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OZET

BAZI BENZOTIYAZOL TUREVI BILESIKLERIN MUTAJENIK
POTANSIYELLERININ AMES TEST SISTEMI iLE BELIRLENMESI

Serife Omiir BOSTANCI
Yiiksek Lisans, Biyoloji Boliimii
Tez Danmismani: Prof. Dr. Nuran DIRIL
Ocak 2014, 68 sayfa

Calisma kapsaminda, kematerapdtik etkili olabilecegi diisiiniilen 15 adet 2 substitue

benzotiyazol tiirevi bilesigin Ames test sistemi ile mutajenik aktiviteleri arastirilmistir.

Benzotiyazol tiirevi kimyasal bilesikler Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 suslari
kullanilarak Ames /Salmonella test yontemi ile mutajenik etkileri agisindan
degerlendirilmistir.

Elde edilen sonuclar kontrol gruplar: ile beraber SPSS programinda ANOVA ( Tek Yonlii
Varyans Analizi) ve Dunnett T ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak istatistiksel olarak
analiz edilmistir.

Degerlendirme sonucunda 9 ve 15 numarali bilesiklerde S.typhimurium TA100 susunda
kuvvetli mutajenik etki s6z konusuyken, 7 numarali bilesik hem S.typhimurium TA98 (150
ve 200 pg/plak) hem de TA100 (50 pg/plak) suslart igin mutajenik etki gostermistir. 13
numarali bilesikte zayif mutajenik etki (150 ve 200ug/plak) gozlemlenmis, 4 numarali
bilesik S.typhimurium TA98 (50pg/plak) susunda mutajenik etki gostermistir.
1,2,3,5,6,8,10,11,12,14 numarali bilesiklerin S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda

mutajenik etkili olmadig1 gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Benzotiyazol tiirevleri, Ames Test, Salmonella typhimurium,
mutajenite



ABSTRACT

DETERMINATION OF MUTAGENIC POTENTIALS OF SOME
BENZOTHIAZOLE DERIVATIVES BY AMES TEST SYSTEM

Serife Omiir BOSTANCI
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Nuran DiRIL

January 2014, 68 pages

In this study,the mutagenic potentials of 15 numbers of 2 substituted benzothiazole
derivatives which might be effective as chemotherapeutic agents were investigated with
Ames test system.

Mutagenic potential of benzothiazole derivatives was evaluated with Ames /Salmonella
test system by using Salmonella typhimurium strains TA 98 and TA 100.

The obtained results were analyzed statistically by using ANOVA (One-Way ANOVA)
test in SPSS programme with the control groups.

As a result of 9 and 15 numbered compounds have shown strong mutagenic effect on
S.typhimurium TAL00 strain at every dose, 7 numbered compound was found to be
mutagenic on both S.typhimurium TA 98 (150 and 200 pg/plaque) and S. typhimurium TA
100 (50 pg/plaque) strains while, 4 numbered compound has mutagenic shown only on S.
typhimurium TA98 (50 pg/plaque) strains,13 numbered compound has shown weak
mutagenic effect at 150 and 200 pg/plaque. Benzothiazole derivatives numbered
1,2,3,5,6,8,10,11,12 and 14 numbered have not shown mutagenic effect on the
S.typhimurium TA 98 and S.typhimurium TA 100 strains.

Key words: Benzothiazole derivatives, Ames Test, Salmonella typhimurium, mutagenity.
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1.GIRIS

Diinya tizerindeki kimyasal kirlenme, sanayi devrimiyle gelisen teknolojinin en biiyiikk yan
etkisidir. Canlilar da bu kirlilikle her gegen giin artan bir siklikla yiiz yiize gelmektedir.
Gidalardan, sigaradan, solunan havadan ve hatta iyilesmek adina kullanilan ilaglarin
icerigindeki katki maddeleri kimyasal kirlilik havuzu olusturmaktadir. Yasadigimiz ¢evrede
bulunan kimyasal maddelerin, insanlarda goriilen kanser vakalari yiizdesinin biiyiik bir
kismini olusturdugu diistintilmektedir [1]. Bu Kirleticilerin bazilar1 organizmanin genetik
yapisinda herhangi bir degisiklige sebep olmamakta ya da ortaya ¢ikan hasaralar DNA onarim
enzimleri ile tamir edilebilmekte iken bazilari da mutasyonlara, yapisal kromozom hatalarina
veya rekombinasyonel degisimlere sebep olabilmektedir. Bu degisimler iireme hiicrelerinde
meydana geldiginde daha sonraki diger nesillere aktarilir. Somatik hiicrelerde meydana gelen

mutasyonlar ise kansere sebebiyet verebilir [2].

Kimyasal maddelerinin canli tizerindeki etkisini arastirmak tizere gesitli toksisite, mutajenite,
karsinojenite ve teratojenite belirleyici test sistemleri gelistirilmistir. Kimyasal madde igerikli
ilag, kozmetik gibi iirlinlerin ekosistem ve insan sagligi iizerine etkisini anlayabilmek icin
gelistirilen bu calismalar birer gilivenlik testi niteligindedir. Kromozom hatalarinin
belirlenmesi, geri mutasyon testleri, in vivo genotoksisite calismalar1 bu giivenligin
saglanmasinda birer basamaktir. Ik basamak olarak geri mutasyon testleri (6rn; Ames), daha
sonra Okaryot hiicrelerdeki etkilerin belirlenebilmesi amaci ile in vitro’da memeli hiicreleri
lizerinde yapilacak testler(Orn; Mikroniikleus) ve in vivo’da memeliler kullanilarak yapilacak
testler bunlardan bazilaridir. Kisa zamanl test sistemlerinden en yaygin olarak kullanilani
bakteriyel testlerdir [3].Bakteriler, basit iireme ortamlarinda hizla tirediklerinden, ¢abuk ve
ucuz uygulanabilir olmalarindan dolay: tercih edilmektedir. Kisa zamanl test sistemleri tek
basina olas1 karsinojenleri mutajen olarak tanimlamada yeterli degildir. Ciinkii bu testlerin her
biri yalnizca birka¢ mutajeni tanimlayabilir ve sadece kullanilan test organizmasinin
ozelliklerine gore mutajenik potansiyel gosterir. Bu nedenle 6zellikle birkag test sisteminin bir
arada kullanildig1 “bateri” test sistemleri, karsinojenlerin saptanmasinda oldukc¢a yiiksek

oranda segici olmaktadir [4].

Piyasaya siirlilen binlerce ilacin, kullanima girmeden Once insan saglifina ve gevreye

verebilecegi etki diisiiniilerek, kesif asamasindan pazarlama asamasina gelinceye kadar bir¢cok



giivenlik testinden gegmesi gerekmektedir. Tedavi edici 6zellige ulasincaya kadar ilag iiretimi

bircok asamadan gecer [5].

Bu ¢alismada ileride piyasaya siiriilmeyi bekleyen ilaglarin etken maddesini olusturacak piirin

ve pirimidin analogu olarak kullanilan benzotiyazol tiirevi bilesikler kullanilmistir.

Ilag etken maddesi olarak sentezlenen benzotiyazol tiirevi bilesikler halkasal yapiya sahip
olup, igeriginde azot ve kiikiirt maddesi bulundurur. Yapisinda bulunan halka sistemi DNA ve
RNA’nin igeriginde bulunan adenin ve guanin bazlarimin analogudur [6,7]. Benzotiyazol,
organizmadaki biyomolekiillerle kolayca etkilesmesi bakimindan olduk¢a 6nemli bir halka
sistemi olarak degerlendirilmektedir. Benzotiyazol birgok antifungal ve antiviral ilaglar gibi
fizyolojik olarak oldukga aktif bilesiklerin iskelet yapisini olusturmaktadir [8,9] Benzotiyazol
tirevi bilesiklerin mikrobiyolojik aktivitelerini, niikleik asit sentezini engelleyerek
gosterebilecekleri diistintilmektedir [7,10]. Antibakteriyel, antiviral ve antifungal etki
calismalarinin yani sira, kuvvetli antitiimoral aktiviteye sahip benzotiyazol halkasi tagiyan

tiirevlerin belirlenmesi bu halka sisteminin 6nemini artirmistir [11,12,13,14,15].

Bu ¢alisma kapsaminda oncii ila¢ etken maddesi olarak sentezlenen benzoksazol analogu
benzotiyazol tiirevi bilesiklerin mutajenik potansiyelleri Ames test sistemi ile belirlenmistir.
Calismada 15 adet kimyasal madde ile Salmonella typhimuriumTA98 ve TA100 suslarinda
kullanilarak histidin oksotrofu bakterilerin geri doniis frekanslari esas alinarak mutajenite

degerlendirilme yapilmustir.



1.1.MUTASYONLAR

DNA molekiilii hiicre igerisinde oldukg¢a kararsizdir. Cift sarmalin yapisinda bulunan her bir
baz ¢ifti mutasyon gecirme ihtimali tagir. Mutasyon bir canlinin DNA diziliminde meydana
gelen kalic1 degismelerdir. Mutasyonlar tek bir niikleotitten biiyiik bir kromozom parcasina
kadar farkli biiyiikliikklerdeki DNA molekiiliinii etkileyebilir. Hiicreler DNA’daki bir hasar1
tantyip onarabilecek sekilde evrimlesmistir ve olusan mutasyonlar DNA onarim enzimleri
tarafindan diizeltilebilir. Ornegin; yanls niikleotit ¢ikarilir ve yerine tamamlayici iplik goz
Oniine alinarak yeni bir nukleotit getirilir. Bu onarim, mutasyonu etkisiz hale getirebilir.
Ancak onarmmin olmadigi ya da yetersiz oldugu durumlarda lezyonlar genetik yapida
degisiklige sebep olabilir. Diizeltilmeyen kistmlar DNA’nin yapisini degistirerek gelisimi ve

metabolizmay1 olumsuz etkileyebilir [16].

Mutasyonlar, DNA molekiilinde ortaya ¢ikardiklara hasara gore; genomik yapida
kararsizliga sebep olan gen mutasyonlar1 ve kromozom say1 ve yapilarindaki degisiklikleri
olusturan mutasyonlar olarak iki grupta siniflandirilabilir. Birincisi; nokta mutasyonlar1 olarak
da adlandirilan gen mutasyonlaridir. Genom iizerinde oldukga kiigiik bir bolgede meydana
gelirler. DNA’y1 olusturan bazlarda olusan degisiklikler, bir niikleotidin kazanilmasi,
kaybedilmesi ya da yer degistirmesi seklinde ya da normal DNA dizisi i¢inde birkag
niikleotidin eklenme ya da ¢ikarilmasi seklinde meydana gelebilir. Genetik sifrede bir hata
oldugunda, bu hata kodlanan proteinin amino asit dizisine yansimaktadir. Eger degisen amino
asit molekiiliin yapis1 veya biyolojik aktivitesi i¢in kritik olan bir pozisyonda ise fonksiyonel
bir degisiklik ortaya cikar. ikinci grup mutasyonlar kromozom yap1 ve sayilarinda meydana
gelen degisikliklerdir ve bunlara kromozom degismeleri adi verilmektedir. Kromozomlar
kromatit ¢ifti seklinde bulunur ve hiicre dongiisiinde gerceklesen mayoz ya da mitoz boliinme
esnasinda birbirlerinden ayrilirlar. Bazen bu ayrilma tam anlamiyla gerceklesmez ve farkl
sayida kromozom igeren hiicreler meydana gelebilir. Bu sekilde bircok genin oram
degiseceginden dolayi kalitsal agidan bir¢ok sorun (Mongolizm, Turner sendromu, Klinefelter
sendromu vb...) olusur. Kalitsal bilgide degismelere yol acan olaylar kromozomlarin
yapilarindaki degismeler sonucunda da olusabilirler. Bu olaylarda kromozom sayis1 ayn1 kalir.
Ancak kromozomlarda bazi pargalarin kaybolmasi, artmasi ya da yer degistirmesi sonucunda
kalitsal madde degisiklige ugrar [17].

Mutasyonlar olusum sekillerine gore iki grupta incelenir. DNA’nin yiliksek onarim
kapasitesine ragmen ortaya c¢ikan mutasyonlar kendiliginden olusabildikleri gibi disaridan

(sigara dumani, sanayi artiklari, ilaglar, UV gibi ajanlar) bir etmenle de olusabilirler.
3


http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA

1.1.1.Kendiliginden (Spontan) Mutasyonlar

Bu mutasyonlar hiicre icinde meydana gelen islemlerin sonucu olarak ortaya cikar.
Olusumlartyla ilgili olarak higbir 6zgiin etken yoktur, birgok kaynaktan olusabilir. Bunlar
DNA’nin bir etkenle etkilesmesi sonucu ya da replikasyon esnasindaki hatalardan da
kaynaklanabilir. Kendiliginden mutasyonlar, baz ¢ifti degisimi (transisyon, transversiyon) ve
baz eklenmesi ya da ¢ikarilmasi seklinde gergeklesir. Cergeve kaymasi mutasyonlar1 bu
yollarla ortaya ¢ikar [17].

DNA'’daki bazlarin yapilarindaki atomlarin uzaydaki dagilisinin degisimi, amino gruplarinin
kaybi, bazlara metil grubunun eklenmesi, reaktif oksijen molekiillerinin varlii, bazlarin
kendiliginden zincirden uzaklasmasi ve polimerizasyonda olusan hatalar kendiliginden olusan
mutasyonlarin kaynaklart olarak diisiiniilmektedir [16].

Baz tautomerizmi, DNA’y1 olusturan azotlu organik bazlarin yapisinda bulunan H atomunun
yer degistirmesi sonucu bazin form degistirmesidir. Bu degisiklik yanlis eslesme olasiligini
artirir ve transisyon tipi mutasyona sebep olabilir.

Deaminasyon, bazlarin yapisinda bulunan amino gruplarmin kaybi olarak nitelendirilir.
Amino grubunu kaybeden baz hipoksantin, ksantin ve urasil gibi normal sartlarda DNA’nin
yapisinda olmayan bazlara doniiserek yanlis eslesmeye sebep olurlar. Deaminasyon sonucu
olusan hata onarilmazsa transversiyon tipi mutasyon gozlenir.

Metillenme, enzimatik olmayan yollarla S-adenozil methioninin metil grubunu DNA’daki
bazlara aktarmasiyla olusur. Bu yolla metillenmis bazlar onarim sistemi tarafindan DNA’dan
uzaklastirilir ve abazik bolge olusur. Zincir lizerinde olusan abazik bolgeye onarim sistemi
tarafindan uygun baz getirilir. Onarim sisteminin hatayr taniyamadigi durumlarda ise
molekiiliin kararliligi bozulur [18].

Oksidatif DNA hasari ise serbest radikaller ile olusur. Serbest radikaller, viicutta metabolizma
sirasinda meydana gelen son derece etkin kimyasal {riinlerdir. Biyolojik sistemlerdeki en
onemli serbest radikaller oksijenden olusan radikallerdir ve bunlara reaktif oksijen tiirleri
(Reactive Oxygen Species, ROS) adi verilmektedir. Bu grup igerisinde radikal olmayan H,0,
gibi molekiiller de vardir. [19]. Viicutta dogal metabolik yollarla olusan serbest radikaller
normalde radikal pargalayan antioksidan sistemlerle ortadan kaldirilmaktadir. Ancak, cesitli
nedenlerle reaktif oksijen tiirlerinin artmas1 ve antioksidan mekanizmalarin yetersiz kalmasi
sonucu oksidatif stres adi verilen bir dizi patolojik olay meydana gelmektedir. Oksidatif

stresin, farkli mekanizmalar ile DNA {izerinde baz ve seker modifikasyonlari, tek ve ¢ift



zincir kiriklari, abazik bolgeler, DNA-protein ¢apraz baglanmasi gibi bir takim lezyonlara
neden olarak hasara yol ac¢tig1 bilinmektedir [20,21].

