3 ± 574,2 

 

* :  p < 0, 05 (Dunnett t-testine göre farklılık yaratan gruplar)  
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Çizelge 3. 7. 7 numaralı bileĢiğin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suĢlarında 
geriye dönen koloni sayılarına etkisi 

 
Denenen doz µg/plak 

 
Geriye Dönen Koloni Sayısı 

 

TA98 TA100 

0 
 

 
31,6 ± 6,1 

 

161,3 ± 3,1 
 

50 
 

27,3 ± 5,5 
 

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 ± 3,5 
 

133,0 ± 17,1 
 

200 
 

21,6 ± 4,9 
 

143,0 ± 19,0 
 

Pozitif Kontroller 
 

 
 
 

 

Danomisin 
6 µg/plak 

 
211,3 ±  83,2 

 
- 

Sodyum azit 
1,5 µg/plak 

 
- 
 

2650,3 ± 574,2 

 

p < 0, 05 (Dunnett t-testine göre farklılık yaratan grup bulunmamaktadır) 
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Çizelge 3. 8. 8 numaralı bileĢiğin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suĢlarında 
geriye dönen koloni sayılarına etkisi 

 
Denenen doz µg/plak 

 
Geriye Dönen Koloni Sayısı 

 

TA98 TA100 

0 
 

27,0 ± 2,6 
 

 
140,0 ± 22,9 

25 
 

25,0 ± 1,0 
 

 
131,6 ± 15,9 

50 
 

22,0 ± 10,4 
 

 
122,3 ± 11,9 

75 
 

22,6 ± 3,7 
 

 
146,3 ± 2,1 

100 
 

20,0 ± 5,5 
 

 
118,0 ± 8,5 

Pozitif Kontroller 
 

 
 
 

 
 

Danomisin 
6 µg/plak 

 
 

211,3 ±  83,2 
 

 
 
- 

Sodyum azit 
1,5 µg/plak 

 
- 
 

 
2650,3 ± 574,2 

 

p < 0, 05 (Dunnett t-testine göre farklılık yaratan grup bulunmamaktadır)  
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Çizelge 3. 9. 9 numaralı bileĢiğin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suĢlarında 
geriye dönen koloni sayılarına etkisi 

 
Denenen doz µg/plak 

 
Geriye Dönen Koloni Sayısı 

 

TA98 TA100 

 
0 
 

 
32,3 ± 4,0 

 

 
90,6 ± 17,4 

 

50 
 

39,0 ± 7,5 
 

 
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 
6 µg/plak 

 
211,3 ±  83,2 

 

 
- 

Sodyum azit 
1,5 µg/plak 

 
- 
 

 
2650,3 ± 574,2 

 
* :  p < 0, 05 (Dunnett t-testine göre farklılık yaratan gruplar)  
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Çizelge 3.10. 10 numaralı bileĢiğin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suĢlarında 
geriye dönen koloni sayılarına etkisi 

 
Denenen doz µg/plak 

 
Geriye Dönen Koloni Sayısı 

 

TA98 TA100 

0 
 

 
37,6 ± 1,5 

 

 
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 
 

32,6 ± 2,5 
 

 
1287,6 ± 172,7* 

Pozitif Kontroller 
 

 
 
 

 

Danomisin 
6 µg/plak 

 
211,3 ±  83,2 

 

 
- 

Sodyum azit 
1,5 µg/plak 

 
- 
 

 
2650,3 ± 574,2 

 

* :  p < 0, 05 (Dunnett t-testine göre farklılık yaratan gruplar)  
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Çizelge 3.11. 11 numaralı bileĢiğin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suĢlarında 
geriye dönen koloni sayılarına etkisi 

 
Denenen doz µg/plak 

 
Geriye Dönen Koloni Sayısı 

 

TA98 TA100 

 
0 
 

 
40,0 ± 8,1 

 

 
131,0 ± 23,3 

50 
 

40,3 ± 1,1 
 

 
114,3 ± 21,3 

75 
 

35,0 ± 5,5 
 

 
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 
6 µg/plak 

 
211,3 ±  83,2 

 

 
- 

Sodyum azit 
1,5 µg/plak 

 
- 
 

 
2650,3 ± 574,2 

 
   p < 0, 05 (Dunnett t-testine göre farklılık yaratan grup bulunmamaktadır)  
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Çizelge 3.12. 12 numaralı bileĢiğin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suĢlarında 
geriye dönen koloni sayılarına etkisi 

 
Denenen doz µg/plak 

 
Geriye Dönen Koloni Sayısı 

 

TA98 TA100 

 
0 
 

 
27,0 ± 2,6 

 

 
143,3 ± 23,6 

 

50 
 

28,3 ± 10,4 
 

 
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 
6 µg/plak 

 
211,3 ±  83,2 

 

 
- 

Sodyum azit 
1,5 µg/plak 

 
- 
 

 
2650,3 ± 574,2 

 
* :  p < 0, 05 (Dunnett t-testine göre farklılık yaratan gruplar)  
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Çizelge 3.13. 13 numaralı bileĢiğin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suĢlarında 
geriye dönen koloni sayılarına etkisi 

 
Denenen doz µg/plak 

 
Geriye Dönen Koloni Sayısı 

 

TA98 TA100 

 
0 
 

 
32,3 ± 4,0 

 

