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OZET

YENI SENTEZLENMIS BAZI GECIS METAL KOMPLEKSLERININ
ANTIMIKROBIYAL, ANTIOKSIDAN VE MUTAJENIK AKTIVITELERININ
ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZI
Ahmet Ismail OZKAN

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABIiLIiM DALI

2012

Bu ¢aligmada yeni sentezlenmis bazi gecis metal komplekslerinin ve aminofosfin
bilesiginin biyolojik aktiviteleri antimikrobiyal, antioksidan ve mutajenite aktiviteleri agisindan
incelenmistir.

Antimikrobiyal aktivite incelenmesinde kagit disk difiizyon deneyi kullanilarak patojen
oldugu bilinen bes farkli mikroorganizma olan iki Gram (-) negatif Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa, iki Gram (+) pozitif Staphylococcus aureus ve Streptococcus
pyogenes, ve fungi Candida albicans iizerinde kagit disklerin ¢evresinde olusan inhibisyon zon
caplar1 belirlenerek denenmistir. Elde edilmis sonuglara gore VT6 test bilesigi Escherichia coli
ve Pseudomonas, VT8 test bilesigi Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, ve Candida albicans ve VT5, VT7 ve VT9 test bilesikleri Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, ve Candida
albicans mikroorganizmalari tizerinde zay1f antimikrobiyal aktivitesinin oldugu belirlenmistir.

Antioksidan aktivite DPPH serbest radikal siipiirme aktivitesi yardimiyla incelenmistir.
Pozitif (BHA, BHT ve AA) kontrollerin sonuglar1 ile karsilastirilan test bilesiklerinin aktivite
sonuclaria gore VT5, VT6 ve VT7 test bilesiklerinin orta, VT9 test bilesiginin iyi ve VT8 test
bilesiginin gli¢lii antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Mutajenite Ames/Salmonella mikrozom deneyi kullanilarak S9 mix (+) varliginda ve S9
mix (-) yoklugunda belirlenmistir. Aktivite TA98 ve TA100 Salmonella mutant bakterileri
iizerinde incelenmistir. Aktivite sonuglarina gore VT5 test bilesigi S9 mix (-) yoklugunda hem
TA98 hem de TA100 iizerinde non-mutajenik fakat S9 mix (+) varhiginda hem TA98 hem de
TAL00 tizerinde mutajenik, VT6 test bilesigi S9 mix (-) yoklugunda hem TA98 hem de TA100
tizerinde mutajenik fakat S9 mix (+) varliginda TA98 iizerinde non-mutajenik ve TA100
tizerinde mutajenik, VT7 test bilesigi S9 mix (-) yoklugunda hem TA98 hem de TA100 iizerinde
mutajenik fakat S9 mix (+) varliginda hem TA98 hem de TA100 iizerinde non-mutajenik, VT8
test bilesigi S9 mix (-) yoklugunda hem TA98 hem de TA100 tizerinde non-mutajenik fakat S9
mix (+) varh@mnda TA98 iizerinde non-mutajenik ve TA100 iizerinde mutajenik oldugu
gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Gegis metaller, Disk difiizyon, DPPH, Ames testi, Mutajenite.
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ABSTRACT

RESEARCHING
ANTIMICROBIAL, ANTIOXIDANT AND MUTAGENIC ACTIVITIES OF
SOME NEWLY SYNTHESIZED TRANSITION METAL COMPLEXES

MSc. THESIS
Ahmet Ismail OZKAN

DEPARTMENT OF BIOLOGY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF DICLE

2012

In this study, the biological activities of some newly synthesized transition metal
complexes and aminophosphine compound have investigated via antimicrobial, antioxidant and
mutagenicity activities.

Paper disk diffusion assay was using to determine antimicrobial activity of tested
compounds against five certain pathogen microorganisms, two Gram (-) negative Escherichia
coli and Pseudomonas aeruginosa, two Gram (+) positive Staphylococcus aureus and
Streptococcus pyogenes and a fungi Candida albicans, determined by evaluating of inhibition
zone radius that occurred around paper disks. Results of inhibition zones showed that VT6
tested compound has a poor antimicrobial activity on both Escherichia coli and Pseudomonas,
VT8 tested compound has a poor antimicrobial activity on Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Candida albicans and VT5, VT7, VT9 tested compounds have
a poor antimicrobial activity on Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, and Candida albicans microorganisms.

Antioxidant activity of tested compounds determined by scavenging activity of DPPH
free radical. As comparison results of both tested compounds and positive (BHA, BHT and AA)
controls, VT5, VT6 and VT7 tested compounds have a middle, VT9 tested compound has a
good and VT8 tested compound has a powerful antioxidant activity against DPPH.

Mutagenicity activity has examined by using Ames/Salmonella microsome assay both
in presence and absence of S9 mix. The activity examined both on TA98 and TA100 Salmonella
mutant bacteria. The results showed that VT5 tested compound has a non-mutagenic activity on
both TA98 and TA100 in absence of S9 mix (-) but has a mutagenic activity on both TA98 and
TAL00 in presence of S9 mix (+), VT6 tested compound has a mutagenic activity on both TA98
and TA100 in absence of S9 mix (-) but has a non-mutagenic activity on TA98 and has a
mutagenic activity on TA100 in presence of S9 mix (+), VT7 tested compound has a mutagenic
activity on both TA98 and TA100 in absence of S9 mix (-) but has a non-mutagenic activity on
both TA98 and TA100 in presence of S9 mix (+), VT8 tested compound has a non-mutagenic
activity on both TA98 and TA100 in absence of S9 mix (-) but has a non-mutagenic activity on
TA98 and has a mutagenic activity on TA100 in presence of S9 mix (+).

Key Words: Transition metals, Disk diffusion, DPPH, Ames test, Mutagenicity.
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Ahmet Ismail OZKAN

1.GIRIS

Metaller, insanlik tarihi boyunca insan yasaminda ozellikle tipta dnemli bir rol
oynamaktadir. Biyolojik sistemlerdeki onemi son zamanlarda fark edilen ¢ogu metal
giinliik besinlerle zaten degisik miktarlarda alinmaktadir. Bununla birlikte canli
sistemlerde bazi metallerin eser miktarda bile olmalar toksik etki gostermektedir. Cogu
metalik elementler yasayan sistemlerde ¢ok onemli roller oynamaktadir. Metallerin
karakteristik 6zellikleri kolayca elektron kaybederek biyolojik sivilarda coziilebilme
egiliminde olabilmeleridir. Metal iyonlar1 elektron yoksunu iken, proteinler ve DNA
elektron bakimindan zengin biyolojik molekiillerdir. Bu ylizden farkli durumdaki
yiikler, genel olarak metal iyonlarmin biyolojik molekiillerle etkilesme egilimine yol
acar. Bu durum oksijen gibi canli yasaminda ¢ok 6nemli olan kiiciik molekiiller ve
iyonlar i¢in metal iyonlarinin affinitesine uygulanmaktadir. Metaller viicudun tamamina
oksijen tasima ve elektron yiikii tasima gibi genis alanda gorev almaktadirlar. Demir
igeren bir protein olan Hemoglobin, oksijene demir yardimiyla baglanarak bu hayati
molekiilii viicut dokularina tasir. Bununla beraber biitiin hiicrelerde gen ekspresyonu
strasinda olusan ¢oziilmiis-DNA’y1 tanima sorunu, ¢inko parmak gibi protein motifleri
olan spesifik DNA baglanma proteinleri tarafindan giderilir. Cinko (Zn) gibi c¢esitli
metal iyonlar1 hiicrelerdeki genlerin fonksiyonlarini1 diizenlemesi igin kiigiik motifleri
olan g¢inko-parmak’a yapisal iskelet saglar. Krom, normal karbonhidrat ve lipit
metabolizmasi i¢in gerekli olan temel bir elementtir. Bundan yaklasik 5000 yi1l 6nce
Misirlilar bakirt kullanarak suyu sterilize etmislerdir (Klug 1999, Anderson 2000, Sun
ve ark. 2007, Tripathi 2009, Voytas ve Joung 2009).

Genel olarak, hiicrede asit-baz dengesini saglama ve kofaktér olmalar1 gibi
bir¢ok hayati iglevleri géren metallerin, ayn1 zamanda transport ve sinirsel iletim gibi
islevleri de bulunmaktadir (De Robertis ve De Robertis 1980, Bakhtiar ve ark. 1999).

Kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ancak kendisi reaksiyon sirasinda
degismeyen ve tekrar tekrar kullanilabilen biyolojik katalizérler olan enzimler,
aktivasyon i¢in bir veya daha fazla (Fe, Mg, Mn) metal iyonlar1 gibi kofaktorlere
gereksinim duymaktadirlar. Metal iyonlart ve kofaktorii olduklari enzimler Cizelge

1.1.°de gosterilmistir.