Piirin ve pirimidinlerin zincir {izerinden uzaklasmasi; baz ve deoksiriboz sekeri arasindaki
bagin engellenmesi ile bazlarin zincire olan baglantis1 kopar ve abazik bolge olusur. Abazik
bolgeye dNTP havuzundaki uygun olan bazlardan birisi gelebilir. Onarilmadiginda ise hasar
kalic1 olur ve o bolgede delesyon tipi mutasyon gozlenir.

Polimerizasyon hatalari; polimeraz enzimi dNTP havuzunda bulunan bazlara ayn1 Km degeri
ile ilgi duyar. Enzim ilgisine bagli olarak ANTP havuzundaki bazlarin bagil oranlar1 degisirse,
bu durum polimerazin yanlis bazi segmesine neden olabilir. Kofaktor olarak kullanilan Mg+2
Ilyonunun yerine baska iyonlarin ge¢mesi, yanlis girmis bazlarin varligi veya tekrar eden
dizilerde yanlis eslesme gibi durumlarda oldugunda genom kararsizligina ve sonugta

mutasyonlara yol agabilir [16,22].

1.1.2.Yapay (indiiklenmis) Mutasyonlar

Mutasyonlarin olusum mekanizmalar1 i¢inde yapay mutasyonlarin yeri ¢ok fazladir. Belirli bir
dis etki olmaksizin mutasyonlarin kendiliginden olma olasilig1 ¢ok diistiktiir. Cevrede bulunan
ve mutajen adi verilen biyolojik, fiziksel ve kimyasal ajanlarin varliginda genetik materyalde
hasar olusabilir. Her bir ajanin kendine 6zgii hasar mekanizmasi1 vardir bu sayede DNA
molekiiliinde 6zgiil hasarlar meydana getirirler.
Mutasyonlarin yapay olarak indiiklendiklerine dair ilk 6rnek, 1927 yilinda Hermann J. Muller
tarafindan  gergeklestirilmistir. X 1smlart  kullanarak yaptigi deneyde bu 1smlarin
Drosophila’da mutasyon hizini arttirdigint gostermistir [22].
Indiiklenmis mutasyonlar; mutasyonlari olusturan etmenlerine gore 3 grupta incelenebilir;

* biyolojik mutajenler

* fiziksel mutajenler ve

* kimyasal mutajenler.

Mutajenler, mutasyonlar1 farkli mekanizmalarla tetiklerler.



1.1.2.1.Biyolojik Mutajenler

Biyolojik mutajenler olarak viriisler ve genomda yer degistirebilen hareketli DNA pargalari
(transposable element) bilinmektedir. Viriisler konak hiicreye girdiginde konagin DNA’sina
kendi DNA’smi1 entegre ederek konak hiicrenin genetik yapisini degistirdiginden dolay1
biyolojik mutajen olarak kabul edilir. Hareketli DNA parcalar1 ise genom iginde bir
pozisyondan digerine hareket eder ve kromozom kopmasi gibi genetiksel degisikliklere neden
olurlar. Bu degisiklikler de genomik kararlilig1 etkileyeceginden hareketli DNA parcgalari
mutajen olarak degerlendirilir [23].

1.1.2.2. Fiziksel Mutajenler

Sicaklik, pH, UV radyasyon ve iyonize radyasyon gibi cevresel etmenler DNA’da bazi
degisikliklere sebep olurlar. Mutasyon olarak degerlendirilen bu degisiklikler etki siireleri ve
siddetine gore kalic1 veya gecici olarak hiicre kararliligini1 bozarlar.

Radyasyonlar etki mekanizmasma gore iki grupta incelenir: Iyonizan (iyonlastiric) ve
Iyonizan olmayan radyasyon. Her iki tip radyasyon da hiicre igine etki eder ve ikisi de ayni
hiza sahiptir; fakat frekanslari ile dogru, dalgaboylari ile ters orantili olan enerji seviyelerine
gore farkli spektrumlara ayrilirlar. Bu dizilimde dalgaboyu en yiiksekten en diisiige yani
enerji seviyesi en diisiikten en yliksege dogru elektrik dalgalari, radyo dalgalari, mikro
dalgalar, kizil oOtesi, goriiniir 151k, mordtesi (Ultraviyole), X 1smnlar1 ve gama isinlart yer
almaktadir. Spektrum i¢inde X ve gama isinlari iyonizan radyasyon, spektrumdaki diger
dalgalar ise iyonlagsma yeteneginden yoksun zayif enerjili radyasyon etkisi yaratirlar [24].
Iyonizan radyasyon; madde icerisinden gegerken enerjisini ortama aktarmak suretiyle,
ortamdaki atomlar1 dogrudan veya dolayli yollarla iyonlastiran radyasyon tiirtidiir. Bu
radyasyon; diisiik dalgaboyu ve yiiksek enerji seviyesine sahip radyasyon formudur. Enerji
seviyesi yiikseldikge, 1sinlarin hiicre icine girisi daha yogun olur ve hiicreye verilen tahribat
artar. Hiicre icinde esit olarak absorbe edilen iyonizan radyasyon hiicrede DNA dahil biitiin
molekiillerin iyonize olmasma sebep olur. Iyonizan radyasyon DNA molekiilii {izerinde;
imidazol halkasinin acilmasi ve hasarli baz olusumu, DNA-DNA ve DNA-protein ¢apraz bag
olusumu, seker — fosfat omurgasinda degisiklik, tek ve ¢ift zincir kiriklari, farkli 6zellikteki

bazlarin olusumu gibi olumsuz sonuglar ortaya ¢ikarir.



Iyonizan olmayan radyasyon, UV etkisi olarak bilinir. Yeteri kadar enerjiye sahip olmadig
icin ultraviyole 151k iyonizan olmayan radyasyon olarak isimlendirilir. UV 1sinlart niikleer
radyasyon degildir ve enerji aktarimini elektromanyetik dalgalarla yapar [25]. Giinesten gelen
UV isinlarinin dalgaboylar1 200-400 nm (nanometre) arasinda degismektedir. Spektrumun bu
araligindaki UV radyasyonu dalga boylarina gore UV-A (320-400 nm), UV-B (280-320 nm)
ve UV-C (200-280 nm) olarak ayrilabilmektedir [26].

Mutasyonda UV’nin en fazla etkili olan 250-260 nm dalgaboyu yani UV-C, DNA’nin
maksimum emme gosterdigi dalga boyudur. Ancak, bu radyasyonun onemli bir kismi
atmosferdeki ozon tabakas: tarafindan emildigi i¢in canlilara kadar ulagamamaktadir. Ozon
tabakasinin incelmesi ile yeryiiziine ulagan UV radyasyonunun 6zellikle deri kanseri, katarakt
ve bagisiklik yetmezligi gibi hastaliklart artiracagi tahmin edilmektedir Literatiir taramasinda,
UV isilarinin memelilerin deri, bag dokusu, karaciger, tiroit bezi ve kan hiicreleri iizerindeki
etkilerine ait c¢aligmalara rastlanmistir [27]. DNA molekiileriyle etkilesime girdiklerinde,
bazlarda hasar, tek zincir kiriklari, ¢apraz baglanmalar ve pirimidin dimerleri gibi degisik
ozellikte hasarlara sebep olurlar [28]. Pirimidin dimerleri arasinda timin dimerleri en kararli
dimer yapisidir. Timin dimerleri DNA konformasyonunu ve DNA polimerazin aktivitesini

bozarak replikasyonu durdurur [29].

1.1.2.3. Kimyasal Mutajenler

DNA hasarina neden olan bir diger cevresel etmen ise kimyasal mutajenlerin varligidir.

Kimyasal mutajenler genellikle 4 grupta incelenir.

Baz Analoglan

Baz1 kimyasal maddeler DNA’daki azotlu bazlarin yapisal olarak benzerleridir bu yapisal
benzerliklerinden dolay: replikasyon esnasinda DNA’daki orijinal bazlarin yerine gecebilirler.
Bu bilesiklere baz analoglar1 adi verilir. Baz analoglart DNA’da bir bolgeye girdiklerinde
normal bazlardan farkli 6zellikler gosterirler ve eslesme sirasinda normal bazin karsisina
gelmesi gerekenden farkli bir baz gelmesini saglayarak mutasyon olusumuna sebep olurlar.
Urasilin bir tiirevi olan 5-bromourasil (5-BU) timin analogu olarak davranir. Pirimidin
halkasimin 5 numarali pozisyonunda bulunan CHj3 yerine bromun baglanmasi ile olusur. Metil

grubu yerine brom atomunun bulunusu, tautomerik bir kaymanin gergeklesme olasiligini



arttirtr. Bromun varligr bazlarin arasindaki baglarin olusumunu engellemez, ancak adeninle
eslesmesi beklenen timin bazi, guanin ile eslesir ve transisyona sebep olur.

Mutajenik olan diger baz anologlar1 da vardir. Ornegin, 2- amino piirin (2-AP), adenin
analogu olarak davranir. Timinle eslesme yatkinligina ek olarak, replikasyonu takiben sitozin
ile de esleserek transisyonlara yol agar Baz analoglari ile DNA molekiilii etkilesimde
bulunursa genellikle transisyonel mutasyona ve kendiliginden tautomerizasyona sebep olurlar
[16,28].

DNA’daki Bazlarin Degisimine Neden Olan Kimyasallar

Bu kimyasallar, bazlarin yapisin1 ve eslesme ozelliklerini degistirirler. Dogrudan dogruya
DNA bazlarindan amino gruplarini ¢ikarirlar ve baz diziliminin degismesine sebep olurlar.
Nitroz asit gibi kimyasallar varliginda ; guanine, ksantine doniiserek timinle, sitozin, urasile
doniiserek adeninle, adenin ise hipoksantine doniiserek sitozinle bag yapar ve transisyonel
mutasyona neden olur.

Onun disinda, metil metan sulfanat, etil metan sulfanat gibi alkillyeici ajanlar bazlarla
reaksiyona girerek niikleotidlerdeki amino veya keto gruplarmma CHjz veya CH3-CH, gibi bir
alkil grubu eklerler. Alkilleyici ajanlar, dNTPdeki bazlari modifiye edebilirler. Bu
modifikasyon da DNA sentezini etkiler bundan dolay1 kanser tedavisinde antimér etkili olarak
kullanilabilirler [16]. Etilmetan siilfonat (EMS), guaninin 6 numarali ve timinin 4 numaral
pozisyondaki keto gruplarin alkiller. Alkillenmis guanin sitozin yerine timinle eslesme yapar.

Alkillenmis timin ise guanin ile eslesme yaparak transisyona neden olurlar.

DNA’ya Baglanan Kimyasallar

Interkalasyon etkenleri olarak da bilinen bu tip kimyasallar, DNA’daki bazlarm arasina
girerek sarmalin gerilemesine ve DNA polimerazin hata yapmasina neden olan molekiillerdir.
DNA onarimi, rekombinasyon gibi olaylar sirasinda aktif olabilirler. Delesyon veya
insersiyon tipi mutasyona sebep olurlar.

Akridin boyalar1 adin1 alan baz1 kimyasal mutajenler ¢er¢eve kaymasi mutasyonlarina neden
olur. Proflavin ve akridin saris1 (oranj) akridin boyalarindan en ¢ok ¢aligilan mutajenlerdir ve

aromatik organik molekiiller grubuna girerler. Bu maddeler genellikle C-G...A-T veya A-



T..T-A seklinde transversiyonlara yol agar. Akridin boyalarinin mutasyona yol agtiklar

noktalar DNA {izerinde gelisi giizel dagitilmigtir [29].

DNA’dan Bazlarin Uzaklasmasina Sebep Olan Kimyasallar

Bu kimyasallar, DNA’y1 modifiye eden ajan olarak davranirlar. Aspergillus’un dogal olarak
tirettigi aflatoksin B-1 bunlardan bir tanesidir. Guanin bazina N-7 pozisyonuna baglanan
giiclii bir karsinojendir. Bu baglanma, guaninin kararligin1 bozarak, baz ve seker arasinda
kirilma olusturur ve zincirde abazik bolgeye sebep olur.

Bir diger bilinen mutajen ise sigarada bulunan benzo (a) pyrene bilesigidir. Oksidasyonu
sonucu DNA’ya guanin bazi lizerinden kovalent olarak baglanir. Guanin bazinin sitozin bazi

ile eslesme yapmasini engelleyerek DNA’nin ¢ift sarmal yapisinin bozulmasina sebep olur

[16].



1.2. KISA ZAMANLI MUTAJENITE TEST SISTEMLERI

Yaklagik 80 y1l 6nce ““ Hangi kimyasal madde canlilar ve gevre i¢in tehlikelidir?” sorusuna
cevap aranmaya baslandi [31]. 1969’larda, Uluslararast1 Kanser Arastirma Enstitiisii
(IARC), kimyasal maddelerin canlilar iizerindeki karsinojen risklerini degerlendirmek
amaciyla, monograf programi gelistirdi. Bu program ile birlikte mutajen olarak diisiiniilen
kimyasal maddeler 1970’lerin ortasina kadar kisa zamanl test sistemleri ile belirlendi. Son
20 yil iginde yapilan ¢aligmalarda; mutajenik olmayan karsinojenler belirlendi. Ancak yine
de kisa zamanli testler potansiyel insan karsinojenlerini ve karsinojen mekanizmasini
anlasilmasinda ana bilgiyi sagladi [32]. Daha sonra yapilan g¢alismalar mutajenite ve
karsinojenite arasinda bir iliski oldugunu gostermis ve kisa zamanli testler de dolayisiyla
karsinojenite taramalarinda kullanisli olmustur. Karsinojen olarak tanimlanan maddelerin
yaklagik %90’mnin mutajen oldugu bilinmektedir [33]. Karsinojenite ve mutajenite
arasindaki baglanti, mutasyonlarin birikerek karsinojeniteye sebebiyet vermesi ve

dolayisiyla kanserlesmede rol oynamasi esasina dayanmaktadir [34].