 
90,6 ±  17,4 

50 
 

34,0 ± 17,5 
 

 
115,6 ±  7,0 

75 
 

29,6 ± 7,2 
 

 
96,3 ±  14,2 

100 
 

28,6 ± 4,5 
 

 
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 
6 µg/plak 

 
211,3 ±  83,2 

 

 
- 

Sodyum azit 
1,5 µg/plak 

 
- 
 

 
2650,3 ± 574,2 

 

   p < 0, 05 (Dunnett t-testine göre farklılık yaratan grup bulunmamaktadır)  
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Çizelge 3.14. 14 numaralı bileĢiğin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suĢlarında 
geriye dönen koloni sayılarına etkisi 

 
Denenen doz µg/plak 

 
Geriye Dönen Koloni Sayısı 

 

TA98 TA100 

 
0 
 

 
31,6 ± 6,1 

 

 
143,6 ± 6,0 

 

50 
 

24,7 ± 1,5 
 

 
186,3 ± 26,4 

 

75 
 

24,3 ± 8,1 
 

 
162,3 ± 13,4 

 

100 
 

24,7 ± 2,5 
 

 
172,7 ± 54,1 

 

150 
 

27,0 ± 2,6 
 

 
185,6 ± 21,2 

 

200 
 

22,7 ± 4,8 
 

 
160,0 ± 30,3 

 

Pozitif Kontroller 
 

 
 
 

 

Danomisin 
6 µg/plak 

 
211,3 ±  83,2 

 

 
- 

Sodyum azit 
1,5 µg/plak 

 
- 
 

 
2650,3 ± 574,2 

 

   p < 0, 05 (Dunnett t-testine göre farklılık yaratan grup bulunmamaktadır)  
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Çizelge 3.15. 15 numaralı bileĢiğin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suĢlarında 
geriye dönen koloni sayılarına etkisi 

 
Denenen doz µg/plak 

 
Geriye Dönen Koloni Sayısı 

 

TA98 TA100 

 
0 
 

 
25,3 ± 3,7 

 
131,0 ±  14,4 

50 
 

23,3 ± 8,5 
 

143,0 ±  6,0 

75 
 

25,0  ± 6,9 
 

153,3 ±  23,4 

100 
 

23,0 ± 2,6 
 

125,3 ±  11,8 

150 
 

26,3 ± 2,5 
 

147,0 ±  3,6 

200 
 

25,3 ± 2,0 
 

132,0 ±  12,2 

Pozitif Kontroller 
 

 
 
 

 

Danomisin 
6 µg/plak 

 
211,3 ±  83,2 

 

 
- 

Sodyum azit 
1,5 µg/plak 

 
- 
 

 
2650,3 ± 574,2 

 

   p < 0, 05 (Dunnett t-testine göre farklılık yaratan grup bulunmamaktadır)  
 

 

SPSS 16. 0 programı kullanılarak yapılan ANOVA çözümlemesine göre;  

1 no‟ lu bileĢik için, S. typhimurium TA100 suĢunda kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında 75 ve 100 µg/plak dozlarında anlamlı farklılık olduğu gözlenmiĢtir 

(p<0,05). Ancak anlamlı farklılığı yaratan grupların geriye dönen koloni sayıları, 

kontrol grubuna göre düĢük olduğundan bu farklılık mutajenik etki olarak 

değerlendirilmemiĢtir. S. typhimurium TA98 suĢunda ise bu bileĢiğin denenen dozları 

kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında, anlamlı farklılık olmadığı gözlenmiĢtir (p<0,05). 
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3 no‟ lu bileĢik için yapılan Dunnett t testine göre, S. typhimurium TA100 suĢunda 

200 µg/plak dozunda, S. typhimurium TA98 suĢunda ise 50 ve 75 µg/plak dozlarında 

kontrol grubu ile deney grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

gözlenmiĢtir (p<0,05). Bu farklılık S. typhimurium TA100 suĢunda mutajenik etki 

olarak değerlendirilmezken, S. typhimurium TA98 suĢunda kontrol grubuna göre artıĢ 

gözlendiğinden mutajenik etki olarak kabul edilmiĢtir. 

4 no‟ lu bileĢik için, S. typhimurium TA98 ve TA100 suĢlarında kontrol grubu ile deney 

grupları arasında anlamlı farklılık olduğu gözlenmiĢtir (p<0,05). Analiz sonuçlarına 

göre S. typhimurium TA100 suĢundaki farklılılık mutajenik etki olarak 

değerlendirilmemiĢtir. Ancak S. typhimurium TA98 suĢunda kontrol grubu ile 

kıyaslandığında 50 ve 150 µg/plak dozlarında görülen geriye dönen koloni 

sayısındaki anlamlı artıĢ mutajenik etki olarak değerlendirilmiĢtir (p<0,05). 

6 no‟ lu bileĢik için, S. typhimurium TA100 suĢunda denenen tüm dozlar kontrol 

grubuyla karĢılaĢtırıldığında, 75, 100 ve 150 µg/plak dozlarında anlamlı farklılık 

olduğu gözlenmiĢtir (p<0,05). Dunnett t analizine göre farklılığı yaratan gruplar, 

kontrol grubu verilerine göre daha yüksek olduğundan bu deriĢimler S. typhimurium 

TA100 suĢu için mutajenik etkili olarak değerlendirilmiĢtir (p<0,05). Denenen bütün 

dozlar S. typhimurium TA98 suĢunda geriye dönen koloni sayısını artırmadığı için 

mutajenik etkili olarak yorumlanmamıĢtır. 