1.GIRIS

Cizelge 1.1. Enzimlerin kofaktdrii olan bazi inorganik iyonlar (Yildirimkaya 2003,
Nelson ve Cox 2008)

Iyonlar Enzimler

Cu Sitokrom Oksidaz

Fe Sitokrom Oksidaz, Katalaz, Peroksidaz

K Piriivat kinaz

Mg Hekzokinaz, Glukoz-6-fosfataz, Piriivat kinaz

Mn Arginaz, Riboniikleotid rediiktaz

Mo Dinitrojenaz

Ni Ureaz

Se Glutatyon peroksidaz

Zn Karbonik anhidraz, Alkol dehidrojenaz, Karboksipeptidaz A ve B

-Canh Sistemlerde Koordinasyon Bilesikleri

Oksijenin tiim dokulara gereken miktarda tasinmasi 6nemli bir sorundur.
Proteinlerdeki aminoasit yan zincirlerinin higbiri oksijen molekiilii ile geri-dontistimlii
baglanamaz. Aminoasit yan zinciri ile oksijen arasindaki etkilesim, demir (Fe) ve bakir
(Cu) metalleri tarafindan saglanir. Serbest demir (Fe), DNA ile diger makro molekiillere
hasar verebilen oldukca yiiksek reaktif olan hidroksil radikallerinin olusumuna neden
olabilir. Fe, Zn, Ca, Mo ve Cu gibi metallerin baglandig1 proteinler metalloproteinler
olarak adlandirilirlar (Roat-Malone 2002, Nelson ve Cox 2008, Hadjiliadis ve Sletten
2009).

Sekil 1.1.’de hemoglobinin yapisinda bulunan ve oksijene baglanan demir
gosterilmektedir.

-0 o-
\ /O 0 /
ol =c
C/H \CH
\2 / 2
[ e O
C CH C
Z o~/ PN
CHE,—C/ (o c \C—CHS
ok Al
77T N SN
CH —Fe /CH
N SN=C
CH—C// | | \C—CH
v N ‘/C\ /C\ 7 3
CH» (‘J CH €“
CHj; CH
CH,

Sekil 1.1. Oksijenin taginmasinda gorev alan hemoglobinin yapisi (Nelson ve Cox 2008)
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Viicutta fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlar sirasinda; enzim kofaktori
olarak Magnezyum, insiilin etkisini artirmada Krom, Bj, vitamininin bileseni olarak
Kobalt, oksidaz enzimleri ve sitozolik siiperoksid dismutazin bileseni olarak Bakir,
glutatyon peroksidazin bileseni olarak Selenyum, hemoglobinin yapisinda bulunan Hem
bileseni olarak Demir, bir¢ok enzimin kofaktorii olarak Manganez, Molibden ve
Cinko’nun gerekli oldugu belirtilmistir (Yildirimkaya 2003, Krupanidhi ve ark. 2008).

Anyonlara (CI) ve katyonlara (Na', K*) ayrilabilen tuzlar hiicrede asit-baz
dengesinde ¢ok onemli bir rol almaktadir. Magnezyum gibi bazi inorganik iyonlar
enzimatik aktivitelerde gorev alan nemli kofaktérlerdir. Bunun yaninda Na*, K*, Mg
ve CI’ gibi iyonlar sinirsel iletimde ve transport islemlerinde gorev alirlar. Ayrica Mn,
Cu, Co, Se, Ni ve Zn gibi eser elementler de canli hiicreler i¢cin olmazsa olmazlardir (De

Robertis ve De Robertis 1980).

Sekil 1.2.°de gosterildigi gibi canh sistemlerde katalizor olarak gorev alan Mg
iyonlarindan biri NTP’nin a-fosfat iizerindeki 3’-hidroksil grubuna atag:
kolaylastirirken, diger Mg iyonu pirofosfatin yer degistirmesini kolaylastirir. Ayrica
canli organizmalar i¢in hayati gerekliligi olan metal iyonlari, bakteri hiicre
membranlarindan iyon kanallarindan gegerek bakteri hiicrelerini 6ldiirebilir (Nelson ve
Cox 2008).
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Sekil 1.2. Canli sistemlerde bulunan metal iyonlar1 (Nelson ve Cox 2008)
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1960 yilinda B. Rosenberg elektrik alaninin bakteriler iizerindeki etkilerini
inceleyebilmek icin yaptigi diizenekte Pt (platin) elektrotlar kullanmistir. Deney
sonucunda test bakterilerinin biiyiime ve gelismelerindeki inhibisyonu fark etmistir.
Bakterinin boliinmemesindeki ve gelismemesindeki nedeni arastirmis ve engelleme
kaynaginin elektrotlar oldugunu fark etmistir. Ciinkii elektrot olarak platin kullanmsti.
Platinin bakteriler lizerindeki etkilerinin fark edilmesinden buyana gegis metallerine
olan ilgi antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser gibi bir¢ok alanda artarak devam

etmektedir.

Literatiirlerde, metal komplekslerinin terapotik ajan olarak kullanilmasiyla son
yillarda artan 6neme sahip oldugu ve bunun sonucunda kanser, artrit, iilser, diyabet,
anemi ve kardiyovaskiiler gibi hastaliklarda kullanilabilecek dikkat gekici birgok ilag
kesfine yol agtig1 belirtilmistir. Ayrica antibiyotik direngli suslarin ortaya ¢ikmasiyla da
arastirmacilar yeni nesil etkili antibiyotik bilesiklerin arayisina girmistir (Anderson

2000, Sun ve ark. 2007).

Hiicre membrani, DNA ve ribozomlar gibi hiicreler i¢cin hayati 6nem tagiyan
biyolojik molekiillere g¢esitli ataklar yapmasi ve istenmeyen mikroorganizmalari
uzaklagtirarak antimikrobiyal, viicut metabolizmas1 ve cesitli hastaliklar sirasinda
tiretilen oldukca reaktif serbest radikallere elektron veya proton vererek etkisiz hale
doniistiirmesi ve gidalari/icecekleri bozulmadan daha uzun siire koruyabildiginden
antioksidan ve bir¢cok mutajen tarafindan olusturulan ve fonksiyonel olmayan
proteinlerin sentezlenmesine neden olan mutasyonun geri dondiiriilmesi veya kanser
hiicrelerinde DNA kiriklart olusturulmasindan dolay1r da mutajenite deneyleri gibi

bir¢ok alanda gecis metal kompleksleri kullanilmaktadir.

Gilinlimiizde antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikteki bilesiklerin 6nemi ve dis
tedavisi, ilag, gida, kozmetik gibi kullanim alanlarindaki artis bu bilesiklere olan
gereksinimi arttirmasiyla birlikte son zamanlarda antimikrobiyal ve antioksidan aktivite
gosteren bilesiklere yonelik arastirmalar da artmistir. Bununla beraber basta enfeksiyon
hastalig1 olmak {izere ¢evresel faktorler sonucu viicutta yogun miktarda iiretilen serbest
radikaller lipid peroksidasyonu, protein peroksidasyonu ve DNA hasar1 gibi bir¢ok

hastalifi da tetiklemektedir. Bu nedenle antioksidan takviyeler oksidatif zincir
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reaksiyon baglamasini ve ilerlemesini inhibe eder veya geciktirir, boylece reaktif

oksijenin hiicreye zararini engeller veya onarir.

-Antibiyotikle Tlgili Faktorler

Test bilesiginin olas1 etki derecelerini absorbsiyon, dagilim ve eliminasyonu
yoluyla mikroorganizmalar {izerinde in vitro kosullarda test etmek gerekir. Ciinkii
antibiyotiklerin (klindamisin, kloramfenikol gibi) bazilar1 bakterinin gelisme ve
tiremesini inhibe ederken, bazilar1 ise bakterileri direkt olarak oldiiriirler (Karaalp ve
Kilig 2006).

Bakterisidal etki antibiyotiklerde farkli 6zellikler gosterir. Konsantrasyona bagl
bakterisidal etki gosteren antibiyotiklerin dozlari arttirilinca bakterisidal etkileri artar.
Siireye bagli bakterisidal etki gosteren antibiyotiklerde, MBC (minimal bakterisidal
konsantrasyon) tizerindeki diizeyin siirdiiriilmesi bakterisidal etki i¢in gereklidir. Dozu
arttirmanin bir yarar1 yoktur. flag konsantrasyonu arttik¢a ila¢ diizeyi MBC altia
diistiikten sonra bile etkinlik siiresi artar. Antibakteriyel ilaglar mikroorganizma

miktarinin az oldugu erken donemlerde daha etkilidir (Levinson 2004).
Ancak antibiyotiklerin uygunsuz ve gelisiglizel kullanimindan dolay1r da
antimikrobiyal aktivitede dnemli sorunlar yaganmaktadir.
-Gelisigiizel Antibiyotik Kullaniminin Sakincalar:
e Direng gelisimi
e Yiiksek maliyet
e Sonug alinmada gecikme.

e Siiper mikroorganizma ( Direngli bakterilere bagl transformasyon)

1.1.Mikrobiyal Etki

Mikroorganizmalart 1665’te tanimlayan Robert Hooke’un c¢aligmalarindan
haberi olan Antony Van Leeuwenhoek, 1684°te kendi yaptig1 ve oldukga basit bir
mikroskobu kullanarak c¢iplak gozle goriilmeyen bu kiiglik canlilarin varligim
kesfetmistir. Pasteur’iin 1880-1890 yillar1 arasinda cesitli hastaliklara karsi asilar

gelistirmesi ilk antimikrobiyal caligma olmus ve bdylece ileriki antimikrobiyal
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caligmalara da Onciilik etmistir. Aynmi yillarda Christian Gram, yaptigi boyalarla
bakterilerin boyandigini goézlemlemis ve bakterileri (Gram (+) pozitif veya Gram (-)
negatif olarak) smiflandirmak i¢in bugiin bile kullandigimiz Gram boyama metodunu
ortaya c¢ikarmistir. Daha sonraki yillarda da Robert Koch bakterileri kati kiiltiir
ortaminda tireterek simdiki kat1 besi yerlerinin temelini atan ilk kisi olmustur (Madigan

ve Martinko 2010).