Son yiizyilda niifusun artmasi ve gelisen teknoloji ile birlikte tiiketilen iriinlerin ham
maddesini olusturan kimyasal maddelerin sayisinda bir artis gozlenmistir. Piyasaya giren
pestisitler, endiistriyel kimyasallar, ¢oziiciiler, ilaglar vs. gibi maddelerin birgogu canli
organizmalar1 etkilemektedir. Ilaglarin piyasaya siiriilmeden &nce tam bir etkiyle giivenlik
arastirmasindan gegmesi gerckmektedir. Artan kimyasal madde cesitleri ¢alismalarin da
hiz kazanmasina sebep olmus ve bu amagla da daha hizli testlere ihtiya¢ duyulmustur.
llacin giivenirliliginin test edilmesindeki ilk basamak, toksisiste belirleyici testlerdir.
Ciinkii toksik deger insanlar icin saglik problemlerine yol acabilir. Yeni bir ilag kesfi
karigik bir islemdir ve bircok asamayi barindirir. Gelisim siirecinde ayni1 anda ya da ard
arda islemler uygulanir ve en son terapdtik ajan olarak kullanilir. Kimyasal degerlendirme
eger ciddi bir biyolojik ters etki ile karsilasilirsa, ilag gelisimi iptal edilebilir ya da en basa
doniilerek ilag modifiye edilir, bdylelikle risk minimalize edilmis olur. Ilaglarm ya da
kimyasal maddelerin biyolojik aktivitelerini ve sagligimiz tizerindeki etkilerini belirlemek
icin ¢esitli test sistemleri gelistirilmistir. Kimyasal maddelerin ¢oklugu ve c¢esitliligi,
onlarin yap1 ve aktivitelerini arastiran test sistemlerinin de gelismesine ve farklilagmasina
neden olmustur. Kimyasal maddelerin mutajenik etkileri c¢esitli test yontemleri ile
aragtirilmakta ve bu maddelerin Diinya Saglik Orgiitii’ niin (WHO) belirlemis oldugu

smirlar igerisindeki yeri ve 6zellikleri belirlenmektedir [30].
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Genetik toksisite ya da genotoksisite; kromozom ve DNA yapisinda meydana gelen DNA
katim trtinleri, DNA kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri, klastojenite ve
anoploidi gibi hasarlar1 kapsayan genel bir terimdir. DNA veya genomun kopyasinin
cikarilmasini saglayan enzimlerle etkilesime giren ve mutasyona neden olan genotoksik
maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi veya bazi degisimlere yol agmasi ise
genotoksik etki olarak tanimlanmaktadir [35]. Bu degisiklikler de esey hiicrelerinde
kalitsal etkilere ve bunlarin gelecek nesillere aktarilma riskini olusturur. Bu etkilere ek

olarak somatik mutasyonlar da kotii huylu tiimoér olusumunda 6nemli rol oynar[36].

Piyasaya siiriilecek kimyasal maddelerin biyolojik aktivitelerini tayin etmek amaciyla da
genotoksisite testleri uygulanir. Genotoksisite testleri, genellikle DNA hasar1 ve onun
onariminda olusabilecek hasara sebep olan kimyasal maddenin tanimlamasi amaciyla
kullanilir. Genotoksisite testlerinin kullanimindaki ilk hedef kimyasal maddenin canlilarda
genetik degisiklige sebep olup olmadigini bulmaktir[37]. Mutagenesisin; karsinogenesis,
teratogenesis ve yaslanma gibi diger onemli sonuclarla iliskisi bilinmektedir. Bu yiizden
kimyasal maddenin insanlar iizerindeki potansiyel etkisini tahmin edebilmek amaciyla
hayvanlar {izerinde denenerek elde edilen kantitatif sonuglara ihtiya¢ vardir. Klinik
gbzlemler, epidemiyolojik c¢aligmalar ve deneysel sonuglar kimyasallart mutajen/

kanserojen olarak tanimlamada kullanilmaktadir[38].

Insan saghg ile ilgili olarak gelistirilmis kimyasal maddelerin genotoksik etkilerinin tek
bir test yontemiyle test edilmesi yeterli olmamaktadir ¢iinkii, farkl: test yontemleri ya da
farkli organizmalar kullanilarak yapilan testlerde farkli sonuclar alinabilmektedir. Bu
testler uzun zamanli, orta zamanli ve kisa zamanl testler olmak {izere ayrilmistir. Uzun
zamanlh testlerin temeli kullanilan deney hayvanimin dmriiniin uzun bir siiresinin belirli
araliklarla ve belirli dozlarda kimyasal maddeyle yiiz yiize gelmesine dayanmaktadir. Iyi
bir tasarim, yiiriitme, analiz, rapor, planlama, iyl hayvan bakimi, yiliksek standartlarda
patoloji ve istatiksiksel analiz gerektirir. Orta zamanli testler genellikle sicanlar
kullanilarak yapilmaktadir, denenecek kimyasal maddenin hedef organi olarak karaciger
kullanilabildigi gibi biitiin viicut da kimyasal maddenin hedefi olabilir[39]. Uzun zamanl
testlerdeki zaman kaybini1 aza indirmek icin gelistirilmislerdir. Kimyasal karsinojenlerin
taranmasinda etkili olan Ito modeli ( 8 hafta) ve yeni dogan fare modeli ( yaklasik 12 ay)
bilinen orta zamanl testlerdir. Orta zamanli ve uzun zamanl testler maliyetinin fazla
olmasi, sonuglarin hemen elde edilememesi, kullanilacak deney hayvanin fizyolojik sartlar:

ve kalifiye eleman yetersizligi gibi sebeplerden dolay1 daha az tercih edilmektedir. Kolay
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uygulanabilen, maliyeti daha diisiik olan ve daha az zaman alan kisa zamanli testlerin
kullanim1 daha yaygindir. Bakterilerde de, memeli hiicrelerinde ve mantarlarda olmak
tizere 200’den fazla kisa zamanh test gelistirilmistir. Cizelge 1.1’de goruldiigi tzere;
mutajen/karsinojen ajanlarin belirlenmesinde DNA’daki mutasyonlarin in vivo ve in vitro

sartlarda indiiklenmesiyle ¢aligmalar yiiriitilmektedir [2].

Standart bir test uygulandiginda; testin yapildigi sartlara gore farkli sonuglar ortaya
cikabilir. Bu durumu gidermek ve risk faktdrlerini minimize etmek igin bateri testler
gelistirilmistir. Kimyasal maddeyi mutajen/kanserojen olarak nitelendirmeden 6nce bateri
test sistemlerinin uygulanmasi gereklidir. Farkli modellemeler olmakla beraber, bu testler
bakteri hiicresini ve memeli hiicresini igerir [5]. Bateri testlerin sonuglart uzun zamanli bir
testin sonucuyla paraleldir. 3°1i bateri olarak adlandirilan bu sistemin ilk testini
bakterilerde gergeklestirilen gen mutasyon testleri olusturur. Bu testler test siirecinde
kullanilan bakterideki nokta mutasyonlar1 belirler. Genotoksik hasara sebep olan
karsinojenlerin biiylik bir cogunlugu bu testlerle belirlenmektedir. Bateri sisteminin ikinci
basamagini; memeli hiicrelerinde olusabilecek DNA hasarmi belirlemede bakteriyel
testlerin yetersiz kalmasi dolayisiyla memeli hiicrelerinde hasar1 tanimlayabilecek gen
mutasyon testleri olusturur. Bunlar in vitro da hem gen mutasyonlarii hem de
kromozomal hatalar1 tanimlarlar. Bir in vivo test ise baterinin son basamagini olusturur. Bir
kimyasal maddenin genotoksik aktiviteyi indiiklenmesinin yani sira emilimi, dagilimi,
metabolizmasi ve uzaklastirilmasi hakkinda bilgi verebilir. Boylelikle in vivo testler bazi

sonradan olusan genotoksik ajanlarin belirlenmesinde kullanilabilir [40].

Ancak testlerin lilkeden tiilkeye farklilik gostermesinden dolayr kimyasal maddelerin
genotoksik potansiyellerinin belirlenmesinde COM (The Committee on Mutagenicity of
Chemicals in Food, Consumer Products and the Environment) 2010 yilinda izlenilmesi
gereken ortak bir strateji yayinladi. Bu stratejiye gore kimyasal madde piyasaya
stirlilmeden Once asama asama degerlendirmeden ge¢cmek zorundadir. Bu degerlendirmeye
gore,

1. Asama: kimvasal madde test edilmeden Once;

* kimyasal maddenin yapi-etki iliskisi

* tarama testleri

* fiziko-kimyasal 6zellikleri belirlenmelidir.

Bu asamada kimyasal maddenin 6zellikleri goz Oniine alinarak hangi testin, ¢oziiciiniin

uygulanacagina karar verilmektedir.
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2. Asama: in vitro calismalar;

*pakteriyel gen mutasyon testleri (Ames testi)

*Kklastojenite ve kromozom degisimleri testleri ( In vitro mikroniikleus testi)

3. Asama: in vivo calismalar;

*Mikroniikleus testi
*Komet testi
*Transgenik fare mutasyon testi [41].

Kisa zamanl testler karsinojenesiz basamaklarini tamamen taklit edemez sadece baslangi¢
faziyla ilgili bilgi verebilir. Bu testlerin esas amaci; belirli sartlar altinda kimyasallarin
genotoksik olup olmadigini ve karsinojenesis baslangici olusturup olusturmadigini

belirleyebilmektir.
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Cizelge 1.1.Karsinojenite, mutajenite ve genotoksisite testleri [2].

Test Sistemleri

Referans Kurum

Kisa zaman testleri (zaman araligi—Birkag¢ Hafta,1-3 ay)

1.Gen Mutasyon Testleri

In vitro

In vivo prokaryotik mutagenez
Salmonella typhimurium (Ames test)
Fare lenfoma timidin kinaz (TK)
Cin Hamster Ovary (CHO)

V79 hypoksantin guanin fosforibosil
transferaz (HGPRT)

In vivo

Fare spot test

Fare spesifik odak testi

Baskin odldiiriiciiliik testi

Ozel bakteri suslarinda geri veya ileri mutasyon

TK’daki mutasyon
HGPRT’deki mutasyon

Somatik hiicre mutasyonu
Ureme hiicre mutasyonu
Memelilere implante edilen zigot 6liimii

Transgenlerin mutasyon indiiksiyonu Fare veya siganlarda LacZ gen,Lacl geninde

2.Kromozomal Anomaliler
Maya igerisinde mitotik
rekombinasyon, mitotik parca
degisimi, mitotik gen geg¢isi(in vitro)
Kromozomal hasarlar

(in vitro)

(in vivo)

Kardes kromatid degisimleri
Kalitimsal translokasyon
Testi(fare)(in vivo)
Mikroniikleus test

In vivo

In vitro

3.Birincil DNA Hasar

In vitro DNA onarimi

Kemirgen karacigerinde programsiz
DNA sentezi (in vivo)

In vivo veya in vitro olarak DNA
hasar1

4.Hiicre Doniisiimii
Hiicrelerin indiiklenmis neoplastik

dontistiimii

5. Drosophila melanogaster
Calismalar

6.Flow Sitogenetigi

ITO rat modeli

Yeni dogan fare modeli
Hayvanlarda kronik ¢aligmalar
Doku spesifik ¢aligmalar;

karaciger ve akciger (fare), beyin
(sigan), meme bezi (sigan / fare)

mutasyon

Heterozigot allellerin homozigot durumuna doniistimii

Goriiniir karyotip degisiklikleri
Hiicre hatlar1 (SHE, V79 vb.) ve lenfosit kiiltiirleri

Fare kemik iligi hiicreleri ve Spermatogonial hiicreler

Diferansiyel etiketli gozlemlenebilir kardes kromatid

degisimi
Esey hiicrelerinde indiiklenmis translokasyon

Kemik iliginde mikroniikleus olusumu
Hiicre hatlarinda mikroniikleus olusumu

Programsiz DNA sentezi (UDS)

Primer sican hepatositlerde UDS

Comet testi, alkali eliisyon testi,

DNA hasari i¢in lenfosit veya hiicre hatlarinda P-
postlabeling

Suriye hamster embriyo (SHE) hiicreleri, Balb/c3T3

Somatik mutasyonlar ve esey hiicreleri

Orta zamanl testlerde flow sitometri kullanilarak
DNA hasarmin belirleyen testler (Zaman:2-8 ay)

GST igin karaciger adenom ve karsinom boyamasi(pi)

Farelerde karaciger,akciger ve lenfoid organlarin
neoplazmi

Uzun zamanl testler (zaman dilimi-18-24 Ay)
Tiim organlarda tiimor

Sigan ve farelerde akciger adenom,gliom
Hepatomas,ve karsinom
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1.3. AMES TEST SiSTEMIi

20. ylizyillin ortalarinda, mutasyonun kansere sebep olduguna dair kesin bir kanit yoktu.
Birkag kanserojen maddenin mutajen oldugu biliniyordu. Kanser hastaliginin
yayginlagsmasiyla birlikte kanserojen madde taramalar1 ve diger kimyasallarin mutajenite
calismalar1 hiz kazandi. Demerec [42] ve Szybalski [43] tarafindan Escherichia coli ile
gerceklestirilen spot test ile 400 madde tarandi. Daha sonra Whitfield [44] tarafindan
S.typhimurium kullanilarak farkli gen mutasyonlarina sahip test suglari gelistirildi. Ancak
Malling ve Miller’in [45] calismalariyla daha sonra da Ames [46] tarafindan gelistirilen
Salmonella/ mikrozom olarak da bilinen Ames test sistemi ile in vitro mutajenite testlerine

yeni bir bakis agis1 getirildi [1].

Ames test sistemi; kimyasal maddelerin mutajenik etkilerini belirleyen, kisa zamanlh
bakteriyel test sistemlerinden birisidir. Adin1 testi gelistiren kisi olan Bruce N. Ames'ten
almistir. Bakteriyel geri mutasyon testi olan Ames test sistemi; baz eklenmesi, ¢ikarilmas: ya
da DNA’daki baz ¢iftlerinin degisimi gibi nokta mutasyonlari belirlemek igin kullanilan bir
test sistemidir. Bu testte S. typhimurium bakterisinin histidin amino asidinin sentezini
engelleyen mutasyon igeren suslar kullanilir. Prensibi, arastirilan kimyasal maddenin
mutasyon teskil eden bolgelerde esansiyel amino asidin tekrar sentezlenmesini saglayan geri

bir mutasyon olusturma potansiyelini belirlemektir [47].

21. yiizy1l genetik toksikolojisinin stetoskopu olarak degerlendirilen Ames test sistemi bir
stetoskop gibi kesin bir tan1 koymada yetersizdir. Ancak bir seylerin yolunda olup olmadiginm
belirlemede Ames test sistemi genetik toksikolojide bir stetoskop 6zelligi gosterir. Mutajenite
belirlemede kullanilan bu test sistemi ayni zamanda kanserojen maddelerin de habercisi
olarak diistiniilebilir. Mutajenite ve karsinojenite calismalarinin beraber yiiriitiilmesindeki
temel prensip karsinojenitenin {ist iiste gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmasi ve bu
mutasyonlarin  kanserlesmede yer almasidir. Yapilan ¢aligmalarda mutajenite ve

kanserojenitenin %90 oraninda parallelik gosterdigi goriilmustiir [1].

Ames test sisteminde; S. typhimurium atasal LT2 susundan in vitro’da indiiklenerek elde
edilen, histidin amino asidinin sentezine engel teskil eden mutasyonlar i¢eren suslar kullanilir.
Mutasyon gecirmis gen bolgelerinde meydana gelebilecek yeni mutasyonlar, gene histidin
sentezleme Ozelligini yeniden kazandirabilir ve histidin amino asidinin sentezine izin verir.

Test edilen kimyasal maddenin S. typhimurium his™ (histidin okzotrofu) mutantlarin1 his”
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(prototrof; yabani tip) haline ¢evirme potansiyeli Olgiilmektedir. Bu nedenle,

Salmonella/mikrozom testi geri doniisiim testlerinde iyi bir bagvuru yontemidir [48].