9 no‟ lu bileĢiğin sonuçları analiz edildiğinde S. typhimurium TA100 suĢuna ait 

değerlerde kontrol grubuna göre anlamlı farklılık olmadığı gözlenmiĢtir (p<0,05). 

TA98 suĢu için Dunnett t analizi yapıldığında 150 ve 200 µg/plak dozlarında anlamlı 

bir farklılığın olduğu ancak bu farklılığın mutajenik etkili olmadığı gözlenmiĢtir 

(p<0,05). 

10 no‟ lu bileĢik için S. typhimurium TA100 suĢunun denenen tüm dozlarında (50, 75, 

100, 150 ve 200 µg/plak) kontrol ve dozlar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

farklılık olduğu gözlenmiĢtir (p<0,05). Tüm dozlarda geriye dönen koloni sayıları 

kontrol grubuna göre yaklaĢık 5. 1 – 10. 2 kat arasında değiĢen oranlarda artıĢ 

sergilediğinden, bu deriĢimlerde kuvvetli mutajenik etkiden söz edilmektedir. TA98 

suĢunda ise bu bileĢiğin denenen dozları kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında anlamlı 

farklılık olmadığı gözlenmiĢtir (p<0,05). 



  

47 
 

12 no‟ lu bileĢiğin S. typhimurium TA100 suĢunda denenen tüm dozlar kontrol 

grubuyla karĢılaĢtırıldığında 75, 100 ve 150 µg/plak dozlarında anlamlı farklılık 

olduğu gözlenmiĢtir (p<0,05). 75, 100 ve 150 µg/plak deriĢimlerinde gözlenen bu 

farklılık mutajenik etki olarak değerlendirilmiĢtir. OluĢan mutajenitenin doza bağlı 

olarak arttığı söylenebilir. S. typhimurium TA98 suĢunda ise denenen dozlar kontrol 

grubu ile karĢılaĢtırıldığında anlamlı farklılık olmadığı gözlenmiĢtir (p<0,05). 

2, 5, 7, 8, 11, 13, 14 ve 15 no‟lu bileĢiklerin denenen bütün dozları S. typhimurium 

TA98 ve TA100 suĢlarında geriye dönen koloni sayısını artırmadığı için bu kimyasal 

maddeler mutajenik etkili olarak değerlendirilmemiĢtir (p< 0,05). Test edilen tüm 

bileĢiklerin ortak halka yapıları ve S. typhimurium TA98 ve TA100 suĢlarında 

mutajenik etkili dozları Çizelge 3.16‟ da verilmiĢtir.  

 

Çizelge 3.16. Test Edilen BileĢiklerin Ortak Halka Yapıları ve S. typhimurium TA98 ve 

TA100 SuĢlarında Mutajenik Etkili Dozları 

 

  SUBSTİTUENTLER 
SUŞLAR/MUTAJENİTE 

 

BİLEŞİK 
NO 

-X- -Y- -R- TA98 TA100 

1 - - -Cl- - - 

2 - - -F- - - 

3 - - -C2H5- 50 ve 75 µg/plak - 

4 - - -NO2- 50 ve 150 µg/plak - 

5 - - -C(CH3)3- - - 

6 -CH2- - -Cl- - 75,100 ve 150 µg/plak 

7 -CH2- - -F- - - 

8 -CH2- - -Br- - - 

9 -CH2- - -NO2- - - 

10 
-CH2- - -C(CH3)3- - 

50, 75,100, 150 ve 200 
µg/plak 

11 -CH2- - -C2H5- - - 

12 -CH2- - -H- - 75,100 ve 150 µg/plak 

13 -CH2- -C2H4- -H- - - 

14 -CH2- -C2H4- -OCH3- - - 

15 - - -OCH(CH3)C2H5 - - 
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Kanser, hücrelerin çeĢitli değiĢmeler sonucu anormalleĢerek kontrolsüz çoğalmaları 

ve yayılmaları olarak tanımlanmaktadır. Günümüzde ölüme neden olan hastalıklar 

arasında, dünyanın birçok ülkesinde ve Türkiye‟ de kalp hastalıklarından sonra ikinci 

sırada yer almaktadır [86]. Dünya Sağlık Örgütü ve Uluslararası Kanser AraĢtırmaları 

Kurumu‟ nun verilerine göre 2008 yılında dünya genelinde 12 milyon kiĢiye 

kanser teĢhisi konulurken, bu sayının 2030 yılında 26 milyonu aĢacağı tahmin 

edilmektedir [87]. 

Kanser tedavileri içinde genellikle ilk olarak tercih edilen ve en sık kullanılan yöntem 

kemoterapidir [88]. Mikroorganizmaların neden olduğu enfeksiyonlarda ilaç 

tedavisinin baĢarılı sonuçlar vermesi, memeli hücrelerinin kontrolsüz bir Ģekilde 

büyümelerine bağlı olan malign oluĢumların kimyasal etkenler tarafından 

düzeltilebileceği olasılığını doğurmuĢtur. Bu fikirden yola çıkarak kemoterapötik 

ilaçlar konusunda birçok araĢtırma yapılmıĢ ve çok çeĢitli sentetik veya doğal 

kaynaklı ilaç tedaviye sokulmuĢtur [89].  