Mikrobiyal hastaliklar insanligin baslangicindan beri var olmustur. Bu yiizden
diinyanin farkli bolgelerindeki arastirmacilar gerek dogal bilesikleri gerekse sentetik
bilesikleri kullanarak insanlar arasinda hastalik olusturabilecek potansiyele sahip
patojen mikroorganizmalarin asirt derecede ¢ogalmasini ve genis alanlara yayilmasini
Onleyerek kontrol altina alabilecek farkli yontemlerle bu hastaliklar1 alt etmenin

yollarini arastirmaktadirlar.

Gilintimiizde bir¢ok enfeksiyona bagli hastaliklar1 kontrol edebilme imkan1 olsa
da, yapilan arastirmalarda mikroorganizmalarin halen yasam i¢in biiyiikk bir tehlike
oldugunu gostermektedir. Ciinkii her yil milyonlarca insan yaygin mikrobiyal
hastaliklar sonucu dlmektedir. Acikgast mikroorganizmalar simdi bile insan saglhigi i¢in
ciddi bir tehlike olusturmaktadir. Ancak antimikrobiyal etkenlerin kesfi ile enfeksiyon

hastaliklar1 kontrol altinda tutulmaktadir.

Antimikrobiyal bilesiklere karsi olusan tepki mekanizmasiyla bas edememe
hastalilk ve Oliimlere sebep vermektedir. Bu nedenle ilag olarak kullanilan
antibiyotiklerin diren¢ gelistirmesi ciddi bir global sorundur. Antibiyotiklerin yaygin
olarak kullanimlari, antibiyotiklere kars1 direngliligin geligsmesini arttirici bir gii¢ olan

secici bir baski uygulayarak hareket etmektedir (Lalitha 2004).

Mikroorganizmalarin ¢ogu, biiyiime, enerji liretimi ve lireme gibi yasamsal
stirecleri diger hiicrelerden bagimsiz olarak yerine getirdiklerinden dolayr diinya
iizerindeki tiim yasam formlarim1 etkilerler. Mikroorganizmalar toprak verimi,
antibiyotik iiretimi ve insan proteinlerinin tretimi gibi pek c¢ok biiyiik-6l¢ekli
endiistriyel isler icin kullanilmaktadir. Bununla beraber mikroorganizmalar insan
aktivitelerinde ve diinyadaki yasam aginda merkezi bir rol oynamaktadir. Organik
maddelerin yikimi ve anahtar besinlerin doniisiimii gibi islemler mikrobiyal aktivitelere

baglidir. Mikroorganizmalar, yiiksek organizmalar i¢in uygun olmayan yerlerde bile
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yasamalarindan ve ¢esitli fizyolojik yeteneklerinden dolayr diinyanin en iyi kimyacilari

olarak goriilmektedir (Madigan ve Martinko 2010).

-Mikrobiyal Yararhhk

Yasamin kimyasal ve fiziksel temelini ileri diizeyde anlamamiz,
mikroorganizmalarin ¢alisilmasiyla elde edilmistir. Mikroorganizmalar enfeksiyon
hastaliklarina neden olduklar1 gibi, Bj, vitamininin bitkilerde bulunmamasindan dolayz,
bu vitaminin mikroorganizmalar yoluyla eclde edildigi belirtilmistir (Yildirimkaya
2003).

Ayrica ekmegin yapimi i¢in hamurun mayalanmasinda, siitiin mayalanmasiyla
yogurt olusumu ve kefir olusumu gibi her giin tiikkettigimiz besinlerin iiretilmesinde de
mikroorganizmalardan faydalanmaktayiz. Mutlulugumuza neden olan sagligin ve aci

cektigimiz bir¢ok hastaligin nedeni de yine mikroorganizmalardir.

Ancak son zamanlarda artan c¢esitli ilaclarin gelisi gilizel kullanilmalar
sonucunda olusan direng¢ gelisiminin artmasit beraberinde birgok patojen

mikroorganizmalarin genis alanlara yayilmasina yol agmistir (Coker ve ark. 2008).

-Antimikrobiyal Bilesiklerin Etki Mekanizmalar:

Potansiyel antimikrobiyal aktiviteye sahip olan kimyasal maddelerin tek amaci
mikroorganizmalarin boliinme, gelisme ve artmasini herhangi bir basamakta engellemek
veya apoptozise gotirmektir. Cilinkii Lewis (2000)’e gore, DNA hasarli E.coli
hiicrelerinin programli 6liimii olayinda; mutajenler tarafindan DNA hasar1 olusumuyla
transkripsiyonel represorlerin hidrolizi indiiklenir ve SOS DNA onarim proteinlerinin
ekspresyonunun aktiflestirilir boylece hiicre boliinmesinde inhibisyona neden olur. Eger
hasar etkili bir sekilde onarilirsa, hiicre boliinmesi devam eder. Eger hasar onemli
derecede ise uzun siireli boliinme inhibisyonu hiicre uzamasina ve otolize neden olan

aktivatoriin iiretimiyle hiicre par¢alanmis olur.

Bunun i¢in hiicre {izerinde ii¢ farkl yolla etkilesime gidebilir. Cizelge 1.2.’de
gosterildigi  gibi  farkli  bilesiklerin  mikroorganizmalar {izerinde farkli etki

mekanizmalar1 bulunmaktadir.
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Cizelge 1.2. Cesitli antibiyotiklerin etki mekanizmalar

Etki Ettigi Yer

Antibiyotikler

Penisilinler

Ghooi ve Thatte 1995

Sefalosporinler

Izaki ve ark. 1968

Teikoplanin
Bakteri hiicre duvarinin sentezini inhibe fmipenem Sieradzki ve Tomasz 1997
ederek ve litik enzimleri aktive ederek o
Basitrasin
etki olusturanlar
Vankomisin Roy ve ark. 2001
Aztreonam
Sikloserin Tomasz ve Waks 1975
Fosfomisin Gobernado 2003
Amfoterisin
Sitoplazma membraninin permeabilitesini | (Antifungal) Cass ve ark. 1970
degistirerek etki olusturanlar Nistatin

Bakteri ribozomlarinda protein sentezini

inhibe ederek etki olusturanlar

Kloramfenikol

Eritromisin

Tetrasiklinler

Sieradzki ve Tomasz 1997

Aminoglikozidler

Thompson ve ark. 2002

DNA ve mRNA sentezini bozarak

etki olusturanlar

Rifampisin

Wickner ve ark. 1972

Kinolonlar

Drlica ve Zhao 1997

Bakteri metabolizmasi i¢in gerekli bazi

maddelerin sentezini (intermediyer

metabolizmay1) bozarak etki olusturanlar

Sulfonamidler

Brown 1962

Isoniazid

Desta ve ark. 2001

Ethambutol

Takayama ve Kilburn 1989

Trimethoprim

Dauber-Osguthorpe ve ark. 1988
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Antibiyotik bilesiklerin etki mekanizmalarindan birkagt;
1. Hiicresel membrana etki ederek membran gegirgenliginin bozulmasina

2. Hiicre membranindan sitoplazmaya gegerek metabolizma icin hayati
Oneme sahip ribozoma, onarim enzimlerine veya replikasyon enzimlerine baglanarak

hiicrenin yagamsal faaliyetini engellemesine

3. DNA ataklar1 sonucu DNA’ya herhangi bir basamakta hasar vermesi ve

hiicrenin apoptozise girmesine yol agarak hiicrenin yagamina son verir (McManus 1997,

Anderson 2000, Tenover 2006, Sun ve ark. 2007).

Cogu interkalator DNA’nin ¢ift zincir konformasyonunu bozarak DNA
replikasyonunun, transkripsiyonun ve onariminin normal mekanizmasini etkiler

(Ratanaphan 2012).

-Bas Edilemeyen Sorun: Diren¢ Gelisimi

Basit goriiniimlii olmasina ragmen mikrobiyal hiicreler yatay gen transferi
dedigimiz  transformasyon, transdiiksiyon veya konjugasyon yoluyla c¢ogu
antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanabildigi gibi antimikrobiyal ilaglarin kullanimindaki
artisa paralel olarak da diren¢ gelismektedir. Bu ylizden daha etkili ve mikrobiyal
hiicrenin diren¢ olusturamayacagi ve de uzun siire etkisini koruyabilecek, dogal veya
sentetik bir bilesigin bulunmasi yoluyla bakterilerin yayilmasina karsi kesin olarak mani

olunmasi gerekmektedir.