Bu test sisteminde S. typhimurium’a ait TA1535, TA1537, TA1538, TA97, TA98, TA100,
TA102... suslar1 kullanilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan S. typhimurium suslarinin
genotipik 6zellikleri Cizelge 1.2°de gosterilmistir. Bu suslarin her birisi histidin operonundaki
cesitli genlerde farklt mutasyonlara sahiptir. Bu mutasyon laboratuvar ortaminda, her biri
farkli mekanizmalar ile etki gosteren mutajenlere karsi cevap olusturmak i¢in tasarlanmistir

[46].
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Cizelge 1.2. S. typhimurium mutant suslarinin genetik 6zellikleri [48].

Mutasyon

(strain) bio chID uvrB gal LPS hasan

hisG46

TA1535 Delesyon mutasyonu rfa
(baz cifti degisimi)

TA100 Delesyon mutasyonu rfa
(baz ¢ifti degisimi)

hisD3052

TA1538 Delesyon mutasyonu rfa
(cerceve kaymast)

TA98 Delesyon mutasyonu rfa
(cerceve kaymasi)

hisC3076

TA1537 Delesyon mutasyonu rfa
(cergeve kaymasi)

hisD6610

TA97 Delesyon mutasyonu rfa
(cerceve kaymast)

hisG428

TA104 Delesyon mutasyonu rfa
(Transisyon/transversiyon)

TA102 rfa
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Plasmid

plazmid yok

pKM101

plazmid yok

pKM101

plazmid yok

pKM101

plazmid yok

pKM101, pAQ1



S.typhimurium test suslarinda mutasyonun belirlenmesini kolaylastiracak hassasiyeti
saglayan farkli Ozellikleri tasir. Biitiin suslar histidin bagimli olmakla beraber, kimyasal

mutajenlere karsi duyarli olmasini saglayan bir dizi ek mutasyonlara sahiptirler.

uvrB mutasyonu: TA102 susu harig biitiin suslarda bulunan uvrB-bio genlerinde meydana
gelen delesyon sonucu olusur. uvrB delesyon mutasyonu ile DNA onarim sisteminde kesip
cikarma gorevini listlenen enzim mekanizmasi hasara ugratilir. Bu hasardan kaynakli olarak
DNA lezyonlar1 olustugunda hataya meyilli onarim sistemi (S.0.S.) tarafindan onarim
saglanir. Delesyon teknik nedenlerden dolayi biotin olarak bilinen H vitamini sentezinden

sorumlu geni de etkilediginden bakteri biotine de gereksinim duyar [48].

rfa mutasyonu: rfa mutasyonu bakteri hiicre duvarinda bulunan lipopolisakkarit(LPS)
tabakasinin olusumunu kodlayan genlerde meydana gelir. Hiicre duvarinin gegirgenligi

artirtlarak biiylik molekiillerin hiicre igine girisi kolaylasmis olur [46].

pKM101 plazmidi: S.typhimurium TA1535 ve TA1538 suslarina ampisiline direglilik geni
tastyan pKM101 R plazmitinin aktarilmasiyla S. typhimurium TA100 susu ve S.typhimurium
TA98 susu elde edilmistir. pPKM101 plazmidi replikasyon sonrasi onarim sistemi ve hata
orani yiiksek onarim sistemleriyle baglantili gen bdlgesini icermektedir bu ylizden pKM101
plazmidinin eklenmesiyle hataya meyilli onarim sistemi (S.0.S.) ve rekombinasyonel DNA
onarim yollar1 daha fazla devreye girer ve bdylece UV ve kimyasallarla indiiklenen
mutajenite frekansi artar. Mutajen oldugu bilinen ajanlara karsi plazmit igeren suslarin
cevaplari, igermeyenlere gore oldukca ylikselmistir. Ayrica plazmit ampisiline direng geni

tasidig1 igin bakteri ampisiline direng kazanmis olur [48].

Histidin mutasyonu: Her test susu, histidin operonunun degisik bolgelerinde ya DNA ‘daki
tek bir bazin degisimi ya da bir bazin eklenmesi veya ¢ikarilmasi ile kendini gosteren gerceve
kaymas1 mutasyonlar1 ile mutant hale getirilmistir. Mutasyonlarin yerleri ve karakterleri,

S.typhimurium mutant suglarinin DNA baz dizi analizleri yapilarak saptanmustir [46].

S.typhimurium TA100 ve S.typhimurium TA1535 suslarinda bulunan hisG46 mutasyonu,
histidin biyosentezinde ilk enzimi kodlayan gen golgesi lizerindedir. Bu mutasyon hisG
geninde 16sin aminoasidinin (GAG/CTC) kodonu olan -CUC- yerine prolin aminoasidinin
(GGG/CCC) kodonu olan -CCC- ‘nin gelmesine neden olur. S.typhimurium TA100 ve
S.typhimurium TA1535 suslart GC baz ¢iftinde meydana gelecek degisime neden olan

mutajenler tarafindan geri dondiiriilmektedir.
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hisD3052 mutasyonu, S.typhimurium TA98 ve TA1538 suslarinda histidin biyosentezinde son
enzimi kodlayan hisD geni iizerinde bulunur. hisD geni histidinoliin histidine g¢evrilmesini
saglayan L-histidinol dehidrogenazi kodlar. Tek bir niikleotidin eksikligi sonucu ortaya
¢ikmis olan gergeve kaymasi tipinde bir mutasyon sonucu histidin sentezi tamamlanamaz
[49]. hisD3052 mutasyonu S.typhimurium TA98 ve TA1538 suslarinda hisD geni igerisinde,
-1 ¢erceve kaymasi mutasyon bolgesi yaninda — CGCGCGCG- dizisini etkiler. 2-nitrofloren
ve ¢esitli aromatik nitroso tiirevleri gibi ¢er¢eve kaymasi tipi mutasyonlara sebep olan amino

mutajenler tarafindan hisD3052 mutasyonu geri ¢evrilmektedir [48].

S.typhimurium TA1537 susunda hisC3076 mutasyonu olusur. -CCC- tekrarlanan dizisine bir
niikleotidin eklenmesiyle olusan c¢ergeve 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 goriiliir. Bu
mutasyonda etkilenen bdlge olan 6 tekrarli sitozin dizisi (C-C-C-C-C-C-) yanina bir sitozin

bazinin eklenmesi ger¢eve kaymasi mutasyonuna neden olmaktadir [48].

hisG428 gen bolgesinde olusan mutasyon ochre mutasyonu olarak adlandirilir ve
S.typhimurium TA 102 susunda goriilmektedir. his G genindeki TAA dizisi alti muhtemel baz
cifti degisiminin tlimii ile, yani hem transversiyon hem de transisyon ile geri dondiiriilebilir.

Bu mutasyon ayrica oksidatif hasara neden olan mutajenler tarafindan da geri ¢evrilebilir [48].

Cizelge 1.3’de S.typhimurium mutant suslarinin DNA dizi 6zellikleri verilmistir.
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Cizelge 1.3. S.typhimurium mutant suslarinin DNA dizi 6zellikleri [48].

Allel/sus Hedef DNA Dizisi Geri Doniisiim Tipi
hisG46 -G-G-G- baz ¢ifti degisimi
TA100

TA1535

hisD3052 —-C-G-C-G-C-G-C-G- cerceve kaymast
TA98

TA1538

hisC3076 e T C- cerceve kaymasi
TA1537 (yanina +1)

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

hisG428 TAA (ochre) transisyon ve
TA102 transversiyon
TA104
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Memelilerde detoksifikasyon mekanizmasint gergeklestiren enzim sisteminin bakterilerde
olmayis1 Ames test sistemine metabolik aktivasyon sisteminin eklenmesini gerektirmistir. Bu
sistem pek ¢ok kimyasal grubu reaktif olmayan hale getirirken, bazi bilesikleri de DNA ile
etkilesime girebilen yiiksek Olgiide elektrofilik, mutajenik hatta kanserojenik forma
doniistiirmektedir [49]. Mutajenik etkisi test edilen herhangi bir ajanin bu enzim
aktivasyonunun etkisi ile nasil bir potansiyele sahip olacaginin belirlenmesi kaginilmazdir. Bu
yondeki sakincanin giderilmesi i¢in memeli laboratuvar hayvanlarindan izole edilen karaciger
enzim Oziiti bakteriyel sisteme dahil edilerek testler yontemlere uygun olarak

tekrarlanmaktadir.

Ames yonteminde pozitif sonug¢ veren bir ajan i¢in, insan ya da diger memeliler de mutajenik
veya kanserojeniktir denilemez. Bakteriyel mutasyonun pozitif olmasi, ajanin potansiyel
zarar1 konusunda bir 6n uyar1 anlami tasir. Ayrica yiiksek organizmalarda yapilacak olan daha
kapsamli c¢aligmalar1 yonlendiren ©nemli bir belirtectir. Uygulanma kolayligi, tekrar
edilebilirligi, diisiik maliyeti ve kisa zamanda sonu¢ vermesi gibi Ozellikleriyle Ames testi

diinya capinda pek ¢ok laboratuvarda rutin olarak uygulanmaktadir.
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1.4. AMES TEST SISTEMINDEKI GELISMELER

Standart Ames test sisteminde kullanilan suslarin yani sira daha ¢ok sayida kimyasal
maddenin, daha yliksek hassasiyetle taranmasina imkan olusturan yeni suslar gelistirilmistir.
Bu suslarin, ya temel Ames test sistemindeki suslara eklenen yeni plazmitler sayesinde belirli
kimyasal gruplarina karsi hassasiyetleri artirilmistir ya da baz cifti degisiminde 6zgilligi

yiiksek susglarin karisim halinde kullanimiyla farkli 6zellikler taranabilmistir.

Hiicre icerisine girdiginde ilk asamada mutajen olarak davranmayan nitroarenler veya
aromatik aminler asetiltransferaz enzimi varliginda mutajenik aktivite gosterebilmektedir.
Asetiltransferaz enzimi; bu kimyasal maddelerin hiicre i¢i metabolik aktivasyonlarindan
sorumludur. Hassasiyeti artirmak amaciyla -asetiltransferaz ve nitroreduktaz enzim
sentezinden sorumlu gen bolgesini iceren plazmidler standart Ames test sisteminde kullanilan
suslara ilave edilmistir. Plazmid eklenerek elde edilen suslar YG grubunu olustururlar.
S.typhimurum’da plazmidin igerdigi genler O-asetiltransferaz ve nitroreduktaz enzim
aktivitesini artmistir bu da suslardaki hassasiyeti yaklasik 10 kat artirir. Cizelge 1.4’ de
suslara ait 6zellikler verilmistir [50]. Genellikle mikrosuspansiyon yontemi ile galisilan testte
standart Ames test sistemine gore daha az kimyasal madde kullanilarak (yaklasik 10°da 1°1)
daha az zamanda kimyasal madde taranmasina yardimci olur. Mikrosuspansiyon yontemi
nitroarenlerin ve aminoarenlerin taranmasinda siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu deney
standart Ames test sisteminde bulunan Oninkiibasyon deneyinin modifikasyonu ile

gerceklestirilir.

Cizelge 1.4. S.typhimurium YG suslarinin genotipik 6zellikleri

Sus Ozellik Referans
TA98 hisD3052 (pKMIOI) [46]
TA100 hisG46(pKM101) [46]
YG1021 TA98 (pYG216): nitroreduktaz enzim aktivitesi fazla [50]
YG1024 TA98 (pYG219): O-asetitransferaz enzim aktivitesi fazla [50]
YG1026 TA100 (pYG216): nitroreduktaz enzim aktivitesi fazla [50]
YG1029 TA100 (pYG219): O-asetitransferaz enzim aktivitesi fazla [50]
YG1041 TA98 (pYG216): nitroreduktaz ve O-asetiltransferaz enzim aktivitesi fazla [50]
YG1042 TA100 (pYG219): nitroreduktaz ve O-asetiltransferaz enzim aktivitesi fazla [50]
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Ames Il test sistemi olarak bilinen bir diger modifikasyon ise baz ¢ifti degisiminde hassasiyeti
artirtlmis suslarin kullanildigr bir yontemdir. Standart Ames test sisteminde baz degisim
mutasyonlart her baz i¢in ayr1 olarak belirlenememektedir. Bu baz degisimlerini kolayca
tamimayabilmek i¢in 6 adet sus gelistirilmistir [51]. Bu suslardan her birisi alt1 olasi baz
degisimlerinden yalnizca birini tanimlayabilmektedir. Kullanilan suslar standart suglara gore
daha az revertant koloni verir, bu yilizden baz ¢ifti degisimi spesifik olarak tarayan bu suslar
genellikle karisim olarak kullanilir. Mikroplak yontemi olarak de bilinen bu yontem
geleneksel Ames ile paralellik gosterir. Bu yonteminin standardizasyonu tamamlandiktan
sonra ile yaklasik bir ay i¢inde yiizlerce kimyasal taranabilir. TA700x serisi olarak kullanilan

suslarin genotipik 6zellikleri Cizelge 1.5’de gosterilmistir.

Cizelge 1.5. S.typhimurium TA700X suslarinin genotipik 6zellikleri [52].

Sus Operon Mutasyon Hedef Dizi Hiicre Zar Tamir pKM101
TA98 hisD3052 Cergeve Kay. GCGCGCGC rfa uvrB +

TA igerigi:

TA7001  hisG1775  Baz cifti deg. AT>G:C rfa uvrB +
TA7002 hisC9138  Baz cifti deg. TA>AT rfa uvrB +
TA7003  hisG9074  Baz cifti deg. T:A>G:.C rfa uvrB +
TA7004  hisG9133  Baz cifti deg. G:C>AT rfa uvrB +
TA7005 hisG9130 Baz ifti deg. C:G>AT rfa uvrB +
TA7006  hisC9070  Baz cifti deg. C:G>G:C rfa uvrB +
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1.5. BENZOTIiYAZOLLER

Heterosiklik bilesikler dogada bulunan ve yasam i¢in gerekli olan maddelerin ana yapisini
olusturduklarindan dolay1 organik kimyada 6nemli bir yere sahiptirler.Hiicrelerin metabolik
faaliyetlerini gerceklestirebilmeleri icin yapilarinda bulunan halkasal yapili bu bilesiklere
ihtiyaclar vardir.

Benzotiyazol tiirevi bilesikler bir benzen ve tiyazol halkasinin birlesmesinden olusan
heterosiklik bilesiklerdir. Kapali formiili C;HsNS’dir. Sekil 1.1’de benzotiyazol bilesiginin
kimyasal yapis1 gosterilmistir. Elektronca zengin siilfiir ve azot atomlar1 igeren aromatik
molekiillerdir. Iskelet yapilarindan dolay1 genis biyolojik aktivite gdsterirler. Benzotiyazoller;
DNA'’da bulunan azotlu bazlarla benzer halka sistemine sahip oldugundan bu bazlarin yerini
alabilme o6zelligine sahiptir, baz analogu olarak davranabilirler ve kimyasal ajan olarak

mutasyon olusumuna sebep olurlar.

oy

Sekil 1.1: Benzotiyazol bilesiginin kimyasal yapisi

Bu bilesiklerin kullanim1 genis arastirma alanlarina yayilmistir.  Endiistri  alaninda
kullaniminin yani sira canli sistemlerindeki etkilerinden dolay1 bir¢ok biyolojik reaksiyonda

gorev almaktadir [53].