Antikanser ilaçların kullanımındaki amaç, kanser hücrelerinin büyüme ve 

çoğalmalarını önleyerek, bu hücreler üzerinde sitotoksik etki oluĢturmasıdır. Ancak 

kullanılan ilaçlar yalnızca kanser hücrelerini etkilemek yerine, sağlıklı hücreler 

üzerinde de etkili olmaktadırlar. Bu da kemoterapötik ilaç kullanımına bağlı 

istenmeyen yan etkilerin oluĢumuna sebep olmaktadır. Ayrıca, antikanser ilaçların 

terapötik etkinliği, ilaca karĢı geliĢtirilen direnç mekanizmaları ile kısıtlanmaktadır. Bu 

amaçla daha etkili ve geniĢ spektruma sahip kemoterapötik etkili yeni ilaçlar bulmaya 

yönelik çalıĢmalar gün geçtikçe artmaktadır [90, 91].  

Ġlaç geliĢtirmek amacıyla sentezlenen kimyasal maddeler, ilacın öngörülen terapötik 

etkisine uyan temel etkilerini ya da toksisitesini ortaya koyan in vitro tarama 

testlerinden geçtikten sonra, in vivo deney hayvanlarında beklenen etki bakımından 

detaylı bir Ģekilde incelenir. Bu preklinik çalıĢmalarda, etkili ve geliĢtirilme amacına 

uygun bulunan ve düĢük toksisitesi sebebiyle güvenli görünen maddelerin klinik 

denemelerine geçilir. Klinik çalıĢmaların ilk basamağı olan faz I denemelerinde, 

sağlıklı gönüllü kiĢilere (20-80 kiĢi), ilacın artan dozları verilerek ilaca tolerans, ilacın 

güvenilirliği, güvenli doz aralığı ve insandaki farmakokinetiği belirlenir. Faz II 
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denemelerinde, kısıtlı sayıda hastada (150-300 kiĢi)  ilacın optimal dozu, terapötik 

doz aralığı ve etki derecesi ile yan etki profili saptanır. Faz III denemelerinde çok 

sayıda hastada (2000-3000 kiĢi)  ilacın terapötik etkinliği plasebo ve yerleĢmiĢ 

ilaçlarla karĢılaĢtırılarak yarar/zarar oranı saptanır. Faz III denemelerinde uygun 

bulunan araĢtırma ilacı, ruhsatlandırılıp pazarlandıktan sonra, yan etkileri bakımından 

izlenerek, klinik etkinlik ve farmakoekonomik açılardan diğer ilaçlarla karĢılaĢtırılır. Bu 

çalıĢmalar faz IV denemelerini oluĢturmaktadır [7]. 

Azot, kükürt ve oksijen içeren beĢ üyeli heterosiklik bileĢikler ilaç keĢif sürecinde 

oldukça önemli bir yer teĢkil etmektedirler. Bu bileĢiklerin önemli bir sınıfını teĢkil 

eden benzotiyazoller ve izosterleri benzimidazol ve benzoksazoller, kemoterapötik 

etkilerinin birçok çalıĢma ile gösterilmesi sebebiyle yıllardır pek çok araĢtırmanın 

hedefi olmuĢtur [92-94].  

Benzotiyazol yapısı içeren bileĢiklerin biyolojik aktivitelerinin değerlendirilmesi 1950‟ li 

yıllarda 2-merkaptobenzotiyazolün antibakteriyel ve antitüberküloz aktivitesinin 

incelenmesi ile baĢlamıĢ ve bu bileĢiğin tüberküloz etkeni Mycobacterium 

tuberculosis üzerinde in vitro olarak etkili olduğu belirtilmiĢtir [72]. Yapılan baĢka bir 

çalıĢmada 2-mercapto-1,3-benzotiyazol‟ ün antibakteriyel aktivitesi Gram negatif 

(Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli)  ve Gram 

pozitif (Staphylococcus aureus ve Enterococci spp.) bakteriler üzerinde incelenmiĢ ve 

bu bileĢiğin özellikle Gram pozitif bakterilerde sitotoksik etkili olduğu belirtilmiĢtir [95].  

Soni ve arkadaĢları [96] schiff bazı taĢıyan benzotiyazol türevi bileĢikler 

sentezlemiĢler ve bu bileĢiklerin Bacillus subtilis, Escherichia coli ve Streptomyces 

griseus‟ a karĢı antibakteriyel aktivitelerini incelemiĢlerdir. ÇalıĢmada test edilen 

kimyasalların yapı-etki iliĢkilerinin incelenmesi sonucunda, elektron verici grupların 

para pozisyonunda bulunmasının antibakteriyel aktiviteyi artırdığını belirtmiĢlerdir. 

Yine aynı araĢtırmacıların yaptıkları bir çalıĢmada, 2-sübstitüe benzimidazol, 

benzoksazol ve benzotiyazol türevlerinin Candida albicans ve Aspergillus niger 

üzerinde antifungal etkileri değerlendirilmiĢ ve 2-sübstitüe benzotiyazol türevi 

bileĢiklerin benzimidazol ve benzoksazol türevlerine göre daha geniĢ bir spektrumda 

etkili olduğu belirtilmiĢtir. 