Enfeksiyon sirasinda ¢ogu antibiyotiklere karsi direng gelistiren multi-ilag-
direng (MID) organizmalari, diinya genelindeki yayilmalarina devam ettiklerinden

dolayi klinik olarak basarisizliga neden olmustur (Alekshun ve Levy 2007).
Mikroorganizmlarin kullanilmasinin temel nedenleri ve avantajlari;

- Mikrobiyal hiicreler ¢ok hiicreli organizmalarin hiicreleriyle bir¢ok ortak
biyokimyasal 6zellige sahiptir.

- Mikrobiyal hiicreler laboratuvar kiiltiiriinde oldukga yiiksek yogunluklara
ulagabilir. Bu yiizden biyokimyasal ¢alismalara olduk¢a uygundur.

- Mikroorganizmalar, insan dahil, yiiksek organizmalardaki hiicre islevinin

anlasilmasi1 bakimindan miikemmel modellerdir.
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Mikrobiyal kontaminasyon gida, icecek, kozmetik ve farmasdtik endiistrisindeki
en 6nemli konudur. Bu nedenle iiretilen gida iiriinlerinin ve hayvanlarin, tiiketicilere
saglikll bir sekilde sunulmamasi da bir¢ok mikroorganizmanin iiremesini desteklemekte
ve bircok hastaligin yayilisina neden olmaktadir. Bu yolla bulasan hastaliklarin
yayilisini dnlemek i¢in gidalarin uygun sekilde hazirlanmast ve kontrol edilmesi
gerekir. Sadece gidalarin (konserve, donmus gida ve kurutulmus gida vb.) bozulmasi
bile, her yil biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu durum antimikrobiyal
maddelerin  hastaliklara karst miicadelenin  yam1 sira gida sektoriinde de

kullanilabilirligini ortaya koymaktadir (Nout 1994, Tauxe 2001).

-Fagositoz: Serbest Radikal Savunma Sistemi

Cesitli enfeksiyonlara bagli hastaliklar siiresince, viicut savunma sistemi
tarafindan serbest radikaller tretilir. Bakteriyel enfeksiyonda serbest radikallerin
olusturulmasi, dnemli bir savunma mekanizmasidir. Sekil 1.3’te enfeksiyon sirasinda

iiretilen serbest radikallerin bakterilere kars1 etkisi gosterilmektedir.

Fe?* Fe¥

Siperoksit
(Speroksit) o
stperoksit

R s
O, NADPHoksidaz t _cismuaz , yy o,

>\_/ necl _
. Myelo-

NADP* ,
Cl  peroksidaz
NADPH
Sekil 1.3. Viicut savunma sistemi tarafindan patojenlere karsi serbest radikallerin {iretilmesi
(Y1ildirimkaya 2003)

Serbest radikaller; sitotoksisitede, mikroorganizmalara karsi savunmada ve
norotransmisyon gibi dogal faaliyetlerde onemli bir rol oynamaktadirlar (Pala ve

Tabakg¢ioglu 2007).

Fagositoz olayinda nétrofil ve monositler, oksijene bagimli ve oksijene bagimsiz
mekanizmalarla bakterileri dldiiriirler. Oksijene bagimli mekanizma (myeloperoksidaz)

sisteminde, fagositoz gergeklestikten sonra 16kosit hiicre zarinda bulunan NADPH
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oksidaz, ¢evre dokudaki molekiiler oksijeni siiper okside gevirir. Olusan siiper Oksit,
stiper oksit dismutaz (SOD) tarafindan hidrojen perokside cevrilir. Lizozomal enzim
varliginda peroksid ve klor iyonlar1 bakterileri 6ldiiren hipokloréz (HOCI)’ e gevrilirler.
Fazla peroksid iyonlari, katalaz veya glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan nétralize

edilerek hiicreye zarar vermesi 6nlenir (Y1ildirimkaya 2003).

Metabolizma sonucunda iiretilen serbest radikaller cesitli enfeksiyonlara bagl
hastaliklar sirasinda viicut savunma sistemi tarafindan da tretilmektedir. Gutteridge
(1995), hipoklor6éz asit (HOCI) gibi gii¢lii baz1 oksidanlarin aktiflesmis nétrofiller

tarafindan olusturuldugunu belirtmistir.

Literatiirlerde, patojenlerin neden oldugu enfeksiyonu alt edebilmek i¢in viicut
savunma sistemi tarafindan bol miktarda serbest radikallerin iretildigi bildirilmistir
(Akaike ve ark. 1998, Maeda ve Akaike 1998, Akaike 2001).

1.2.Antioksidan Etki

Biitiin canli organizmalar yasamint devam ettirebilmek i¢in metabolik
faaliyetlere ihtiya¢ duymaktadir. Her hiicrede sadece yasamak i¢in yapilan giinliik
metabolik faaliyetler esnasinda bile serbest radikaller iiretilmekte ve iyonlastiric
radyasyona maruz kalma durumunda da serbest radikaller olusmaktadir (Blokhina ve
ark. 2003, Pala ve Tabakgioglu 2007, Valko ve ark. 2007).

Her ne kadar 6liim ve doku hasar ile sonuglansa da, oksijen-merkezli serbest
radikaller olan ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri) ve diger reaktif oksijen tiirleri olan NOS
(Nitrik Oksit Tiirleri) hiicrede siirekli olarak {iiretilmektedir. Ciinkii oksijen, aerobik
yasamda karbon- ve hidrojen bakimindan zengin substratlar1 (besinleri) oksitleyerek
(yakarak), yasayan ¢ogu organizmalar i¢in biyolojik faaliyetler esnasinda kullanilan
kimyasal ve 1s1 enerjisi olan metabolik enerjiyi iireterek karsiladigindan dolay1 oldukca
onemlidir (Halliwell ve ark. 1994, Gutteridge 1995, Colak ve ark. 2010, Gressler ve
ark. 2010).

Ancak okside edici ajanlarin detoksifiye edilmesindeki yetersizlik g¢esitli
enzimlerin hasarina da neden olmaktadir. Bdylece yasam siirelerinde bir kisalma

gozlenir (Yildirimkaya 2003).
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D1s yoriingelerinde bir veya daha fazla paylasilmamig elektrona sahip atom veya
molekiiller olan serbest oksijen radikalleri ¢ok safhali karsinogenezde baslatici ve
ilerletici rol tstlenebilir, prokarsinojenleri aktif hale getirebilir, DNA hasarina yol
acabilirler. Diger taraftan antioksidan olarak gosterilen serbest radikal siiptriiciileri

hiicreleri oksidatif hasara kars1 korurlar (Ozkan ve Fiskin 2004, Klaunig ve ark. 2010).

Oksijen ile belirli molekiiller etkilestigi zaman yiliksek reaktif radikallerin
olusmasi, domino taslar1 gibi bir zincir reaksiyonu baslatmasmna neden olabilir. Asil
tehlikeleri DNA veya hiicre membran1 gibi énemli hiicresel komponentlerle tepkimeye
girdigi zaman ortaya ¢ikar. Ciinkii serbest radikallerin biyolojik molekiillerle tepkimeye
girmesi durumunda hiicrelerin zayif olarak fonksiyon gormelerine veya Glmelerine

neden olurlar (Pala ve Tabakgioglu 2007).

Viicutta kimyasal reaksiyonlar sonucunda molekiiller, oksijen ile
oksitlenmektedir. Oksijen molekiiliiniin yiiksek enerjili, kararli olmayan serbest radikal
formu almasiyla (6zellikle mitokondri olmak iizere) hiicresel metabolizma sonucu yan
rtin olarak asir1 miktarda iretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS), superoksit (O2) ve
hidrojen peroksit (H,0,), olusum boyunca kararli duruma ge¢meye ¢aligarak insanlarda
hastalanmay1 ve yaslanmay: arttirmaktadir. /n vitro formdaki ROS (Reaktif oksijen
tirleri) yiiksek reaktif ve potansiyel zarar vericidir. Bu nedenle oksijen, yasam igin en
temel olmasina ragmen yaslanma olayindan sorumlu tutulmaktadir (Ames ve Gold
1991, Gutteridge 1995, Thannickal ve Fanburg 2000, Liu ve ark. 2002, Pala ve
Tabakgioglu 2007, Valko ve ark. 2007, Day 2009, Gressler 2010, Kumar ve ark. 2011).

Ancak normal oksijen metabolizmasi siiresince molekiiler oksijenden tiiretilen

ROS, hiicre iletiminde de olduk¢a 6nemlidir (Pala ve Tabakg¢ioglu 2007, Day 2009).

Hidroksil radikali (OH) biyolojik molekiillere en ¢ok atak yapabilen diflizyon
destekli oldukga etkili bir oksidandir. Singlet oksijen ¢iftlesmemis bir elektrona sahip
olmadig i¢in serbest radikal degildir. Ancak oksijenin oldukea yiiksek reaktif formudur.
Diger radikallerle kolayca etkilesebilen ve iki ¢iftlesmemis elektrona sahip olan
molekiiler oksijen tarafindan olusan siiperoksit anyonlari, DNA, lipid ve protein gibi
biyomolekiillere ataklar yapabilen reaktif oksijen tiirleridir (Halliwell 1994, Gutteridge
1995, Pala ve Tabakg¢ioglu 2007, Suksrichavalit ve ark. 2009).
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Antioksidan savunma sistemi ile hidrojen peroksit ve hidroksil reaktif oksijen
tiirlerinin iiretimi arasindaki dengenin bozulmasi doku hasarina neden olan oksidatif
stresi olusturur. Biyolojik sistemlerde bulunan siiperoksit ve hidroksil radikalleri
oksidatif streste onemli bir rol oynar. Oksidatif stress, reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi
ile antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin  bozulmas: olarak
tanimlanmaktadir. Bu nedenle lipid peroksidasyonu miktar1 doku hasarmin en 6nemli

belirtisidir (Gutteridge 1995, Day 2009, Diaz ve ark. 2009).