Benzotiyazol tiirevleriyle yapilan biyolojik ¢alismalar 1950’11 yillarda kendini gdstermeye
baslamistir. Ikinci konumundan substitiie olmus amino benzotiyazoller kullanilarak kas
gevsetici bazi ilaglar lizerinde ¢alisilmistir. Ancak daha sonra medikal kimyacilar dikkatlerini
bir  siireligine  benzotiyazollerden ayirip  diger  bilesiklere  yonlendirmislerdir.
Benzotiyazollerin etkin olarak kullanilmasi ise Amyotrofik lateral skleroz (ALS) tedavisinde
kullanilan Riluzole ilacinin kesfi ile baglamistir. Bu kesifle birlikte, benzotiyazol tiirevleri
eczacilik alaninda kullanilmaya baslamistir. Daha sonra yapilan arastirmalarda,
benzotiyazollerin antimikrobiyal, antifungal, antiviral 6zellik gosterdikleri bulunmustur.
Bilinen bu etkilerinin yani sira antihelminstik, antiinflamatuar ve antilaysman aktivite
gosterdigi de arastirmacilar tarafindan vurgulanmistir [54].
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S. typhimurium, B. subtilis ve S. dysentry gibi bakteri tiirleri {izerinde yapilan galigmalarla
benzotiyazol tiirevlerinin antimikrobiyal etkisi degerlendirilmistir. R grubu brom (Br) ve R’
grubu metil (CH3), NH, ve iyot olan gruplarin antimikrobiyal etkilerinin digerlerine gére daha
yiiksek oldugu saptanmistir. Calisilan farkli fonksiyonel gruplara sahip benzotiyazol tiirevi
bilesigin, R gruplari CH3 ve Br igerenlerin antimikrobiyel etki potansiyelleri diger gruplara
gore one cikmistir. NO, COOH ve halojen igeren gruplarla substitiie edilmis bilesikler

substitue edilmemis bilesiklere gore, daha iyi aktivite gostermislerdir [55].

Diinyanin hemen her yerinde kanser hastaligi, insan populasyonun azalmasina sebep olan
hastaliklarin basinda gelir. Kalp hastaliklarindan sonra ikinci sirada bulunan kanserin tedavisi
icin birgok yontem denenmistir. Tedavi i¢in {i¢ ana metot belirlenmistir; cerrahi miidahele,
radyoterapi ve kemoterapi. Molekiiler biyolojideki gelismelerin Kullanilan ilacin etki
mekanizmasinin belirlenmesini anlasilabilir kildig1 i¢in kemoterapi en énemli yontemlerden
birisi olmustur. Kemoterapide kullanilan ilaglarin etken maddeleri degerlendirildiginde
antitlimoral aktivitelerinden dolay1 benzotiyazol tiirevlerine de rastlanmaktadir [56].

Birgok ilacin etken maddesi olarak kullanilan benzotiyazol tiirevlerinin son yillarda goriilme
frekans1 oldukca yiiksek olan kanser hastaligi i¢in de kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
Benzotiyazoller, niikleik asitlerin yapisinda yer alan piirin bazlarindan adenin ve guaninin
yapisal analoglaridir. Kemoteropotik etki mekanizmalarindan biri de, niikleik asit sentezinin
inhibisyonu oldugundan benzotiyazollerin biyolojik aktivitelerini niikleik asit sentezini inhibe
ederek gosterebilecekleri diisiiniilmektedir. Yeni jenerasyon benzotiyazollerin biyolojik
profillerinin, dnceden bilinen bircok etkili bilesikten daha etkiligi olacag: diistiniilmektedir
[61]. Yapilan antitiimoral aktivite ¢alismalarinda 6zellikle 2. konumdan substitiie amino
benzotiyazollerin yumurtalik, gogiis, kolon kanseri gibi birgok kanser tiiriinde etkili oldugu
gozlenmistir [57]. Ayrica pirimido [58] ve imidazo benzotiyazollerin [59], polimerize
benzotiyazollerin [60] ve benzotiyazol quinolin derivativlerinin de [61] antitiimor aktivitesi
gosterdigi bulgular arasindadir. 2. konumdan substitute fenil benzotiyazoller; dogal {irlinlerin

ATP antagonistik etkilerini ve tirozin kinaz durdurucu 6zelliklerini taklit edebilirler[15].
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2. MATERYAL METOT

2.1. Kullanilan Test Suslar:

Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslar1 kullanilmigtir. Bakteriler Dr.Bruce

Ames’in laboratuvarindan (California Universitesi, Berkeley) elde edilmistir.
2.2. Kimyasal Maddeler
2.2.1. Test Edilen Kimyasal Maddeler

Ankara Universitesi Farmasotik Kimya Anabilim dali tarafindan sentezlenen 2-substitiie
benzotiyazol tiirevi bilesikler kullanilmistir. Kullanilan bilesiklerin acik ve kapali formiilleri

Cizelge 2.1.de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. Mutajenite deneylerinde kullanilan benzotiyazol tiirevi bilesikler

S I
1. NH—C—CHZOOCH3
(<0

2-[4-(4-Metoksifenilasetamido)fenil]benzotiyazol

S I
2. NH——C——CH, CH,
(<)

2-[4-(4-Metilfenilasetamido)fenil]benzotiyazol

S I
3. NH——C——CH, Br
(<)

2-[4-(4-Bromofenilasetamido)fenil]benzotiyazol

s o)
4, @ />—<j>—NH—L|—CH2 F
N

2-[4-(4-Florofenilasetamido)fenil]benzotiyazol

O

S) H Q
5. p: CHz@—NH—C—CHZ F
N

2-[4-(4-Florofenilasetamido)benzil]benzotiyazol

O

S | @
6. />—CH2‘©—NH—C—CH2 Br
N

2-[4-(4-Bromofenilasetamido)benzil]benzotiyazol

o)
S |
7. />—CH24®—NH—C—CH2 NO,
N

2-{4-[3-(4-Nitrofenil)asetamido]benzil}benzotiyazol
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o]

° |
8. %CHZ‘@—NH—C—CHZ—Q—OCH3
N
2-[4-(4-Metoksifenilasetamido)benzil]benzotiyazol
@)
° ||
9, />7CH2~®—NH—C—CH2‘®70H3
N
2-{4-[3-(4-Metilfenil)asetamido]benzil}benzotiyazol
(0]
S
II
YV CH, NH—C CH,
N
2-[4-(Fenilasetamido)benzil]benzotiyazol
S ﬁ
N
2-[4-(Fenilasetamido)fenil]benzotiyazol
s — Q —
|
7\ _/ = \/
N
2-[4-(Benzamido)fenil]benzotiyazol
o)
S — — CH3
13 >—CH—Q NH |cl O—ocﬁ
. / 2 m
N \ / \ /N
2-[4-(4-sec-Butoksibenzamido)benzil]benzotiyazol
14.

S \\C—CH —CH OCH
Nﬁ 2 2 3
N/

2-{4-[3-(4-Metoksifenil)propionamido]fenil}benzotiyazol
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S C_CHZ—CHZ

/ NH

N

15.

2-[4-(3-Fenilpropionamido)fenil]benzotiyazol

2.2.2. Pozitif Mutajenler

Suslarin pozitif kontrollerini saglamak amaciyla daha onceden mutajenik olduklar1 tespit
edilen kimyasal maddeler kullanilmistir. S. typhimurium TA100 i¢in pozitif mutajen olarak
sodyum azid (1,5upg/plak) (Sigma) ve S. typhimurium TA98 i¢in danomisin (6ug / plak)
(Deva Holding A.S.) kullanilmistir.

2.3. Deneyde Kullanilan Ortamlarin icerikleri ve Hazirlanmalar:

Vogel Bonner Tuz Cozeltisi (50xVB) 250 ml i¢in
Magnezyum siilfat (MgSO4H,0) 2590

Sitrik asit monohidrat 259
Potasyumfosfat (K;HPOy,) 125¢g
Sodyum amonyum fosfat (NaHNH,(PO3 4H,0)) 43.75¢

Tuzlar yukarida verilen sirayla sicak distile suya eklendi ve manyetik karistirici yardimiyla
¢oziildii. Son hacim 250 ml olacak sekilde distile su ile tamamlandi. Otoklavda steril edilip

minimal agarli ve histidin-biyotin-ampisilinli ortamlarin hazirlanmasinda kullanildi.

( 0.05 mM ) Histidin / Biyotin Cozeltisi 250 ml icin
D-Biyotin (F.W 247,3) 0.0309 g
L- Histidin.HCI (F.W.191,7) 0.024 g

Maddeler ilk 6nce biyotin daha sonra histidin olmak iizere distile suyun i¢inde ¢oziildii.
Karisim otoklavda steril edildi. Deney sisteminde 100 ml’lik iist agara 10 ml his/bio ¢ozeltisi
eklendi. Ortama konan ¢ok az miktardaki his/bio ¢ozeltisi bakterilerin birka¢ bdoliinme

gecirmesine izin vermektedir.
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Yumusak (iist) Agar 100 ml i¢in

Bacto agar 0.69

NaCl 0.5¢
Distile su 100ml
Ampisilin Cozeltisi(8 mg/ml) 100ml i¢in
Ampisilin trihidrat 08¢
Sodyum hidroksit(0.02N) 100 ml

Bu ¢6zelti R faktor plazmidi tagiyan suglarin master plaklari i¢in kullanildi.

Kristal Viyole Cozeltisi( % 0,1 ) 100ml i¢in
Kristal viyole 0.19
Distile su 100 ml

Suslarin kristal viyole duyarliliklarini, dolayisiyla rfa mutasyonu tasiyip tasimadiklarini

belirlemek amaciyla kullanildi.

Biyotin Cozeltisi (%00.01w/v) 50ml i¢in
D-Biyotin 5mg
Distile su 50 ml
Histidin Cozeltisi 50ml i¢in
L-Histidin 250mg
Distile su 50mi
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Histidin / Biyotin / Ampisilinli Kat1 Ortam 1000 ml icin

Agar 159
50xVB Tuzlari 20ml
% 20 Glukoz 100ml
Steril Histidin.HCI.H,O 10ml
Steril 0.5 mM Biyotin 6ml
Steril Ampisilin ¢ozeltisi 3.15ml
Distile su 860ml

Agar ve su otoklavda steril edildi ve 45° C’ ye sogutulup, % 20 steril glukoz ¢ozeltisi,

50xVB tuz ¢ozeltileri histidin, biyotin ve ampisilin ¢ozeltileri eklendi.

Bu ortam suslarin genetik isaretlerinin kontroliinde kullanildu.

Minimal Glukoz Agarlh Ortam (MGA) 500 ml igin
Agar 7549
50xVB tuz ¢ozeltisi 10 ml

% 20 glukoz 50 ml
Distile su 440 ml

Agar ve su kanistirilip ¢oziildii ve otoklav edildi. 45 °C’ ye sogutulup % 20 glukoz ve 50xVB
tuzlart yavas yavas kanstirilarak eklendi ve petrilere aktarildi. Bu ortam suslarin

kendiliginden geri donen koloni sayilarinin saptanmasi ve mutajenite deneylerinde kullanildi.

Nutrient Agarh Ortam (NA) 1000 ml i¢in
Oxoid nutrient broth no:2 15¢

Bacto agar 15g

Distile su 1000 ml
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Bu ortam bakteri tiretmek i¢in kullanilan kat1 ortamdir. Test suslarinin kristal viyole ve UV'ye

duyarhilik 6zelliklerinin test edilmesi, sitotoksik etkinin belirlenmesi amaciyla kullanildi.

Nutrien Broth sivi Kiiltiir ortam (NB) 1000 ml i¢in
Oxoid nutrient broth no:2 15¢
Distile su 1000 ml

Bu ortam gecelik kiiltiirde bakterileri liretmek amaciyla kullanildi.
2.4. Cahsmada Kullamlacak Test Suslarmin Uretilmesi

-80°C’de saklanmis veya liyofilize haldeki S.typhimurium suslarindan alinan O6rneklerin
canliliklarini kontrol etmek amaciyla nutrient agarli plaklara ve sivi ortama ekimleri yapildi.
Bir gece boyunca sivi ortamda iiretilen bakteriler taze kiiltiire alinarak yaklasik 5 saat
inkiibasyona birakildi. 5 saat sonra canli hiicre sayisinin belirlenmesi amaciyla nutrient agarh
plaklara seri sulandirma teknigi uygulandi ve plaklar 1 gece inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonucunda elde edilen koloni sayis1 degerlendirildi. Nutrient agar iizerinde
37°C’de bir gecelik inkiibasyonun ardindan iireyen tek koloniler alinarak ayri ayri histidin
,biyotin, ampisilin ile desteklenmis minimal glukoz agarli plaklara ¢izgi ekimleri yapildi.
Cizgi ekim sonrasi lireme durumlar1 degerlendirildi. Ampisiline direnclilik plazmidini igeren

suslarin histidin/ biyotin / ampisilin iceren ortamlarda iiredigi gézlemlendi.
2.5. Calismada Kullanilacak Test Suslarinin Genetik Isaretlerinin Kontrolii
2.5.1. Histidin Gereksiniminin Kontrolii

Kullanilacak biitiin test suslarmin histidin okzotrofu olmasi sebebiyle (his™) histidin
varliginda ve yoklugunda tireme durumlar test edildi. Test suslarinin gecelik kiiltiirtinden 6ze
ile alinan ornekler, nutrient agarl plaklara tek koloni olusturacak sekilde ekildi. 37°C’de bir
gece inkiibasyondan sonra lireyen tek koloniler, steril kiirdanlarla alinarak histidin igeren ve
histidin icermeyen minimal glukoz agarli plaklara ¢izgi ekim yontemiyle ekildi. 2 giinliik
inkiibasyonun ardindan suslarin histidin varliginda treyip (Sekil 2.2.), histidin yoklugunda

trememeleri (Sekil 2.1.), his~ karakterini dogrulanmasini sagladi.
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Sekil 2.1. Histidin icermeyen ortamda S.typhi. Sekil 2.2. Histidin ve biyotin igeren ortamda
suslarinin iireme durumlar (lireme gozlenmedi). S.typhi. suslarinin tireme durumlari

(ireme gozlendi).
2.5.2. Biyotin Gereksiniminin Kontrolii
S.typhimurium TA98 ve TA100 suslar1 histidinin yani sira biyotine de ihtiya¢ duyarlar. Ciinkii
deney sisteminde kullanilan bu suslarda uvrB delesyonu vardir ve bu delesyon bio genini de
kapsamaktadir. Histidin/ biyotin ve sadece biyotin igeren minimal glukoz agarli plaklara

ekimi yapildi ve biyotin igeren plaklarda iireme olmasi beklenmedi. bio geninin kontrolii ¢ok

gerekli degildir; ¢iinkii bu gende meydana gelen mutasyon geri dondiiriillemez [48].
2.5.3. pKM101 Plazmid Varhgimin Kontrolii

Deney sisteminde kullanilacak S.typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda pKMZ101 plazmid
varlig1 ampisilin direngliligini belirtir. Bu plazmid oldukga kararsiz oldugu i¢in kaybedilebilir.