Ogilvie ve arkadaĢları [68] benzotiyazol türevlerinin antiviral aktiviteleri üzerine 

yaptıkları bir çalıĢmada, 2-sübstitüe benzotiyazol türevlerinin herpesvirus grubu üyesi 

olan insan sitomegalo virüsün (HCMV) proteaz aktivitesini inhibe ettiğini 
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belirtmiĢlerdir. Yapılan baĢka bir çalıĢmada da üre ve tiyoüre türevleri ile kombine 

edilen benzotiyazol türevi bileĢiklerin HIV ters transkriptaz enzim inhibitörü olduğu 

rapor edilmiĢtir [97].  

Son yıllarda çeĢitli konumlardan sübstitüe edilen benzotiyazol türevleri özellikle 

antikanser aktivitelerinden dolayı sıklıkla çalıĢılmaktadır [93, 98, 99]. Örneğin, 2-(4-

aminofenil)-benzotiyazol türevi bileĢiklerin tümör hücreleri üzerine güçlü ve seçici 

sitotoksik etkili olduğu belirtilmiĢtir [100]. Bu bileĢikler ve onların N-asetilli türevleri in 

vitro göğüs, kolon ve yumurtalık kanser hücre hatlarında güçlü antitümoral aktivite 

göstermiĢlerdir (Amerikan Ulusal Kanser Enstitüsü Antikanser BileĢik Tarama 

Programı) [77, 101]. Bu moleküllerin DNA‟ya kovalent olarak bağlanan reaktif ara 

ürün oluĢumuyla antikanser aktivitelerini gösterdikleri düĢünülmektedir [102]. 

Al-Soud ve arkadaĢları [103] yaptıkları bir çalıĢmada, 2-(4-amino-3-metilfenil) 

benzotiyazol, 2-(4-aminofenil)-benzotiyazol ve 2-(3,4-dimetoksifenil)-5-fluoro-

benzotiyazol yapısındaki bileĢiklerin arilhidrokarbon reseptörü için potansiyel ligand 

olabileceklerini ve böylece tümör hücrelerinin büyümesini önemli derecede inhibe 

ettiğini belirtmiĢlerdir. 

Chaudhary ve arkadaĢları [104] aminometilfenil ve karbonitril türevi benzotiyazollerin 

insan kanser hücre hatlarında güçlü sitotoksisite ve DNA sentez inhibisyonu 

gösterdiklerini, ayrıca klor ve flor fonksiyonel grupları içeren benzotiyazol türevlerinin 

in vitro ve in vivo‟ da iyi derecede antitümoral aktivite gösterdiklerini saptamıĢlardır. 

Buna ek olarak pirimidobenzotiyazol, benzotiyazolo quinolin ve imidazobenzotiyazol 

türevi bileĢiklerin önemli ölçüde antitümoral aktivite gösterdikleri ve bu bileĢiklerin 

sitostatik aktiviteleri malignant hücre hatlarına karĢı test edildiğinde, tüm bileĢiklerin 

uygulandıkları hücre tipine ve konsantrasyonlarına bağlı olarak farklı inhibitör etki 

gösterdikleri rapor edilmiĢtir [105, 106, 107].  

Genomik kararlılığın korunması için gerekli enzimlerden olan topoizomerazların 

inhibisyonu sonucu DNA sentezinin bozulması kemoterapotiklerin etki 

mekanizmalarından biridir. Pinar ve arkadaĢları [108] yaptıkları bir çalıĢmada 2-

fenoksimetilbenzotiyazolün ökaryotik DNA topoizomeraz II enzimi üzerinde önemli 

derecede inhibitör etki gösterdiğini ve bu etkinin referans inhibitör etopositten daha 

fazla olduğunu belirtmiĢlerdir.  
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Ames test sistemi, kimyasal maddelerin mutajenik potansiyellerinin belirlenmesinde 

ilk basamak olarak kullanılan, basit formatı, çok kısa sürede sonuç vermesi ve 

nispeten az miktarda test bileĢeni gerektirmesi sebebiyle yaygın olarak kullanılan 

bakteriyel test sistemlerinden birisidir. Salmonella geri mutasyon testi olarak da 

adlandırılan Ames testi, in vitro kemirgen ve insan karsinojenitesi hakkında güçlü 

öngörü değeri taĢıdığı için en çok tercih edilen mutajenite testidir. Öyle ki, bu test 

sisteminden elde edilen sonuçların kemirgen karsinojenitesi ve in vivo genetik 

toksisite testlerinden elde edilen sonuçlarla %65 oranında uyum gösterdiği yapılan 

çalıĢmalarla gösterilmiĢtir [30, 109]. 

Mutajenite taramalarında kullanılan S. typhimurium suĢlarının DNA hasarlarına karĢı 

hassasiyetlerini artırmak amacıyla bu suĢlar, büyük moleküllere karĢı geçirgenliği 

artırma, DNA onarım mekanizmalarının indirgenmesi ve SOS onarım sistemini 

indükleyen R plazmitinin eklenmesi gibi çeĢitli modifikasyonlara uğratılmıĢtır. Ames 

test sisteminde çerçeve kayması mutasyonlarının belirlenebilmesi için S. typhimurium 

TA98, TA1537 ve TA1538 suĢları, baz çifti değiĢimi mutasyonlarını saptamak için S. 

typhimurium TA100, TA102 ve TA1535 suĢlarının kullanılması önerilmektedir. 