Viicudu serbest radikal hasarindan koruyan antioksidan savunma sistemi,
antioksidan enzimler ve antioksidan vitaminlerden olusur. Serbest radikaller fizyolojik,
patolojik ve de dis kaynaklara maruz kalma sonucunda iiretilmektedir. E vitamini hiicre

membranin1 serbest radikal kaynakli peroksidatif hasarlardan korur (Dogru-Pekiner

2003).

ROS, hayati éneme sahip genetik materyallere (DNA’ya) ataklar yaparak
anormal hiicre olusumuna neden olur. Serbest radikallerle etkileserek zincir
reaksiyonunun bitirilmesini saglayan, serbest radikalleri kontrol altinda tutabilen, hayati
molekiillerin zarar gérmelerini engelleyen veya olusan oksidatif stres kaynakli hasari
ortadan kaldiran koruyucu maddelerin varligi sayesinde serbest radikal iiretimi birbirini
dengede tutulmaktadir. Serbest radikallerin sebep oldugu hiicre hasariin antioksidanlar
tarafindan onarilmasiyla hiicresel hasarin onlenmesi Sekil 1.4’te gosterilmektedir.
Serbest radikal iiretimi dengede oldugunda viicuda faydasi, denge ortadan kalktiginda
da zarar1 bulunmaktadir. Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar sonucunda
olusan (kanser, kardiyovaskiiler ve katarakt gibi hastaliklar1) hasarlar1 6nleyen, serbest
radikalleri etkisizlestiren ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere antioksidan
denilmektedir (Ames ve Shigenaga 1992, Elliot 1999, Pala ve Tabakgioglu 2007, Valko
ve ark. 2007).
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Sekil 1.4. Serbest radikal hasarmin onarilmasi (URL-1)

Besinlerin islenme ve saklanmalari sirasinda oksidasyonun olusmaktadir.

Uriiniin tat ve kokusunun oksidasyon ile bozulmasini onlemek amaciyla sentetik

antioksidan (biitillenmis hidroksitoluen, BHT ve biitillenmis hidroksianisol, BHA, vb.)

maddeler kullanilirken, icecek {irlinlerinde herhangi bir bozulmayr o6nlemek i¢in

askorbik asit yaygin olarak kullanilmaktadir (Biggar 1975, Halliwell ve ark. 1995).

Antioksidan bilesikler, serbest radikallerin dis yoriingesindeki elektron

eksikligini gidererek serbest radikalin nétrlestirilmesini saglamasi  Sekil 1.5°te

gosterilmistir. Boylece serbest radikallerin, hiicrede hayati 6neme sahip molekiillere

elektrofilik ataklar yaparak hiicresel hasarin olusmasi engellenmektedir.
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Antioksidan Ciftlesmemis Elektron

Serbest Radikal
Sekil 1.5. Antioksidan bilesigin serbest radikale elektron vermesi sonucu serbest radikalin
notrlestirilmesi (URL-2)

Molekiillerin, oksijen ile oksitlenmesi sonucu oksijen molekiiliiniin kendisi
serbest radikal formu alir. Molekiiler halde bulunan oksijen, oksidasyon basamaklarinda
azaldike¢a (indirgendikge) H,0, olusur. Oksijene direkt olarak iki elektron transferiyle
H,0, iiretilir. istenmeyen H,0, katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (Selenyum iceren)
ve diger peroksidazlar yardimiyla hiicrelerden atilir (Gutteridge 1995, Stuehr ve ark.
2001, Yildirimkaya 2003, Kog 2007).

Bu nedenle dogal veya sentetik, endojen ve ekzojen antioksidanlar yardimiyla
insan dokularint ve besin lipidlerini serbest radikallere kars1 korumak gerekmektedir.
Antiradikal antioksidanlar lipid radikallere hidrojen vericisi olarak hareket eder (Ames
ve Gold 1991, Bondet ve ark. 1997).

Ayrica serbest radikaller;

. O, e 20,” Siiper oksit radikali olusumu
1. 20, 2¢ + 2H" 2H,0,  Hidrojen peroksit olusumu
. H,0, e+H o 20H Hidroksil radikaline déniisiimii
IV. OH e +H" H,0 Su molekiiliiniin olusumu

V. H»0, Katalaz/SOD H,O + O, Su ve Oksijen molekiiliiniin olusumu

yoluyla etkisizlestirilmektedir (Blokhina ve ark. 2003, Winkler ve ark. 2007).

Antioksidanlar kendi elektronlarini serbest radikallere vererek serbest radikalin

elektron kazanmasini saglar. Boylece hiicreye atak yapma gereksinimini ortadan
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kaldirarak oksidasyon zincir reaksiyonu kiran antioksidan oOzellikli komplekslerin
serbest radikallere proton vererek onlar1 elimine eden potansiyel ilaglar olarak kabul

edildigi belirtilmistir (Colak ve ark. 2010).

Fakat normal aerobik metabolizma siiresince Kkesintisiz iiretilen ve c¢esitli
biyolojik antioksidanlar tarafindan giivenli bir sekilde uzaklastirilan reaktif oksijen
tirleri (ROS)’ne karsi antioksidan koruma higbir zaman %100 etkili olmadigindan
dolay1 savunma sistemi hasari 6nlemede yeterli olamamaktadir. Bu nedenle antioksidan
takviyesi veya antioksidan iceren besinler oksidatif hasarin azaltilmasinda insan
viicuduna yardimci olarak kullanilabilir (Gutteridge 1995, Colak ve ark. 2010,
Rumzhum ve ark. 2012).

1.3.Mutajenite

Bir organizmanin hemen hemen her karakteri mutasyonla degisebilir. Mutasyon,
genomun niikleotid baz dizilimlerinde meydana gelen kalitsal degisikliklerdir.
Genomunun niikleik asit dizisinde meydana gelen kalitsal degisiklikleri tagiyan
organizmalar mutant, ¢esitli kimyasal, fiziksel ve biyolojik maddeler mutasyon sikligini

arttirdig1 i¢in mutasyon indiikleyici olan bu maddeler mutajen olarak adlandirilirlar.

Mutajenler, DNA’y1 ¢ok farkli sekillerde degistirebilen bdylece mutasyon

oranini artiran kimyasal, fiziksel ya da biyolojik ajanlardir.

Biitiin organizmalarda hiicreleri ve genetik materyali yabanc1 maddelerin zararl
etkilerine kars1 koruyan sistemler mevcuttur. Viicuda giren yabanct maddeler
memelilerin karaciger enzimleri ile metabolize olurlar. Ancak dogrudan kanserojen olan
maddeler veya memelilerdeki biotransformasyon sonucunda olusabilen elektrofilik
Ozellige sahip ara triinler, DNA’ya yapacaklar1 ataklar sonucunda meydana gelen baz
degisimleri onarilabilir, onarilamazlar veya yanlig onarilabilirler (Ames ve ark. 1973a,

Suksrichavalit ve ark. 2009).

Birgok gidanin daha uzun stireli kullanimin1 amaglayan besin katki maddeleri
endiistrisindeki hizli gelismeler nedeniyle her gecen giin yeni bir kimyasal maddenin
ortaya ¢ikmakta ve bu da giinlik hayatimizda ¢ok daha fazla potansiyel mutajenlere

maruz kalmamiz anlamina gelmektedir.
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Bir¢ok yeni sentetik kimyasal yasamimiza her gecen giin daha fazla girmekte ve

tip, besin ve kozmetik alanlarinda giinliik yasantimizin bir parcasi haline gelmektedir.

Bundan dolay1 kimyasal maddelerin mutajenik aktivitelerini belirlemede memeli
deneylerinden daha kisa siirede sonug¢ verebilen, daha diisiik maliyetli mutajenite test
sistemleri gelistirilmesine neden olmustur. Ciinkii kimyasal maddelerin mutajenik
etkisini gézlemlemek icin deney hayvanlarinin kullanimi hem pahali hem de sonucun

belirlenmesi zaman almaktadir. (Ames 1973).

Bazi mutasyonlar bulunduklar1 organizmaya bazi avantajlar sagladigindan dolay1
secilebilir karakterdedir. Ciinkii atasal susun yasamasina imkan vermeyen ve onlari
Oldiiren belli bir antibiyotik konsantrasyonunda antibiyotige direngli olan mutant
yasayabilmekte ve bu nedenle secilebilmektedir. Uygun ¢evresel kosullarin olusturarak,
secilebilir mutantlar1 belirlemek ve izole etmek ¢ok daha kolay oldugu literatiirlerde

belirtilmistir (Dale ve Park 2004).