O ylizden s1v1 ortamda hiicreler tiretilirken ortama ampisilin eklendi.

pKM101 plazmidi hataya meyilli onarim sistemi olan SOS onarim sistemine ait genler
tasidigindan, kimyasal mutajenlere ve UV ile indiiklenen mutasyonlara karsi hassasiyeti
artir. Daha Onceden his™ isareti dogrulanmis koloniler histidin/biyotin/ampisilin igeren
minimal glukoz agarli plaklara ¢izgi testi yontemiyle ekildi. R faktorii olarak pKM101
bulunduran suslardan S.typhimurium TA98 ve TA100’iin ampisilin direngliligi dogrulandi ve
histidin/biyotin/ampisilin ile desteklenmis plaklarda iireme gozlendi. Genetik isaretleri
dogrulanmis olan koloniler secilerek kendiliginden geri doniis frekanslarina bakilmak tizere

isaretlendi.
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2.5.4. rfa Mutasyon Varhginin Kontrolii

Daha 6nceden his™ ve plazmid tasima 6zellikleri dogrulanan kolonilerin gecelik kiiltiirlerinden
bir miktar almip (yaklasik 0,1ml) niitrient agarli plaklara aktarildi. Yayma ekim teknigi ile
agar lzerine iyice yayildi. Plagin orta kismina, filtre kagidindan hazirlanmig, 10ul kristal
viyole ¢ozeltisi emdirilmis (1mg/ml) steril diskler yerlestirildi. Plaklar 1 gece 37°C’de inkiibe
edildikten sonra diskler etrafinda inhibisyon zonu gézlenmesi beklendi. Diskin ¢evresinde
olusan inhibisyon zonu, oldukca biiyiik bir molekiil olan kristal viyolenin, bakteri hiicresi

icerisine girdigi ve bakterinin 6liimiine neden oldugu gézlemlendi.
2.5.5. uvrB Mutasyonunun Kontrolii

Daha once his™, rfa mutasyonu, plazmid tasima karakterleri dogrulanan koloniler (20
koloni/plak) steril kiirdanlarla alinip ¢izgi teknigiyle nutrient agarl besiyerlerine ekildi. Her
sus icin plaklardan bir tanesi kontrol plagi olarak kullamildi, digeri ise kapagi agilip 15
watt’lik germisidal UV lambasi altinda 33 cm uzakliktan 8 sn. siireyle 1sinlandi. Kontrol
plagi ve UV’ ye maruz birakilan plak, 37°C’de bir gece inkiibe edildi. uvrB delesyonu tasiyan

suslarin kontrol plaginda tiredigi, UV ile 1sinlanmis plaklarda ise tiremedigi gézlendi.
2.5.6. Kendiliginden Geriye Donen Koloni Sayisinin Belirlenmesi

Test suslarmin, histidinsiz ortamda {ireyebilmelerine yol acan kendiliginden geriye doniis,
mutajenite deneylerinde rutin olarak 6l¢iiliir ve her plakta kendiliginden geriye donen bakteri
sayist olarak ifade edilir. Kendiliginden geriye doniis frekanslarmi saptayabilmek igin
minimal glukoz agarli plaklar hazirlandi. Agar ve NaCl iceren 100 mI’lik yumusak agar icine
steril 10 ml 0,05mM L-histidin/D-biyotin ¢ozeltisi eklendi ve her bir tiipte 2,5ml iist agar
olacak sekilde steril tiiplere dagitildi. Uzerine gecelik kiiltiirden alinan 100ul &rnek ilave
edildi. Tiipler glukoz agarli plaklara dokiilip dagilmasi saglandi. 37°C’de 48 saatlik
inkiibasyondan sonra geriye dénen koloni sayimi yapildi (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Histidinsiz ortamda tireyen S.typhimurium TA100 susuna ait revertant koloniler

2.6. Master Plaklarin Hazirlanmasi

Mutajenite ¢aligmalarinda daha sonra kullanilmak {izere tiim suslar icin master plaklar
hazirlandi. Tek koloni ekimi yapilan plaklardan alinan 6rnekler geriye doniis frekanslar1 ve
pozitif mutajene verdikleri cevaplar dogrulandiktan sonra MGA ve antibiyotiklerle
desteklenen bir MGA plagi iizerine transfer edildi. S. typhimurium TA102 susunun master
plaklar1 +4 °C’de 2 hafta siireyle ¢aliligin1 koruyabilirken, S. typhimurium TA98 ve TA100

suslari ise 2 ay siireyle saklanabilir.
2.7. Cahiymada Kullanilacak Test Suslarinin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Test suslarinin uzun siire canlilig1 ve mutant ozelliklerini koruyabilmek amaciyla
dondurulmus 6rnekler hazirlandi. Bunun i¢in master plaklardan histidin-biyotin-ampisilin ve
histidin- biyotin igeren minimal glukoz agarl besiyerinde {iremis olan Salmonella suslarindan
1yi izole olmus bir koloni 6ze ile alinip 10 ml siv1 kiiltiir iceren tiiplerde siispanse edilerek 37
°C’ de bir gece inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda steril ependorf tiip i¢ine ml’de 1.2x10°
hiicre olacak sekilde 1 ml siv1 bakteri kiiltiirti ve 0,09 ml DMSO ile yavasca karistirildi. Sivi
azot kullanilarak —196 °C’ de donmasi saglandiktan sonra —80 °C lik derin dondurucuya
kaldirildi. Bu sekilde dondurularak hazirlanan 6rneklerin, genetik 6zelliklerini kaybetmeden,

ti¢ y1l saklanabilecegi belirtilmektedir. [46].
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2.8. Ames Test Sistemi ile Mutajenik Potansiyellerinin Belirlenmesi
2.8.1. Sitotoksik Etkinin Saptanmasi

Kullanilacak olan kimyasal maddenin ve ¢0ziiciilerinin sitotoksik olmayan dozlariin
belirlenmesi amaciyla, {ist agar her bir steril tiipe 2,5 ml olacak sekilde dagitildi.
Salmonella'nin  gecelik kiiltiirlerinden 0,1 ml ve ¢oziiciiden belirli derisimlerde ve
kimyasallarin belirlenen konsantrasyonlarindan 0,1 ml olacak sekilde iist agara eklendi. Bu
karisim vortekslenerek nutrient agarli plaklar iizerine yayildi ve 37°C’de inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi plaklardaki koloni sayis1 ve kimyasal ya da ¢dziicii eklenmemis
kontrol plaklarindaki koloni sayilar1 karsilastirilarak bilesiklerin sitotoksik etkileri saptandi.

Mutajenite ¢alismalarinda kullanilacak kimyasal madde miktarlar1 sitotoksisite ¢aligmalariyla

belirlendi [62].
2.8.2. Mutajenik Etkinin Saptanmasi

Test edilecek kimyasalin farkli derisimleri ve bakteri susu bir araya getirilerek homojen bir
sekilde MGA’l1 plaklara yayilmasi saglandi. Suslar icin pozitif ve negatif kontrol plaklar
hazirlandi. Pozitif mutajen olarak S. typhimurium TA98 susu i¢in danomisin (6ug/plak) S.
typhimurium TAI100 susu i¢in sodyum azid (1,5 pg/plak) kullanilarak pozitif kontrol
olusturuldu. 37°C’de 2 gece inkiibasyon ardindan olusan koloniler sayildi. Calisma sirasinda
test susunda 0,Iml, kullanilacak kimyasalin farkli miktarlardaki dozlarindan 0,1 ml olacak
sekilde histidin-biyotin ¢ozeltisi iceren 2,5 ml iist agara eklendi ve vorteks yardimiyla
karistirildi. MGA’I1 plaklara yayilarak 2 gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan

olusan koloniler sayild1 ve negatif kontrol plaklari, pozitif kontrol plaklar ile karsilastirildi.
2.8.3. Sonuclarin Degerlendirilmesi.

Mutajenik etki kimyasal madde varliginda test suslarinin koloni sayilarinda negatif kontrole
gore olusan farkliliga bakilarak degerlendirilir. Test edilen kimyasal maddeye mutajen
denilebilmesi i¢in, histidin prototroflarinin sayisinin kendiliginden geri donen koloni sayisinin
en az iki kati olmasi gerekmektedir. Eger kimyasal madde ile muamaleden sonra
kendiliginden geri donen koloni sayisindaki artig kontroldeki koloni sayisinin iki katindan az
ise, bu durumda koloni sayisindaki doza bagl artis goz 6niinde bulundurulur [48].Sonuglarin
degerlendirilmesi yapilirken SPSS 16.0 paket programi kullanilarak, tek yonlii varyans analizi
uygulandi. Dunnett T ¢oklu karsilastirma testi ile de kimyasal maddelere verilen cevaplar

karsilastirildi.
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3. BULGULAR

Bu ¢alismada 15 adet 2- subsititiite benzotiyazol tiirevinin S. typhimurium TA98 ve TA100
suslar1 ile mutajenik potansiyellerine bakilmistir. Deney siiresince suslarin iireme durumlari,
hiicre sayilart siv1 kiiltiirdeki hiicre sayisi ile incelenmistir. 1-2x10° hiivre/ml yogunluguna
ulasan kiiltiirler kullanilmistir. Plak inkorporasyon deneyine gegilmeden oOnce, kimyasal
maddelerin sitotoksik etkisi belirlenmistir. Deneyler her madde igin 50 pg/ plak,75 pg/ plak,
100 pg/ plak, 150 ug/ plak ve 200 pg/ plak olmak iizere bes dozda ve her bir doz igin 3 petri
kullanilarak yapilmistir. DMSO igerisindeki maksimum ¢oziiniirliikleri 2mg/ml olarak
belirlenen kimyasal maddelerin 200 pg/ plak tlizerindeki dozlar1 bakteriler igin toksik etki
gosterdiginden kullanilmamustir. Test edilen kimyasal bilesiklere ait mutajenite testi sonuglari
cizelgeler halinde gosterilmistir. Pozitif mutajen olarak; S. typhimurium TA98 i¢in danomisin,
S. typhimurium TA 100 i¢in sodyum azid kulanilmistir.

S. typhimurium TA98 ve TA100 suslariyla yapilan deney sonuglari Dunnett T ¢oklu
karsilastirma yontemine gore 3 (Cizelge 3.3), 6 (Cizelge 3.6), 12 (Cizelge 3.12), 14 (Cizelge
3.14) numaral1 bilesikler i¢in anlaml farklilik géstermemistir (p>0,05). Her iki sus i¢in de

mutajenik etkili olarak degerlendirilmemistir.

Dunnett T ¢oklu karsilagtirma testine gore S. typhimurium TA100 susunda Cizelge 3.1.’de
sonuglar1 verilen 1 numarali bilesik i¢in denenen dozlar kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
anlamli farklilik olmadigi gozlenmistir. S. typhimurium TA98 susunda ise 75 pg/plak
derisiminde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu gozlenmistir. Geriye dénen koloni
sayilarinda kontrol grubuna goére azalma gozlendiginden bu farklilik mutajenik etki olarak

yorumlanmamuistir.

2 numarali bilesigin (Cizelge 3.2), S. typhimurium TA100 susunda verdigi koloni sayilari
analiz edildiginde, 200 pg/plak derisiminin istatistiksel olarak farklilik gosterdigi ancak
mutajenik etkili olmadigr belirlenmistir. Ayni bilesigin TA98 susuyla verdigi sonuglar

degerlendirildiginde ise herhangi bir mutajenik etkiden s6z edilememektedir.

Anova c¢oziimlemesine gore Cizelge 3.4.’de sonuglart verilen 4 numarali bilesik i¢in S.
typhimurium TA100 susuna ait kontrol grubu verileri ile denenen dozlar arasinda anlamli
farklilik oldugu sdylenebilir (p<0,05). Bu bilesik i¢in 200 pg/plak derisiminde geriye donen
koloni sayisinda kontrole gore azalma oldugundan, bu farklihik mutajenik etki olarak

degerlendirilmemistir. S. typhimurium TA98 susunda ise anlamli farklilik yaratan grup 50
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png/plak dozudur. Bu dozda, geri donen koloni sayisinda kontrol grubuna goére artis

gbzlendigi i¢in bu kimyasal madde mutajenik etkili olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 3.5 de dozlara bagl geriye donen koloni sayilai verilen 5’nci bilesigin S. typhimurium
TA100 susunda verdigi sonuglar analiz edildiginde 200 pg/plak S. typhimurium TA98
susunda ise 100 pg/plak derisiminde istatistiksel olarak farklilik gosterdigi ancak mutajenik

etkili olmadig1 belirlenmistir.

S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda yapilan Dunnett T ¢oklu karsilastirma yontemine
gore, 7 numarali bilesigin (Cizelge 3.7), S. typhimurium TA100 susunda 50 npg/plak
derisiminde, S. typhimurium TA98 susunda 50, 150 ve 200 pg/plak dozlarinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gozlenmistir (p<0,05). S. typhimurium TA100 susunda 50 pug/plak
derisimi mutajenik etkiliyken, S. typhimurium TA98 susunda 150 ve 200 pg/plak
derisimlerinin doza baglh mutajenik etkili oldugu saptanmistir. S. typhimurium TA98 susunda
50 ug/plak farklihlk yaratan grup olmasina ragmen mutajenik etkili olarak

degerlendirilmemistir.

Cizelge 3.8.’de sonugclar1 verilen 8 numarali bilesigin TA100 susunda kontrol grubu ile dozlar
arasinda anlamli farklilik oldugu sdylenebilir. 50,100 ve 150 pg/plak dozlarinin anlamlh
farklilik gézlenmistir (p<0,05). Ancak anlaml farklilig1 yaratan gruplarin geriye donen koloni
sayilar1 kontrol grubuna gore diisiik oldugundan mutajenik etki olarak degerlendirilmemistir.
TA 98 susunda ise 8 numaral bilesigin denenen dozlar kontrol grubu ile karsilastirildiginda,

anlaml farklilik olmadig1 gézlenmistir.

Anova ¢6ziimlemesine gore 9 numarali bilesik igin (Cizelge 3.9), S. typhimurium TAZ100
susunun denenen tiim dozlarinda (50, 75, 100, 150 ve 200 ug/plak) kontrol ve dozlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu sdylenebilir (p<0,05). Tiim dozlarda geriye
donen koloni sayilar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda 2 katindan daha fazla bir artis
gostermesinden dolayr bu derisimlerde kuvvetli mutajenik etkiden s6z edilebilir. TA 98
susunda ise bu bilesigin denenen dozlar kontrol grubu ile karsilastirildiginda, anlaml farklilik

olmadig1 gdzlenmistir.

Anova c¢oOziimlemesine gore Cizelge 3.10.’da test sonuglar1 verilen 10 numarali bilesigin
denenen biitiin dozlar1 S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda geriye donen koloni

sayisini artirmadigi icin mutajenik etkili olarak degerlendirilmemistir.
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Cizelge 3.11.’de sonuglar1 verilen 11 numarali bilesik i¢in kimyasal maddenin denenen biitiin
dozlar S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda geriye donen koloni sayisini artirmadigi

icin mutajenik etkili olarak degerlendirilmemistir.