Böylece Ames test sistemi kullanılarak bir kimyasal maddenin neden olabileceği 

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

Tez çalıĢmasında Ankara Üniversitesi Eczacılık Fakültesi, Farmasötik Kimya 

Anabilim Dalınca yeni sentezlenmiĢ olan 15 benzotiyazol türevi bileĢiğin mutajenik 

potansiyelleri S. typhimurium TA98 ve S. typhimurium TA100 suĢları kullanılarak 

değerlendirildi. 

Bu çalıĢmada mutajenite deneylerine geçilmeden önce tüm kimyasal maddelerin 

sitotoksik etki değerlendirmeleri yapıldı. Sitotoksik olmayan dozların belirlenebilmesi 

için plak inkorporasyon metodu kullanıldı. 2, 3, 4, 7, 9, 10, 11 12, 13, 14,15 no‟ lu 

bileĢikler için 200 µg/plak; 1, 5 ve 6 no‟ lu kimyasallar için 150 µg/plak ve 8 no‟ lu 

bileĢik için 100 µg/plak etkinliği araĢtırılan en yüksek dozlardır. 

Ames testinde bir maddeye mutajen denilebilmesi için histidin prototroflarının 

sayısının kendiliğinden geriye dönen koloni sayısının en az iki katı olması ya da iki 

katından az olduğu durumlarda doza bağlı bir artıĢ göstermesi gerekmektedir [30]. 

Literatür taramalarına göre, mutant bakteri suĢlarının kendiliğinden his‾ durumundan 

his⁺ durumuna dönüĢmesi, belirli sınırlar içinde mümkündür. Bu sınırlar S. 
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typhimurium TA98 suĢu için 20-50 revertant koloni/plak iken S. typhimurium TA100 

suĢu için 75-200 revertant koloni/plaktır. Yapılan deneyler sonucunda negatif kontrol 

olarak kullanılan kendiliğinden geri dönüĢ frekanslarının ortalamaları 

değerlendirildiğinde, S. typhimurium TA98 suĢu için 30,16 ± 4,3; S. typhimurium 

TA100 suĢu için ise bu değer 133,46 ± 21,8 koloni olarak bulunmuĢtur. Elde edilen 

bu değerler literatürde belirlenen aralıklarda yer almaktadır. Bu sayı değerleri; glukoz 

ve tuz çözeltilerinin deriĢimi, petrilerdeki üst agarın miktarı ve yayılma Ģekli, ortamın 

sıcaklığı ve hava sirkülâsyonu, etüvdeki nem oranı, minimal glukoz agarlı ortamın 

hacmi ve hazırlanmasındaki farklılıklar gibi faktörlerden dolayı değiĢiklik 

gösterebilmektedir [110, 111]. S. typhimurium TA98 suĢu için, pozitif kontrol olarak 

kullanılan danomisinin 6 µg/plak dozunda, S. typhimurium TA100 suĢu için ise 

sodyum azitin 1,5 µg/plak dozunda mutajenik etkili olduğu literatürde belirtilmektedir 

[30]. Deney sonuçları incelendiğinde, danomisin varlığında S. typhimurium TA98 

suĢu için ortalama 211,3 ± 83,2 geriye dönen koloni, sodyum azit varlığında S. 

typhimurium TA100 suĢunda ise 2650,3 ± 574,2 geriye dönen koloni elde edilmiĢtir. 

Elde edilen bu değerler negatif kontrollerden elde edilen verilerle karĢılaĢtırıldığında 

literatürdeki veriyi doğruladığı görülmektedir.  

Ames test sistemi ile yapılan birçok çalıĢma incelendiğinde, S. typhimurium TA98 ve 

TA100 suĢlarının diğer suĢlara göre daha çok tercih edildiği görülmektedir. Bunun 

nedeni de bu iki suĢun çeĢitli mutajenlere karĢı hassasiyetinin diğer suĢlara göre 

daha fazla olmasından kaynaklanmaktadır [112, 113]. 

Yapılan deneyler sonucunda elde edilen veriler SPSS 16. 0 paket programı 

kullanılarak ANOVA çözümlemesine göre değerlendirilmiĢtir. Farklılık yaratan gruplar, 

ortalamalar arası farkı araĢtıran çoklu karĢılaĢtırma yöntemlerinden Dunnett t testi 

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

Bu tez çalıĢmasında test edilen kemoterapötik etkili olabileceği düĢünülen 

benzotiyazol türevi bileĢikler Ankara Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Farmasötik 

Kimya Anabilimdalı tarafından sentezlenmiĢtir. Bu bileĢiklerin mikrobiyolojik 

aktiviteleri çalıĢılmıĢ olup, tez çalıĢması kapsamında da mutajenik aktiviteleri 

değerlendirilmiĢtir. 

Ames test sisteminde metabolik aktivasyon yokluğunda 1, 2, 5, 7, 8, 9, 11, 13, 14 ve 

15 no‟ lu bileĢikler negatif sonuç vermiĢtir. Bu kimyasalların hisD3052 ve hisG46 gen 
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bölgelerinde çerçeve kayması ve baz değiĢimi mutasyonlarına neden olmadıkları 

söylenebilir.  