Mutant suglarin  kullanildigi bu test sisteminde dogal veya sentetik test
bilesiklerinin DNA’ya etkilerini ve kanserojen etkiye sahip olma potansiyellerini
belirlenmesi sonucunda bilesigin organizmanin kalitiminda herhangi bir degisiklik

yapip yapmadiginin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmaktadir.

Bir¢ok mutajenik madde ayni zamanda insan veya diger hayvanlarda kanser

olusturabilen karsinojenik olabildigi i¢in bu tarama testi, kanser ile de yakindan ilgilidir.

Dogal veya sentetik bilesiklerin mutajen etkisi DNA’da meydana gelen
hasarlarin kanser olusumunun en biiylik nedenlerinden biri oldugu bilinmektedir. Bu
yiizden esey (germ) hiicrelerindeki DNA hasar1 daha sonraki nesilde goriilecek genetik
diizensizlikler olarak gozlemlenebilir. Ancak viicut (Somatik) hiicrelerdeki DNA hasari
ile olusan mutasyonlar normal hiicre ¢ogalmasini 6nleyen ve koruyan DNA kodlarini
degistirerek hiicre mekanizmasinin bozulmasima ve kanserlesmeye oOnciiliik eden
kanserli hiicrelerin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir (Ames ve ark. 1973b, Ames ve
Gold 1991).

Mutajenik bir maddenin ayni zamanda mutlaka karsinojenik bir madde olmasi
gerekmez. Ancak iki durum arasinda paralellik olmasi, bakteri sisteminde mutajenik

olan bir maddenin tehlikeli olma olasiligini ortaya koymaktadir (McCann 1975b).
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Maron ve Ames (1983) kimyasal kanserojenlerin saptanmasina onciiliik
etmislerdir. Bu amagla Bruce Ames ve arkadaslari, bakteri mutantlarin1 kullanarak
cevrede bulunan ve zararli kimyasal madde olma potansiyeli tasiyan maddeleri
belirleyebilecek Salmonella mutajenite test yontemini gelistirmislerdir. Bu yontem
genis bakteri popiilasyonlarinda segilebilir mutantlarin  gézlenmesinde oldukga
hassastir. Bu nedenle bakteriler, cesitli kimyasallarin potansiyel mutajenik etkilerini

belirlemede bir tarama araci olarak kullanilabilmektedir.

-Salmonella/Mikrozom Mutajenite Testi

Diinya genelinde yaygin olan Ames Salmonella test sistemi kanseri degil,
mutasyonu indiikleyen kimyasallar1 6lgme yetenegindedir. Bu nedenle Salmonella testi
ile alinan pozitif sonuglar genlerde mutasyonu indiikleyen kimyasallarin bir dl¢timiidiir

(Maron ve Ames 1983, Mortelmans ve Zeiger 2000, Vedmaurthy ve ark. 2011).

Hayvanlarda kanserojen olan maddelerin yaklasik %90’1, bakterilerde mutajen
oldugu belirlenmistir (McCann 1975b).

En yaygin kullanilan kisa zamanli test sistemlerinden biri Salmonella/ mikrozom
testidir. Bu test sistemlerinin herhangi birinde veya genetik etkileri belirlemede
kullanilan diger testlerde, pozitif bir reaksiyona sebep olan herhangi bir ajan (kimyasal
bilesik) genotoksik madde olarak tanimlanabilir. Cogu kanserojenlerin mutajen
olduklar1 ve mutajenite goriintiileme testlerinin bircok kimyasal kanserojeni belirlemede
memeli testlerinden daha ucuz ve daha kisa siireli oldugu McCann ve Ames tarafindan
belirtilmistir (Ames ve ark. 1973b, Ames 1979, Alanyal1 ve ark. 2011).

Boylece fazla zaman harcanarak yapilan deney hayvanlar1 {izerindeki
denemelerin yerine az zamanda daha fazla parametre ve farkli degerlerde denemelere

onculiik etmektedir.

Ames test sisteminde hizli ve hassas sonuclarin alinmasi bir¢cok dogal ve sentetik
bilesigin daha dnceden kanserojen derecelerinin tespit edilmesine olanak saglamaktadir.
Bu nedenle Ames test sistemi kanseri 6nleme galismalarinda olduk¢a 6nemli bir yere
sahiptir (McCann ve Ames 1976).

Ames testi kanseri 6nleme amacl ¢aligmalarda olduk¢a dnemli bir yere sahip

oldugu gibi insanlarin maruz kaldigi ¢evresel kanserojenleri ve mutajenleri belirleyip
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kullanimlarint minimize etme &zelligini de bulundurmaktadir. Ayrica bu test sistemi
sayesinde hayvansal kanserojenite testlerinin yapilamadigi durumlarda bile kullanilmasi

bu testin yaygin olmasindaki asil etmenlerden biridir.

Yeni sentezlenen bilesikler, mutajenite bakimindan rutin olarak test edilerek not
alinmaktadir. Boylece bir ilacin mutajenik oldugunun tespiti durumunda mutajenik
olmayan daha etkili ve giivenilir yeni formlar tiiretilir (Bueding 1975, Hartman ve
Hulbert 1975).

Son olarak test suslarina ilave edilen R-plazmidi ile test sisteminin hassasiyeti

arttirtlmis boylece ¢ok sayida kanserojenin tespiti yapilmistir (McCann ve ark. 1975a).

Kisa-zamanli bakteriyel geri-doniisimlii mutasyon deneyi olan Ames
Salmonella/mikrozom mutajenite (Salmonella test; Ames test) testi histidin
operonundaki cesitli genlerinde farkli mutasyonlar tagiyan histidin-bagimli Salmonella
suslar1 tizerinde uygulanir. Salmonella test suslar1 eser miktarda histidin igeren minimal
agar plaklari iizerinde gelistifinde sadece geri donen bakteriler histidin-bagimsiz (his")
koloni olustururlar. Her bir plaktaki kendiliginden geri dénen koloni sayilar1 birbirine
yakin degerdedir. Ancak bir mutajen plaga eklenince her bir plaktaki doza-bagimli geri

donen koloni sayilari da artar (Mortelmans ve Zeiger 2000).

-Mutant Bakterilerin Kullanmilmasi
1- Antibiyotige direnclidir (R-faktor)

2- Okzotroflar (His", Bio’). Cesitli biiylime faktorlerine ihtiyag

duyarlar.

3- Hiicre duvarinin lipopolisakkarit tabakasini kodlayan Rfa ve DNA

onarim sisteminde gorevli olan UvrB genlerinde mutasyonlar olusturulmustur.

Direncli mutantlar herhangi bakteri tiiriinden elde edilebilir. Ancak ikinci ve
liciincli tipler basit olarak tanimlanan besi yerlerinde c¢ogaltilmadan kolayca izole
edilemezler. Ornegin dogal tip bakteri inorganik tuzlar, enerji ve karbon kaynagi olarak
glukoz, azot kaynagi olarak amonyum iyonlari igeren minimal besi yerinde ¢ogalabilir.
Fakat histidin okzotrof bakteri bu besi yerinde ¢ogalamaz. Ciinkii ek olarak histidine
ihtiya¢ duyacaktir. Ancak parental sus da histidin bulunan besi yerinde ¢ogalabilecektir
(Dale ve Park 2004).
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Fakat sadece okzotroflarin cogalabilecegi bir besi yerinin olmasi imkansiz
oldugu icin bunu tersine doniistiirmek daha kolay olacaktir. Maron ve Ames (1983)’e
gore, histidin bulunmayan besi yerinde okzotrof bakteri de ¢ogalamayacaktir. Bu iki
besi yerinde olusan koloniler karsilastirma yoluyla elenerek okzotrof olan bakteri
kolonileri belirlenir. Bu islemler mutantlarin antibiyotiklere karsi direngliliklerini ve
UV radyasyonuna maruz birakildiktan sonra mutant bakterilerin geri doniis sayilarini
belirlemek i¢in de uygulanir. Kolonilerin tiimii master plaklarla karsilagtirilir ve

alinacak koloniler belirlenir.

UV radyasyonu sonucu ayn1t DNA zinciri tizerinde bulunan pirimidin dimerleri
arasinda kovalent baglanma meydana gelir. Bu pirimidin dimerleri replike olamamakta,
bu nedenle hasar onarilmazsa hiicre 6liime gider. Fotoliyaz adi verilen bir enzim
goriiniir 151k varliginda pirimidin artiklarin1 baglayan kovalent baglar1 kirarak orijinal
dogal baz sekansi haline getirir. Bu yiizden laboratuvarda mikrobiyal kiiltiirlere UV
mutajenezis uygulandiginda, UV uygulanmasindan sonra geri doniisii engellemek igin

kiiltiirleri 1s1ktan (folyo ile sararak) uzaklastirmak gerekmektedir (Dale ve Park 2004).

-Mutantlarin Genetik Ozellikleri: Tarama ve Secme

His™ : Her bir test susunda DNA’daki tek bir bazin degismesi, (¢ikmasi veya
eklenmesi) histidin operonunun farkli bolgelerinde ¢ergeve kaymasi mutasyonlar
olugsmaktadir. Bu suslarin yardimi ile test bilesiklerinin hangi tiir mutasyona neden

oldugu ortaya ¢ikarilabilir (Ames ve ark. 1973b).