Anova ¢oziimlemesine gore; 13 numarali bilesik i¢in (Cizelge 3.13), S. typhimurium TA100
susu i¢in kontrol ve dozlar arasinda farklilik oldugu séylenebilir. (p<0,05) S. typhimurium
TA100 susunda yapilan Dunnett T ¢oklu karsilagtirma yontemine gore 150 ve 200 pg/plak
derigimleri farkli grup olusturduklarindan bu derisimlerde mutajenik etkinin doza bagli olarak
arttig1 soylenebilir. S. typhimurium TA98 susunda ise bu bilesigin denenen dozlar kontrol

grubu ile karsilastirildiginda, anlamli farklilik olmadig1 gézlenmistir.

Istatistiksel yorumlamalara gore; 15°nci bilesigin (Cizelge 3.15), S. typhimurium TA100
susunda kontrol ile dozlar arasinda farklilik oldugu sdylenebilir.(p < 0,05) Yapilan Dunnett T
coklu karsilastirma yontemine gore, 15 no’lu bilesigin 50, 75, 100, 150 ve 200 pg/plak
derisimlerinde mutajenik etki gosterdigi belirlenmistir. S. typhimurium TA98 susunda 15
numarali bilesigin 100 ve 200 pg/plak dozunda anlamli farklilik gosterdigi gozlenmistir
(p<0,05). Ancak geriye donen koloni sayisinda kontrole gore azalma goézlendiginden, bu

farklilik mutajenik etki olarak degerlendirilmemistir.
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Cizelge 3.1. 1 no’lu bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda verdigi geriye

donen koloni sayilari

Denenen doz S. typhimurium TA98 Geriye S. typhimurium TA100 Geriye
ng/ plak Donen Koloni sayist Donen Koloni Sayist

0 31,6 £6,1 128,6+ 6,0

50 27,6 £4,1 158,6+ 22,1

75 23,0+ 1,7* 143,0+ 21,0
100 24,6 + 1,5 150,0+ 33,6
150 37,6 £5,0 156,0+ 35,3
200 32,0 +8.8 109,3+ 8,3

Pozitif Mutajen Danomisin(6.g/plak) Sodyum Azid(1,5pg/plak)
309,6 £40,2 >1000

*. p <0,05 (Dunnett T testine gore farklilik yaratan gruplar)
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Cizelge 3.2. 2 no’lu bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda verdigi geriye

donen koloni sayilari

Denenen doz S. typhimurium TA98 Geriye S. typhimurium TA100 Geriye
ng/ plak Donen Koloni sayist Donen Koloni Sayist

0 31,6 £ 6,1 127,3+ 4,5

50 25,3+3,1 128,6+ 3,5

75 31,3+4,1 131,6£ 10,1
100 283+0.,5 122,6+ 17,8
150 263+2.5 110,0+ 25,3
200 21,6 £5.6 87,3+ 18,3*

Pozitif Mutajen Danomisin(6p g/plak) Sodyum Azid(1,5pg/plak)
309,6 = 40,2 51000

*. p <0,05 (Dunnett T testine gore farklilik yaratan gruplar)
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Cizelge 3.3. 3 no’lu bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda verdigi geriye

donen koloni sayilari

Denenen doz S. typhimurium TA98 Geriye S. typhimurium TA100 Geriye
ng/ plak Donen Koloni sayist Donen Koloni Sayist

0 31,6 £ 6,1 131,0+ 14,4

50 30,6 +9,0 143,3+ 10,2

75 29,0+ 2,6 137,3+ 4,7
100 34,0+ 3,0 129,3+ 21,9
150 26,3+15 128,3+ 22,5
200 34,0+£5,0 128,6+ 6,6

Pozitif Mutajen Danomisin(6p g/plak) Sodyum Azid(1,5pg/plak)
309,6 + 40,2 1000

p <0,05 (Dunnett T testine gore farklilik yaratan gruplar) bulunamamustir.
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Cizelge 3.4. 4 no’lu bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda verdigi geriye

donen koloni sayilari

Denenen doz

S. typhimurium TA98 Geriye

S. typhimurium TA100 Geriye

ng/ plak Donen Koloni sayist Donen Koloni Sayist
0 22,6 £0,5 143,6+ 6,0
50 33,3+ 6,4* 167,6+ 12,5
75 31,0+2,0 139,3+ 12,2
100 22,6 £ 6,0 133,3+ 8,0
150 26,0 + 3,6 162,6+ 20,0
200 243+41 127,6+ 7,3*

Pozitif Mutajen

Danomisin(6pg/plak)

Sodyum Azid(1,5ug/plak)

143,6 + 46,8

>1000

*. p <0,05 (Dunnett T testine gore farklilik yaratan gruplar)
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Cizelge 3.5. 5 no’lu bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda verdigi geriye

donen koloni sayilari

Denenen doz

S. typhimurium TA98 Geriye

S. typhimurium TA100 Geriye

ng/ plak Donen Koloni sayist Donen Koloni Sayist
0 22,6 £0,5 143,6+ 6,0
50 27,6 4,5 147,0+ 9,5
75 24,6 £2,5 145,0+ 8,8
100 133+1,1 131,6+ 23,8
150 26,3+5,5 116,0+ 11,7
200 29,3+0,5 109,0+ 13,4*

Pozitif Mutajen

Danomisin(6pg/plak)

Sodyum Azid(1,5ug/plak)

143,6 + 46,8

>1000

*. p <0,05 (Dunnett T testine gore farklilik yaratan gruplar)
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Cizelge 3.6. 6 no’lu bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda verdigi geriye

donen koloni sayilari

Denenen doz

S. typhimurium TA98 Geriye

S. typhimurium TA100 Geriye

ng/ plak Donen Koloni sayist Donen Koloni Sayist
0 31,6 +6,1 162,3+ 21,2
o5 31,3+3,2 133,3+ 8,0
50 31,0+4,5 142,6+ 17,3
75 32,0+ 34 140,3+ 15,0
100 32,6 £8,7 141,3+ 24,0
150 253+1,1 153,6+ 19,0

Pozitif Mutajen

Danomisin(6pg/plak)

Sodyum Azid(1,5ug/plak)

309,6 + 40,2

>1000

p <0,05 (Dunnett T testine gore farklilik yaratan gruplar) bulunamamustir.
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Cizelge 3.7. 7 no’lu bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda verdigi geriye

donen koloni sayilari

Denenen doz

S. typhimurium TA98 Geriye

S. typhimurium TA100 Geriye

ng/ plak Donen Koloni sayist Donen Koloni Sayist
0 376+15 90,6+ 17,4
50 26,0 + 4,0* 202,0+ 19,0*
75 39,3+25 106,6+ 31,5
100 36,6 + 3,2 107,6+ 21,5
150 473 +7,7* 107,6+ 13,3
200 49,0 + 6,2* 97,6+ 2,1

Pozitif Mutajen

Danomisin(6pg/plak)

Sodyum Azid(1,5ug/plak)

277,0+ 23,5

>1000

*. p <0,05 (Dunnett T testine gore farklilik yaratan gruplar)
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Cizelge 3.8. 8 no’lu bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda verdigi geriye

donen koloni sayilari

Denenen doz

S. typhimurium TA98 Geriye

S. typhimurium TA100 Geriye

ng/ plak Donen Koloni sayist Donen Koloni Sayist
0 34,0+6,2 161,3+ 3,1
50 27,3+3,2 107,6+ 23,4*
75 28,3+6,0 139,6+ 4,0
100 35,0+6,9 125,3+ 9,2*
150 39,6 £3,7 118,3+7,7*
200 26,0+5,1 140,6+ 12,1

Pozitif Mutajen

Danomisin(6pg/plak)

Sodyum Azid(1,5ug/plak)

107,0+£4,3

>1000

*. p <0,05 (Dunnett T testine gore farklilik yaratan gruplar)
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Cizelge 3.9. 9 no’lu bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda verdigi geriye

donen koloni sayilari

Denenen doz

S. typhimurium TA98 Geriye

S. typhimurium TA100 Geriye

ng/ plak Donen Koloni sayist Donen Koloni Sayist
0 376+15 126,0+ 13,2
50 47,0 + 10,8 321,3+ 31,7*
75 37,6 +4,0 327,6+ 30,4*
100 46,3+9,0 281,6+ 2,0*
150 37,6 +10,0 369,3+ 113,3*
200 416+15 508,0+ 63,2*

Pozitif Mutajen

Danomisin(6pg/plak)

Sodyum Azid(1,5ug/plak)

277,0+ 23,6

>1000

*. p <0,05 (Dunnett T testine gore farklilik yaratan gruplar)
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Cizelge 3.10. 10 no’lu bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda verdigi geriye

donen koloni sayilar

Denenen doz

S. typhimurium TA98 Geriye

S. typhimurium TA100 Geriye

ng/ plak Donen Koloni sayist Donen Koloni Sayist
0 34,0+6,2 143,6+ 6,0
50 37,0+9,5 154,6+ 22,3
75 36,6 +5,8 137,6+ 29,1
100 27,6 £5,0 137,3+ 19,6
150 34,0+ 10,8 136,6+ 16,5
200 25,0+ 8,8 135,0+ 9,2

Pozitif Mutajen

Danomisin(6pg/plak)

Sodyum Azid(1,5ug/plak)

107,0+£4,3

>1000

p <0,05 (Dunnett T testine gore farklilik yaratan gruplar) bulunamamustir.
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Cizelge 3.11. 11 no’lu bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda verdigi geriye

donen koloni sayilari

Denenen doz

S. typhimurium TA98 Geriye

S. typhimurium TA100 Geriye

ng/ plak Donen Koloni sayist Donen Koloni Sayist
0 40,0+£8,1 131,0+ 23,3
50 440+55 115,0+ 3,0
75 33,6 +£6,6 154,3+ 23,7
100 426+15 117,0+£ 12,1
150 40,0 + 12,3 105,6+ 8,1
200 31,0+ 8,0 118,0+ 14,4

Pozitif Mutajen

Danomisin(6pg/plak)

Sodyum Azid(1,5ug/plak)

173,3+ 185

>1000

p <0,05 (Dunnett T testine gore farklilik yaratan gruplar) bulunamamustir.
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Cizelge 3.12. 12 no’lu bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda verdigi geriye

donen koloni sayilari

Denenen doz

S. typhimurium TA98 Geriye

S. typhimurium TA100 Geriye

ng/ plak Donen Koloni sayist Donen Koloni Sayist
0 433+7,1 90,6 £17,4
50 416+9,2 82,3+ 14,5
75 46,6 + 8,6 120,6 £ 12,7
100 37,3+2,5 120,6 £22,7
150 45,0+9,5 95,6 £16,0
200 43,6 + 6,0 81,6 +9,2

Pozitif Mutajen

Danomisin(6pg/plak)

Sodyum Azid(1,5ug/plak)

112,7+ 2,1

>1000

p <0,05 (Dunnett T testine gore farklilik yaratan gruplar) bulunamamustir.
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Cizelge 3.13. 13 no’lu bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda verdigi geriye

donen koloni sayilari

Denenen doz S. typhimurium TA98 Geriye S. typhimurium TA100 Geriye
ng/ plak Donen Koloni sayist Donen Koloni Sayist

0 32,3+4,0 126,0+13,2

50 30,3+3,5 156,6+ 36,1

75 29,9 +6,2 175,3+ 22,5

100 37,0+ 8,5 181,0+ 35,5

150 34,0 £6,2 2343+ 20,2*

200 373+25 254,6% 9,0%

Pozitif Mutajen Danomisin(6p.g/plak) Sodyum Azid(1,5pg/plak)
1127+2,1 >1000

*. p <0,05 (Dunnett T testine gore farklilik yaratan gruplar)
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Cizelge 3.14. 14 no’lu bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda verdigi geriye

donen koloni sayilari

Denenen doz

S. typhimurium TA98 Geriye

S. typhimurium TA100 Geriye

ng/ plak Donen Koloni sayist Donen Koloni Sayist
0 253+3,7 1183+7,5
50 16,3 +6,1 93,0+ 134
75 24,6 £2,8 84,6 +£3,1
100 21,3+3,2 85,6 + 13,7
150 13,0+3,0 98,3+ 15,5
200 153+1,5 89,6 + 14,9

Pozitif Mutajen

Danomisin(6pg/plak)

Sodyum Azid(1,5ug/plak)

112,7+ 2,1

>1000

p <0,05 (Dunnett T testine gore farklilik yaratan gruplar) bulunamamustir.
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Cizelge 3.15. 15 no’lu bilesigin S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda verdigi geriye

donen koloni sayilar

Denenen doz S. typhimurium TA98 Geriye S. typhimurium TA100 Geriye
ng/ plak Donen Koloni sayist Donen Koloni Sayist

0 25,3+3,78 143,3+£23,6
50 18,6%1,5 336+40,4*

75 18,3+2,5 542, 3+45,4%

100 18,0+£2,0%* 435,6+24,8*

150 18,3428 456,6+39,0*

200 15,342.8% 367,6£62,4*

Pozitif Mutajen Danomisin(6p.g/plak) Sodyum Azid(1,5pg/plak)
1127+2,1 >1000

*. p <0,05 (Dunnett T testine gore farklilik yaratan gruplar)
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Calismada Ankara Universitesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali tarafindan ilag etken
maddesi olarak kullanilmak iizere sentezlenmis 15 adet benzotiyazol tiirevi bilesigin Ames/

Salmonella test sistemi ile mutajenik etkileri arastirilmistir.

Heterosiklik bilesiklerin kimyasi, organik kimyanin en ¢ok arastirilan konularin basinda
gelir. Bunlam bir kismi1 diizenli olarak klinikte kullanilmakla beraber, farmakolojik olarak
etkili birgok heterosiklik bilesik vardir. Ozellikle ilag kesif alaninda azot, siilfiir ve oksijen
igeren 5 tiyeli heterosiklik bilesikler biiyiik bir yer kaplar [63].

Benzotiyazoller, bir benzen ve tiyazol halkasindan olusan heterosiklik bilesiklerdir.
Yapisinda bulunan benzen, C¢Hg molekiiler formiiliine sahip aromatik bir hidrokarbondur.
Endiistriyel bircok maddenin yapisinda bulundugu icin c¢evrede siklikla karsilasilir.
Karacigerde ve kemik iliginde metabolize edilir. Bir¢ok genetik hasara sebep olmasina
ragmen Ames test sistemine gore mutajen olarak degerlendirilmemistir. Ancak yapilan
calismalarda 16semi, aplastik anemi, myeloma gibi kemik iligi kokenli hastaliklarda etkili
oldugu gosterilmistir [64]. Tiyazol halkasi ise bilesige kiikiirt ve azot atomu vericisidir.
C3H3NS molekiiler formiiliine sahiptir. B1 vitamini olarak bilinen tiyaminin yapisinda

bulunur ve genellikle benzen tiirevler ile birleserek benzotiyazolleri olusturur [65].