S. typhimurium TA98 suĢunda 3 no‟ lu bileĢiğin, 50 ve 75 µg/plak dozlarında 

mutajenik etkili olduğu gözlenmiĢtir. Yapısında -CH2- köprüsü bulundurmayan ve R 

grubu olarak etil gibi hacimli bir grup taĢıyan 3 no‟ lu bileĢiğin, çerçeve kayması 

mutasyonuna sebep olan bir mutajen olduğu söylenebilir. Bilindiği gibi çerçeve 

kayması mutasyonuna sebep olan bileĢikler düzlemsel bir yapıya sahip olmaları 

nedeniyle DNA‟ ya bağlanarak bu etkiyi gösterebilmektedirler [4].  

S. typhimurium TA98 suĢunda 4 no‟ lu bileĢik için kontrol grubuna göre 50 ve 150 

µg/plak dozlarındaki farklılık mutajenik etki olarak değerlendirilmiĢtir. Radikal grup 

olarak NO2 bulunduran benzamid türevi bu bileĢiğin neden olduğu mutajenitenin nitro 

grubundan kaynaklandığı düĢünülebilir. Yapılan çalıĢmalarda, aromatik bileĢiklerin 

nitro gibi halkadan elektron çekici gruplarla sübstitüe edilmesinin aktiviteyi arttırdığı 

belirtilmiĢtir [8]. 

6 no‟ lu bileĢiğin S. typhimurium TA100 suĢunda 75, 100 ve 150 µg/plak dozlarında 

kontrol grubuna kıyasla anlamlı farklılık olduğu görülmektedir. 75, 100 ve 150 µg/plak 

deriĢimlerinde oluĢan mutajenitenin doza bağlı olarak arttığı saptanmıĢtır. Bu sonuca 

göre, 6 no‟ lu bileĢiğin hisG46 gen bölgesinde baz çifti değiĢimi mutasyonuna neden 

olduğu söylenebilir. Clayton ve Abbott [114], benzimidazol analogları olan 

benzoksazol ve benzotiyazol türevlerinde antitümöral etkiyi incelediklerinde en fazla 

antitümoral etkiyi 2-klorobenzotiyazol yapısında gözlemlemiĢlerdir. Bu bileĢiğin 

mutajenik aktivite göstermesi, fonksiyonel grup olarak Cl atomu ile birlikte-CH2-

köprüsünün bulunmasından kaynaklanabilir.  

10 no‟ lu bileĢik S. typhimurium TA100 suĢunda denenen tüm konsantrasyonlarda 

(50, 75, 100, 150 ve 200 µg/plak) mutajenik etkili olarak değerlendirilmiĢtir (p<0,05). 

Tüm dozlarda geriye dönen koloni sayıları kontrol grubuna göre yüksek oranda artıĢ 

sergilemiĢtir. Denenen en düĢük dozda (50 µg/plak) geriye dönen koloni sayısı 

kontrol grubunun yaklaĢık 5.1 katı iken, en yüksek dozda (200 µg/plak) 10.2 katıdır. 

Bu deriĢimlerde 10 no‟ lu bileĢiğin TA100 suĢu üzerinde kuvvetli mutajenik etkisi 

olduğu görülmektedir. Fonksiyonel grup olarak tert-bütil gibi hacimli bir grubun 

bulunmasının baz çifti değiĢimini indüklediği düĢünülebilir. Benzotiyazol türevi 

bileĢiklerin mikrobiyolojik aktivite değerlendirme çalıĢmalarında R grup olarak tert-
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bütil ve -CH2- köprüsünün bulunmasının antibakteriyel aktiviteyi artırdığı gözlenmiĢtir 

[115].  

12 no‟ lu bileĢiğin S. typhimurium TA100 suĢunda denenen tüm dozlar kontrol 

grubuyla karĢılaĢtırıldığında, 75, 100 ve 150 µg/plak dozları farklı gruplar 

oluĢturduklarından, bu konsantrasyonlarda mutajenik etkinin doza bağlı olarak arttığı 

söylenebilir. Bu sonuca göre metabolik aktivasyon yokluğunda, bu bileĢiğin baz çifti 

değiĢimine neden olurken, çerçeve kayması mutasyonuna neden olmadığı 

söylenebilir.  

Uygulanan istatistiksel yöntem sonuçlarına göre, mutajenik etkili bulunan kimyasal 

maddelerden -CH2- köprüsü bulundurmayanlar S. typhimurium TA98 suĢunda 

mutajenik etkili iken, -CH2- köprüsü bulunduranlar S. typhimurium TA100 suĢunda 

etkili olmuĢlardır. Bu sonuca göre kimyasal maddelerin taĢıdıkları fonksiyonel 

grupların da etkisiyle -CH2- köprüsünün bulunması baz çifti değiĢimini indüklerken, 

bu köprünün olmayıĢı çerçeve kayması mutasyonunu indüklediği düĢünülebilir. 

Çünkü -CH2- köprüsünün bulunması, bileĢik yapısında kısmi bir bükülmeye sebep 

olduğundan, düzlemsel yapıdan bir miktar uzaklaĢılmaktadır. Çerçeve kaymasına 

neden olan mutajenlerin genellikle düzlemsel bir yapıda olması da bu düĢünceyi 

güçlendirmektedir.  