Bio” : uvrB geninin kesilerek uzaklagtirilmasi esnasinda teknik nedenlerden
dolay1 bu delesyonun biyotin (vitamin H denilen biyotinin sentezinden sorumlu) genine

kadar uzandig belirtilmistir (Ames ve ark. 1973b, Maron ve Ames 1983)

rfa mutasyonu: Mutajenlerin hiicreye giriste karsilastiklar1 bakteri hiicre
membranindaki ilk engel lipopolisakkarit yapidir. Ancak lipopolisakkarit yapi, bakteri
suslarinda hiicre duvarinin lipopolisakkarit tabakasini kodlayan rfa geninde meydana
getirilmis bir mutasyon ile agilmistir. Hiicre duvarindaki bu mutasyon ile normalde
hiicre zarindan gegemeyen biiyiilk molekiillerin hiicre icine girebilmesi saglanmig
bdylece mutajeniteye olan hassasiyeti arttirillmistir. Bu mutasyon kristal viyole

duyarliligr ile test edilir (Ames ve ark. 1973b).
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uvrB mutasyonu: Bu mutasyona sahip suslarda uvrB (DNA onarim
sistemindeki kesip ¢ikarma gorevini iistlenen enzimi kodlayan) genindeki delesyon

sonucu enzim goérevini yapamaz hale getirildigi belirtilmistir (Maron ve Ames 1983).

R-Faktorii: Mutajenlerin daha hassas bir sekilde tespit edilebilmesi i¢in TA98
ve TA100 suslarina ampisilin direng geni tasiyan pkM101 plazmidi (R plazmidi)
aktarilarak tiliretilen bu yeni suslar test sisteminin hassasiyetini biiyiik oranda arttirmasi
sonucunda birgok mutajenin ve kanserojenin tespitinde kullanildigi ifade edilmistir
(Ames ve ark. 1973a, McCann ve ark. 1975a, Levin ve ark. 1982).

Ames testi kanseri dnleme amagli ¢aligmalarinin tek amaci insanlarin maruz
kaldig1 cevresel kanserojenleri ve mutajenleri belirleyip kullanimlarini minimize

etmektir.

-S9 Aktivasyon

Ancak mikroorganizmalar ve memelilerdeki detoksifiye edici enzim
farkliliklarindan dolayr Salmonella test sisteminde memelilerdeki biyotransformasyon
olaylarinin benzerini olusturabilmek i¢in rat karaciger enzim karigimi iceren metabolik
aktivasyon sistemi elde edilmeye c¢alisilmistir. Bu karigimin kullanilmasiyla 6nceki
calismalarda mutajenik aktivitesi gézlenmeyen bir¢ok ajan, metabolik aktivasyonu (S9
karisimi) igeren test sistemi ile pozitif yani gii¢lii mutajenik aktivite verdigi gozlenmistir
(Ames ve ark. 1973Db).
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2. KAYNAK OZETLERI

-Gecis Metal Kompleksleri

Orbitallerinde (elektron yoriingeleri) bos yer olan merkez atomu (bir metal
atomu (M) veya iyonu), iizerinde verebilecegi &-¢ifti i¢eren (iyon veya molekiil olan)
ligandlarla (L) koordinasyon bagi ile baglanarak koordinasyon bilesigi veya kisaca
kompleksleri olustururlar. Koordinasyon bilesiklerinin ¢ogu renkli ve katalitik

ozelliktedir.

-Gecis Metal Komplekslerin Kullanim Alanlari

Mangan (gegis metali) sanayide, kuru-hiicre pillerinde, camlarda, seramiklerde,
boyalarda, pigmentlerde, toprak ve gida takviyelerinde, 100 yildir tipta ve kanser ve
sakatliklarda kullanilmaktadir (Gerber ve ark 2002).

Platin-bazli kemoterapi kombinasyonu halen bile 6zellikle testis, yumurtalik ve

kiigiik hiicre akciger kanserleri solid tiimorlerinde uygulanmaktadir (Tripathi 2009).

Palladyum ve alasimlar1 (petro)kimyada, otomotiv endiistrisinde, elektronik ve
elektrik teknolojisinde, discilikte kullanilir. insanlar palladyuma dis uygulamalariyla,
miicevherlerle ve besinlerle maruz kalmaktadir. Palladyum, besinlerden ortalama 2
ug/giin olarak alinmaktadir. Palladyuma oral yolla dis alasimlariyla, deri yoluyla
palladyum igerikli miicevherlerle direkt olarak temasta bulunulmaktadir. Son
zamanlarda palladyuma maruz kalan c¢alisanlarla ilgili herhangi bir bilgi rapor
edilmemistir (WHO 2002).

-Gecis Metal Komplekslerin Etkileri

Palladyum bilesiklerinin niikleik asitlere olan affinitesi bir¢ok ¢alismayla
belirtilmistir. Palladyum bilesikleri in vitro izole DNA ile etkilesebilir. Biri hari¢ ¢ogu
palladyum bilesiklerinin in vitro bakterilerle veya memeli hiicreler mutajenite (Ames
test/Salmonella typhimurium) testlerinde negatif sonuglar vermistir. Palladyum iyonlari
in vivo ve in vitro’da goriilen en onemli hiicresel fonksiyonlari inhibe edebilme

yetenegine sahiptir. DNA/RNA biyosentezi en hassas hedeftir. Ayrica birkag palladyum
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bilesikleri antiviral, antibakteriyel ve/veya fungisidal 0&zelliklere sahip oldugu
bulunmustur (WHO 2002).

Cu(Il) kompleksleri fizyolojik kosullarda kolay oksitlenebilmesi sayesinde iyi
bir niikleaz gibi hareket eder (Khan ve ark. 2009).

Bir liganda en az bir ge¢is metalinin baglanmasi sonucu gegis metal kompleksi
olusur. Literatiirlerdeki bilgilere gore ligandlara baglanmis gecis metallerin olusturdugu

kompleksler ligandin sahip oldugu aktiviteyi hem arttirmakta hem de hizlandirmaktadir.

Koordinasyon bilesikleri siiper oksit (O,) anyon radikallerinin dismutasyon
katalizleyicisi gibi hareket edebilir (Patel ve ark. 2010).

Metal kompleksleri ligandlarla karsilastirildiginda ana ligandlara gore daha fazla
antimikrobiyal ve antiamoebik aktivitelere sahip olduklar1 ortaya ¢ikarilmistir (Mamba
ve ark. 2010, Sharma ve ark. 2010, Sharma ve ark. 2011).

Metal Kompleksi

Sekil 2.1. Metal kompleks yapisinin basit goriiniimii (M: Metal, L: Ligand) (URL-3)

Komplekslerin serbest liganda gore arttirilmis antifungal ve antibakteriyel
aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir. Elde edilen antimikrobiyal goriintiileme bilgileri
yardimiyla komplekslerin daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ortaya
cikarilmistir (Raman ve ark. 2011). Ayrica Colak ve ark. (2010) tarafindan ICsg
degerlerine gore komplekslerin serbest radikalleri elimine edebilecek potansiyele sahip

olduklar1 ifade edilmistir.
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Bakir, bazi enzimlerin kofaktoridir. Bakir, elektronlar1 alir-verir ve
dismutasyon, hidroksilasyon ve oksijenasyon reaksiyonlarinda rol oynar. Antioksidan
savunma sisteminde bulunan siiper oksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi
intraselliiler antioksidanlarin aktif merkezinde de metal iyonlar1 bulunmaktadir

(Gutteridge 1995, Yildirimkaya 2003).

Ayrica Mamba ve ark. (2010)’a gore cesitli terapdtik ilaglari arasinda seg¢im
yapilirsa, segilecek antifungal ilaglarin diger faktorleri arasinda uzun etkililik siiresi de
olmalidir. Var olanin yerine yeni bilesik eklemek i¢in, ¢ok daha diisiik

konsantrasyonlarda daha giiclii inhibitor aktivite gostermelidir.

Aslan ve ark. (2011) tarafindan yapilmis c¢alisma sonucunda biitiin
komplekslerin tiim test bakterilerine karsi giiglii inhibisyon gostermis oldugu, bu yiizden
de bu bilesiklerin endiistriyel uygulamalarda kullanilmasinin tavsiye edilebilecegi ifade

edilmistir.

Hatta bazilar1 giiclii antibiyotiklerle yarigsacak kadar yiiksek aktivite
gosterebilirler. Ciinkii Guerra ve ark. (2005)’a gore tetrasiklinin Pd(II) kompleksi
duyarli iki Escherichia coli'nin ve 16 kat daha giglii Escherichia coli

HB101/pBR322’nin gelisimlerini inhibe etmede tetrasiklin kadar etkili olmustur.

Inorganik kompleksler birgok terapotik amagla uzun zamandir kullanilmaktadir.
Belki de inorganik bilesikler (6rnegin metal kompleksler) toksiktir diye ve boyle bir
bilesigin kontrollii kullanilmas1 bazi biyolojik islemleri baskilayabilir diisiincesinden

dolay1 kullanilmis veya denenmistir (Bakhtiar ve ark. 1999).