Benzotiyazol halka sistemi niikleik asitlerin yapisinda yer alan piirin bazlarindan adenin ve
Quanininin yapisal analogudur. Organizmadaki makromolekiillerle etkilesme potansiyeli
bakimindan onemli bir halka sistemi olarak degerlendirilmektedir. Konformasyonel
pozisyonu sebebi ile niikleik asitlerde bulunan bazlarin yerine gegebilen bu kimyasal
maddeler. niikleik asit sentezini inhibe edebilirler. Bu bilesikler genetik materyal ile
etkilesime girerek kompleks olustururlar. Kimyasal madde ve DNA’dan olusan kompleks
RNA polimerazin aktivasyonunu inhibe ederek, mRNA olusumunu engeller [66].
Benzotiyazol halka sistemi niikleik asitlerin yapisinda yer alan heterosiklik bazlarin yapisal
benzerleri olduklar1 i¢in, kemoterapotik aktivitelerini bu yolla gosterebilecekleri

diistiniilmektedir.

Benzotiyazoliin iskelet yapisindan dolay1, biyolojik olarak aktif olan bilesiklerin yapisinda
siklikla kullanilmaktadir. Yapiya eklenen farkli fonksiyonel gruplar modifiye benzotiyazol
tirevlerinin olusturulmasini saglar. Antitiimoral [67,68,69,70] antimikrobiyal [71,72],
antitiiberkular [73,54], antiviral [59,75] antifungal [54,76], antimalaryal [54,77]
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immiinbaskilayici ve immiindiizenleyici 6zellige sahip bir¢ok bilesigin yapisinda bulunan
benzotiyazoller, kimyasal Ozelliklerinden dolay:r farmakolojide oldukc¢a yaygin olarak
kullanilan  bilesiklerdir. ~ Ayrica  hiicresel  islemlerde  kalsiyum  diizenleyici
protein(Calmodulin) antagonisti, ndérotransmisyon bloklayici ve sinir hiicrelerini ajan

olarak da kullanilmaktadir [77].

Calismada kullanilan kimyasal maddeler benzotiyazol halkasina 2. konumundan fenil ya
da benzil grubu eklenmis benzotiyazol tiirevleridir. Yapilan ¢alismalarda 2. konumundan
substitue olmus fenil benzotiyazollerin dogal iiriinlerin ATP antagonistik etkilerini taklit
edebilecegi ve tirozin kinaz inhibitorii olarak davranabilecekleri diisiiniilmektedir. Ayrica
Mortimer ve arkadaglar1 2 fenil benzotiyazollerin etkili ve secici antitiimoral faaliyet
gosterecegi hipoteziyle yeni sentezlenmis bir grup benzotiyazol tlirevi ile calismalar
yapmiglardir. 2,3,4 dimetoksifenil grubunun 5. konumuna flor eklenerek elde edilen 2,3.4
dimetoksifenil 5 florobenzotiyazoller kullanilarak gdgiis, kolon ve akciger kanser hatlariyla
yapilan calismalarda antitlimoral aktivite referans alinarak; 2. konumdan substitiie olmus
fenil benzotiyazol halkasinin 6zellikle 5. pozisyonunda bulunan florun olduk¢a 6nemli bir

antitlimoral etki gosterdigi saptanmistir [15].

Son yillarda yapilan c¢alismalarda, benzoksazol, benzimidazol, benzotiyazol ve
oksalopiridin gibi kondanse edilmis heterosiklik bilesiklerin 6karyotik topoizomeraz 2
aktivitesini inhibe ettigi gozlenmistir. Ozellikle 2 fenoksi metil benzotiyazoller oldukga
yiiksek topoizomeraz 2 inhibitor aktivitesine sahiptir. 2-(4-aminophenyl) benzotiyazollerin
gogls, yumurtalik, renal ve kolon kanser hiicre hatlariyla yapilan c¢alismalarda etkili ve
secici antitlimoral aktiviteye sahip oldugu gozlemlenmistir. Biyolojik profilleri ¢aligmaya
acik bir alan olmakla beraber, daha 6nceden calisilan antikanser ilaglarin kemoterapotik
etkilerini DNA topoizomerazlarin inhibisyonunu saglayarak gosterdikleri bilinmektedir.
Yapilan ¢alismalarda benzotiyazollerin bagl oldugu iist sinif olan benzoksazollerin DNA
topoizomeraz 1 ve 2 enzimlerinin ¢alismasini inhibe ettiklerini gosterilmistir [78]. Choi ve
arkadaglar1 [57] yaptiklar1 ¢alismalarda 2.nci konumundan substitue edilmis, fenil
benzotiyazollerin sitotoksik etkili oldugunu ve topoizomeraz 2 aktivitesini inhibe ettigini
gozlemlemislerdir. Bu bilesiklerin yap1 analiz calismalarini igeren literatur incelendiginde,
2- (4-aminofenil) benzotiyazoller ile benzotiyazol gekirdeginin etkili bir sitotoksisite
gosterdigi ve 3. konumdan substitue edilmis, alkil ya da halojen grubu igeren fenil

halkasinin antitumor benzotiyazoller arasinda sitotoksik etkili oldugu saptanmistir [78].
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Benzimidazoliin siilfiir izoesteri olan benzotiyazollerin 6zellikle 9. konumdan substitue
olmus 8 floro benzotiyazollerde helmint enfeksiyonlarma karsi etkili oldugu
gozlemlenmistir. Radikal grup olarak nitro igeren bilesiklerin ise icermeyenlere oranla

daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir [79].

Goriilme siklig1 % 1 ile 4 arasinda degisen epilepsi rahatsizligr icin kullanilan ilaglarin
yapisinda da benzotiyazol halka sistemine rastlanir. Antikonvulsant olarak bilinen ilaglar
epilepsi nobetlerinin giderilmesinde kullanilirlar. Yapilan calismalarda bir¢ok sayida
benzotiyazol tiirevi bilesigin ¢esitli epilepsi nobetlerina karsi etkili antikonvulant aktivite
gosterdigi gézlemlenmistir. Rana ve arkadaslar1 [54] tarafindan benzotiyazol guanidinlerle
yiiritiilen deneyler sonucunda 6zellikle degisken grubunda 4-CHs ve 4-Cl olan bilesiklerde

maksimum antikonvulsant aktivite gézlemlenmistir.

Kemoterapétik olarak etkili oldugu bilinen benzotiyazol tiirevlerinin, antimikrobiyal ve
antifungal Ozellikleri de yapilan ¢alismalarda degerlendirilmistir. 2 substitue fenil
sulfanamido-6 substitue benzotiyazol ile yapilan ¢alismalar sonucu. B.subtilis,
S.typhimurium ve S.dysentry bakterilerinde radikal grubu brom, CH3, nitro ve iyot olan

bilesiklerde giiglii antimikrobiyal aktivite gozlemlenmistir [54].

Kimyasal maddelerin piyasaya siiriilmeden once risk faktorlerinin belirlenmesi gerekir.
Ames test sistemi bakteriyel gen mutasyon testleri arasinda birgok iilkede kabul gormiis,
yaygin bir mutajenite testidir. Piyasaya siiriilecek yeni bir kimyasal maddenin mutajenik

potansiyelinin belirlenmesinde bagvurulan yontemlerin basinda gelir [48].

Ames testi, gen diizeyinde meydana gelen mutasyonlarin taranmasinda kullanilan
bakteriyel mutasyon testidir. Uygulama kolayligi, kisa zamanda sonug¢ vermesi, diisiik
maliyeli olusu gibi sebeplerden dolayr birgok laboratuvarda standardize edilmis bir
yontemdir. S.typhimurium bakterisinin kullanildigi bu yontemde belirli gen bolgelerinde
olusan mutasyonlarin kimyasal madde varliginda koloni sayilarinda meydana gelen geri

doniis potansiyeli esas alinir.

Test organizmasi olarak kullanilan S.typhimurium, histidin geninde olusturulan farkli
mutasyonlarla (hisG, hisC ya da hisD) gelismek i¢in histidin gereksinimi duyan degisik
tipte oksotrofik mutantlara doniistiiriilmiistiir. Ayrica histidin mutantlarina ek olarak bu

mutantlara bazi diger mutasyonlar ilave edilir.
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Sato ve arkadaglar1 yaptiklari ¢aligmalarda benzotiyazol grubu bilesiklerin hassasiyeti
artirnlmig suslarla mutajenik potansiyeline arastirmislardir. Calismalarinda benzotiyazol
tiirevlerinden aromatik amin grubunda siniflandirilan 6 amino benzotiyazolleri hassasiyeti
artirtlmis YG suslan ile test etmislerdir. Sonu¢ olarak Sato ve arkadaslari karbon 6.
pozisyonundan amino grubu eklenmis benzotiyazollerde S9 varliginda mutajenik aktivite

bulunmustur [9].

Deneylerimizde, benzotiyazol tiirevi kimyasal maddelerin mutajenik potansiyelleri S.
typhimurium TA98 ve TA100 suslari ile degerlendirilmistir. Deneyler her madde igin 50
ug/ plak, 75 pg/ plak, 100 pg/ plak, 150 pg/ plak ve 200 pg/ plak olmak tlizere bes dozda
yapilmistir. Kimyasal maddelerin DMSO igersinde maksimum ¢oziiniirliik degerleri ve
dozlarin sitotoksik etkileri goz Oniine alinarak plak basmna diisecek olan kimyasal madde
miktarlar1 belirlenmistir. Sadece 6 numarali bilesik i¢in 200 pg/ plak dozu sitotoksik etki
gosterdiginden plak inkorporasyon testinde en yiiksek doz olarak 150 pg/ plak
kullanmilmistir. Diger bilesiklerin degerlendirilmesinde ise en yiiksek doz olarak DMSO

igerisinde maksimum ¢oziiniirliik saglayan 200 pg/ plak dozu kullanilmastir.

Calisma sonucunda elde edilen bulgular SPSS 16.0 paket programi kullanilarak ANOVA
¢oziimlemesi ve Dunnett T ¢oklu karsilagtirma testine gore degerlendirilmistir. Test
sisteminde kullanilan mutant bakteri suslarinin kendiliginden his™ durumundan his*
durumuna geri doniis frekansi; S. typhimurium TA98 susu igin 20-50 geri donen koloni /
plak iken S. typhimurium TA100 susu igin 75-200 geri dénen koloni / plaktir [48]. Geri
donen koloni frekanslarina gore anlamli farkli gosteren gruplar, (p< 0,05) ile

gosterilmistir.

S.typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda denenen, 1,2,3,5,6,8,10,11,12 ve 14 numarali
bilesiklerin mutajenik etkili olmadig1 gézlemlenmistir. Bu bilesikler igin bu test sisteminde
histidin amino asidinin sentezini diizenleyen gen bdlgelerinde bir mutasyona sebep

olmadig1 sdylenebilir.

S.typhimurium TA98 susunda 4 numarali bilesik, 50 ve 75 pg/ plak plak dozlarda
mutajenik etkili iken, TA100 susunda mutajenik etki gozlemlenmemistir.4 numarali
bilesigin suslara gére mutajenik etkisi degerlendirildiginde, bu bilesigin ¢ergeve kaymasi
mutasyonu, baz ¢ifti degisimi mutasyonuna gore daha yliksek bir etkiyle indiiklendigi
sOylenebilmektedir. Kimyasal maddenin —R- yapisinda bulunan florun halojeniteye baglh

elektronegatiflikten dolayr mutasyonu indiiklendigi disiiniilebilir. Ayrica kimyasal
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maddenin yapisinda —X- konumunda herhangi bir bilesigin olmamasi nedeniyle diizlemsel
bir yap1 sergilemektedir. Ames ve Gurmey tarafindan yapilan c¢alismalarda cergeve
kaymas1 mutasyonuna sebep olan bilesikler diizlemsel bir yapiya sahip olmalar1 nedeniyle

DNA ‘ya baglanarak bu etkiyi gosterebildikleri saptanmistir [80].

7 nolu bilesik ile yapilan deneylerde, S. typhimurium TA98 susunda 150 ve 200ug/ plak
dozlarinda, S. typhimurium TA100 susunda ise 50ug/ plak dozunda kontrol grubuna goére
mutajeniteye bagli anlamli bir farklilik gézlemlenmektedir. S. typhimurium TA100 susu
ile elde edilen sonug¢ degerlendirildiginde baz c¢ifti degisimine neden olan zayif bir
mutajenik etkiden soz edilebilir. Ancak S. typhimurium TA9S ile elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde doza bagli olarak artan g¢ergeve kaymasi mutasyonun indiiklendigi
sOylenebilir. Bilesigin yapisinda fonksiyonel grup olarak NO; bulunmasi bilesigin
mutajenik aktivitesini artirmis olabilir. Literatiir tarandiginda aromatik bilesiklerin nitro
gibi ana halkadan elektron ¢ekici gruplarla siibstitiie edilmesinin aktiviteyi arttirdig

belirtilmistir [81].

S.typhimurium TA98 susunda 9 numarali bilesik ile yapilan deney sonucunda bu susta
mutajenik etki gozlemlenmemistir. Ancak S.typhimurium TA100 susu ile yapilan
calismalarda, tiim dozlarda negatif kontrol degerlerine gére kuvvetli mutajeniteden s6z
edilebilir. Bilesigin yapisinda —X- konumunda bulunan —CH,- kopriisii ve bilesigin —R-

grubunda bulunan metil halkasindan dolay1 baz ¢ifti mutasyonu indiikledigi diisiiniilebilir.

13 numarali bilesik ile yapilan ¢alismalarda, bilesigin sadece S.typhimurium TAZL100
susunun 150 ve 200 pg/ plak derisiminde mutajenik etkili oldugu saptanmistir. Dolayisiyla
bilesik icin baz ¢ifti degisimini indiikledigi sdylenebilir.

S.typhimurium TA100 susu ile yapilan ¢alismalarda 15 no’lu bilesik kuvvetli mutajenik
etki gosterirken, S.typhimurium TA98 sus ie yapilan ¢aligmalarda negatif kontrol ile
karsilastirildiginda anlamli farklilik yaratan herhangi bir veri elde edilmemistir. Bu bilesik

icinde baz c¢ifti degisimini indiikledigi sdylenebilir.

Insan saglig ile ilgili olarak gelistirilmis kimyasallarm mutajenik etkilerinin sadece tek bir
test yontemiyle test edilmesi yeterli olmamaktadir. Ciinkii farkli test yontemleri ya da
farkli organizmalar kullanilarak yapilan testler farkli sonuglar verebilmektedir. Yapilan bu
calisma benzotiyazol tiirevi bilesiklerin mutajenitesi igin kesin bir sonu¢ vermede yeterli

degildir; ancak devam eden deneyler igin ilk basamaktir [2].
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Ames test sistemine gore bakteriyel mutasyonun pozitif olmasi, ajanin potansiyel zarari
konusunda bir 6n uyar1 anlami tagir. Bakteriyel test sistemine memeli hiicrelerinden elde
edilen metabolik aktivasyon sistemi eklenerek taranacak kimyasal maddenin metabolitlerin

mutajenitesinin de degerlendirilmesi i¢in bir kilavuz olacaktir [48].

Kisa zamanli testler karsinojenesiz basamaklarin1 tamamen taklit edemez sadece baslangic
faziyla ilgili bilgi verebilir. Bu testlerin esas amact; belirli sartlar altinda kimyasallarin
genotoksik olup olmadigin1 ve karsinojenesiz baslangici olusturup olusturmadigini
belirleyebilmektir. Yiiksek organizmalarda yapilacak olan daha kapsamli ¢alismalarla

kimyasal maddelerin karsinojenesiz basamaklarini tanimlamada daha belirleyici olacaktir.
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