Ames test sistemiyle denenen kimyasal maddelerin kemirgen karsinojenitesiyle %77-

98 oranında uyum gösterdiği birçok çalıĢma ile desteklense de, %2-23 oranında 

hatalı sonuç elde edilmiĢtir. Yani bir kimyasal maddenin Ames test sisteminde pozitif 

sonuç vermesi, o maddenin kesinlikle mutajenik veya karsinojenik olduğu anlamına 

gelmemektedir. Örneğin, yapılan bir çalıĢmada, Ames test sisteminde pozitif sonuç 

veren, dioxathionun (S, S'-(1,4-dioxane-2, 3-diyl) O, O, O',O'-tetraethyl bis 

(phosphorodithioate) CHO hücrelerinde kromozomal hata ve fare lenfoma mutasyon 

(L5178Y Fare lenfoma hücreleri) testlerinde negatif sonuç verdiği belirtilmiĢtir [116]. 

Vücuda alınan herhangi bir kimyasal maddenin ve metabolitlerinin emilimini, doku 

dağılımını, metabolizmasını ve atılımını in vitro testlerle birebir olarak belirlemek 

imkansızdır. Ancak memelilerdeki biyotransformasyon olaylarını deney ortamında 

taklit edebilmek amacıyla, ortama metabolik aktivasyon sistemi eklenir. Böylece 

kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin metabolik aktivasyonları sonucunda değiĢip 

değiĢmediğini belirlemek mümkün hale gelmektedir [17, 117]. Kaplan ve 

arkadaĢlarının [118] yaptıkları bir çalıĢmada, diĢ hekimliğinde kullanılan simanlardan 
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biri olan Aqualox‟ un S. typhimurium TA98 suĢunda metabolik aktivasyon sistemi 

yokluğunda mutajenik etki göstermediği ancak bu sistem varlığında mutajenik 

potansiyele sahip olduğu bildirilmiĢtir. 

Benzotiyazol iskeleti taĢıyan bileĢiklerin ve metabolize edilmeleri sonucu oluĢan 

türevlerin, antimikrobiyal, antiinflamatuar, antitüberküloz, antiviral, antioksidan, 

antifungal ve antidiyabetik aktiviteye sahip oldukları bilinmektedir [94]. Wilson ve 

arkadaĢlarının [119] yaptıkları bir çalıĢmada, domuzların idrar örneklerinde rastlanan 

2-metil-mercaptoanilin, 2-metilsülfinilanilin ve 2-metilsülfonilanilin metabolitlerinin 

varlığı ve yalnızca sülfatazların katalizlediği hidroliz reaksiyon sonucu oluĢan 2-

metilsülfinilfenilhidroksilamin ve 2-metilsülfonilfenilhidroksilamin metabolitlerinin 

varlığı da benzotiyazollerin metabolize edildiklerini göstermektedir.  

Sato ve arkadaĢları [9], 6-aminobenzotiyazol‟ün mutajenik/karsinojenik aktivitesini 

ancak sitokrom P-450, asetiltransferaz ve sülfotransferaz enzimleri içeren metabolik 

aktivasyon sistemi varlığında gösterebileceğini rapor etmiĢlerdir. Dolayısıyla tez 

çalıĢmasında kullanılan benzotiyazol türevi bileĢiklerin, metabolik reaksiyonlar 

sonucu oluĢan metabolitlerinin de mutajenik potansiyelleri hakkında bilgi sahibi 

olabilmek amacıyla, metabolik aktivasyon sistemi varlığında da sonuçların 

değerlendirilmesi gerekmektedir.  

Sonuç olarak test edilen kimyasal maddelerden negatif sonuç veren 1, 2, 5, 7, 8, 9, 

11, 13, 14 ve 15 no‟ lu bileĢiklerin kesinlikle mutajenik ya da karsinojenik etkili 

olmadığını söylemek doğru olmayacağı gibi, pozitif sonuç verenler için de kesinlikle 

karsinojenik etkili demek yanlıĢ olacaktır. DNA‟ da hasar oluĢturma özelliği olan 3, 4, 

6 10 ve 12 no‟ lu bileĢiklerin kanser hücreleri üzerinde de aynı etkiyi göstererek 

kontrolsüz hücre büyümesine neden olan genleri mutasyona uğratıp tümör geliĢimini 

inhibe edebileceği düĢünülebilir. Kimyasal bileĢiklerin mutajenik potansiyellerinin 

belirlenmesinde tek bir test sistemi yeterli olmadığından, Ames test sistemini 

tamamlayıcı testlerin kombine edilerek bateri test sistemlerinin kullanımı 

mutajenite/karsinojenite tahmininde daha doğru sonuçlar verecektir. Ayrıca bu 

çalıĢmanın yalnızca kısa zamanlı bir test dahilinde mutajenite değerlendirmeye 

olanak sağlaması nedeniyle, mutajen çıkan kimyasal maddelerin mutajenik aktifliği 

konusunda uzun zamanlı test sistemleri olarak bilinen kemirgenlerde tümör 

indüksiyonu deneylerinin de kullanıldığı daha kapsamlı incelemelerin yapılması 

uygun olacaktır.  
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