Inorganik kimyanm tipta kullanilmasi ve uygulanmasi biiyiimeye devam
etmektedir. Kullanim yerleri olarak metal iyon hastaliklari, hedef metalloproteinlere ve
organellere kars1 kullanilan metal bazli kemoterapatik ilaglar ve tiptaki radyoizotoplari
kapsamaktadir (Farrell 2002).

Yapilmis deney sonucunda altt yeni Au(l) komplekslerin antimikrobiyal
aktiviteleri oldugunu bildirmistir. Ancak antibakteriyel etki mekanizmasinin
bilinmedigini belirtmistir (Ozdemir ve ark. 2004). Fakat molekiiller arasi etkilesim

yaparak lipofilik yan zincirleri bozdugu ve bdylece bakteriyel hiicresinin g¢ift tabakali
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hiicresel membranini birbirinden ayirmasina neden oldugu diisiiniilmektedir (Ozdemir

ve ark. 2010).
2.1.Gecis Metal Komplekslerinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Sharma ve ark. (2011) tarafindan benzothiazoline ligandina ait bir seri
Palladyum(Il) ve Platin(Il) kompleksleri sentezlemislerdir. Sentezledikleri ligand ve
komplekslerin antimikrobiyal aktivitelerini Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Fusarium oxysporum ve Alternaria alternata mikroorganizmalar1 iizerinde
incelenmistir. Metal komplekslerin, ligandlara gore daha fazla antimikrobiyal aktiviteye

sahip olduklar1 ortaya ¢ikarilmistir.

Sharma ve ark. (2010) tarafindan  3-acetyl-2,5-dimethylthiophene
thiosemicarbazone ve 3-acetyl-2,5- dimethylthiophene semicarbazone ligandlarina ait
Pd(Il) ve Pt(I) kompleksleri sentezlenmistir. Hem ligandlarin hem de onlarin
komplekslerinin antimikrobiyal aktiviteleri Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Fusarium oxysporum ve Rhizopus nigricans mikroorganizmalari iizerinde denenmistir.
Sonug olarak; kompleksler, ana ligandlarla karsilastirildiginda daha iyi antimikrobiyal
ve antiamoebik aktiviteler gostermistir. Ayrica bilesiklerin konsantrasyonlar1 arttikga

fungi ve bakterilerin gelisimleri 6nemli oranda inhibe edildigi belirtilmistir.

Mamba ve ark. (2010) tarafindan yapilan g¢alismada, cyclohexylamine-N-
dithiocarbamate ligandinin ve onun metal komplekslerinin in vitro antibakteriyel
aktiviteleri Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus ve antifungal aktiviteleri
Aspergillus flavus, Aspergillus carbonarius, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus
mikroorganizmalar1 {lizerinde incelenmistir. Metal kompleksleri, ana ligandlara gore
daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gostermistir. Genellikle Zn kompleksleri bakteri
gelisimi tizerinde etkili olmus ve 50 pg/ml konsantrasyonunda genis spektrumlu
bakterisidal aktivite gostermistir. Ni kompleksi 100-400 pg/ml konsantrasyonunda fungi

gelisimi lizerinde daha etkili olmustur.

Colak ve ark. (2010) tarafindan yeni oxime-type ligandlarin bazi homo- ve

heteroniiklear Cu(Il) ve Ni(Il) komplekslerinin antimikrobiyal potansiyelleri
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Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Yersinia pseudotuberculosis, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus, Candida glabrata, Candida tropicali mikroorganizmalar1 iizerinde
denemislerdir. MIK (Minimum Inhibitér Konsantrasyonu) sonuglarina gore,
komplekslerin ~ ortalama  degerde  antimikrobiyal  aktivitesinin  oldugunu

gozlemlemisglerdir.

Raman ve ark. (2011) tarafindan 3-4-dimethoxybenzylidene-4-aminoantipyrinyl-
4-aminoethylphenol ve bir seri gegis metal kompleksleri dizayn edilmis ve
sentezlenmistir. Sonuglar metal(Il) komplekslerinin DNA’yla mindr oluk yoluyla
baglanarak etkilestigini ortaya c¢ikarmistir. Etkilesim jel elektroforezi yardimiyla
incelenmistir. Test bilesiginin antimikrobiyal aktivitesi Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus epidermis, Klebsiella
pneumoniae ve antifungal aktivite Aspergillus niger, Fusarium solani, Curvularia
lunata, Rhizoctonia bataicola ve Candida albicans mikroorganizmalari {izerinde
denenmistir. Kompleksler serbest liganda goére arttirilmis antifungal ve antibakteriyel
aktiviteler gostermistir. Antimikrobiyal goriintiileme bilgileri komplekslerin daha

yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Spera ve ark. (2011) tarafindan S-allyl-L-cysteine(deoxyalliin) ve onun Pd(Il)
kompleksinin antibakteriyel aktiviteleri disk difiizyon yontemi kullanilarak
antibiyogram deneyi ile degerlendirilmistir. Pd(II) kompleksi Gram (+) pozitif
Staphylococcus aureus, Gram (-) negatif Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa
bakteri hiicreleri tizerinde etkili bir antibakteriyel aktivite gostermistir. Sonug olarak
inhibisyon zonlar1 Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa bakterilerinin

palladyum(11) kompleksine daha duyarli olduklarini géstermektedir.

Mishra ve ark. (2007)’na gére bazi yeni Platin(IV) ve Palladyum(ll) thiodiamine
kompleksleri sentezlenmistir. Bu komplekslerin in vitro antifungal ve antibakteriyel
aktiviteleri Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus ile Aspergillus niger ve Gram (-)
negatif Escherichia coli mikroorganizmalar1 iizerinde goézlenmistir. Standart
antibiyotikle karsilastiritlmalari sonucunda komplekslerin iyi aktiviteye sahip olduklari

belirlenmistir. Bu nedenle sitotoksik aktiviteleri de test edilmistir.
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Kovala-Dmertzia ve ark. (2001) tarafindan 2-acetyl pyridine thiosemicarbazone
ligandina ait yeni platin komplekslerinin bir serisi sentezlenmistir. Yeni platin(Il)
kompleksleri ve ilgili palladyum(ll) komplekslerinin antibakteriyel ve antifungal
etkileri in vitro olarak patojenik mikroorganizmalar olan Gram (+) Staphylococcus
aureus ve Gram (-) Escherichia coli bakterileri ve Candida albicans maya tizerinde
calistlmigtir.  Komplekslerin  Gram (+) bakteriler {izerinde tamamiyla letal etki
gosterdigi, ancak Gram (-) bakteriler iizerinde bakterisidal etki gostermedigi rapor

edilmistir.

Aslan  ve ark. (2011) tarafindan  sentezlenmis  salicylaldehyde
benzenesulfonylhydrazone ligandi ve onun Ni(ll), Pd(Il), Pt(ll), Cu(ll), Co(ll)
kompleksleri disk difiizyon yontemi kullanilarak Gram (+) pozitif Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Staphylococcus
epidermidis, Enterobacter aerogenes ve Gram (-) negatif Pseudomonas fluorescens,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Candida
albicans mikroorganizmalarina karst in vitro antimikrobiyal ajanlar olarak
uygulamisglardir. Biitiin bakteri ve fungus calismalarinda kimyasal zon c¢aplari ile bazi
antibiyotikler karsilagtirilarak goriintiilemislerdir. Sonug olarak biitiin kompleksler tiim

test bakterilerine kars1 gii¢lii inhibisyon gosterdigi ifade edilmistir.

Castello ve ark. (2011) tarafindan yapilmis calismada methionine sulfoxide
(MetSO)’li  yeni sentezlenmis platin(Il) kompleksinin antibakteriyel aktivitesi
antibiyogram deneyi yardimiyla disk diflizyon yontemi kullanilarak degerlendirilmistir.
Yapilmis olan bu calismada ii¢ referans bakteri (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923)
kullanilmistir.  Platin(Il) kompleksi Gram (-) negatif Pseudomonas aeruginosa

bakteriyel hiicrelerine kars1 antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu gézlenmistir.

Guerra ve ark. (2005) tarafindan tetrasiklin ailesinin {i¢ antibiyotigine
(tetrasiklin, doksisiklin ve klortetrasiklin)  baglanmis  Pd(Il) kompleksleri
sentezlenmistir. Bu {i¢ komplekslerin bakterilerin gelisimleri {izerindeki tetrasikline
duyarlilik ve direnglilikleri calisilmistir. Tetrasiklinin Pd(II) kompleksi duyarli iki
Escherichia coli’nin ve 16 kat daha gii¢lii Escherichia coli HB101/pBR322 bakterisinin

gelisimlerini inhibe etmede tetrasiklin kadar etkili oldugu bulmuslardir.
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Prathima ve ark. (2010) tarafindan benzyloxybenzaldehyde-4-phenyl-3-
thiosemicarbazone ligandina baglanmig Cu(Il) ve Ni(Il) kompleksleri hazirlanmistir.
Ligand ve onun metal komplekslerinin biyolojik etkileri in vitro olarak test edilmistir.
Antibakteriyel aktiviteleri Gram (-) negatif (Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae)
ve Gram (+) pozitif (Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis) bakterilerine karsi
incelenmistir. Hazirlanmis metal komplekslerinin aktivitesi ana ligandin aktivitesinden
daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gostermistir. Serbest ligandin ve onun metal(II)
komplekslerinin in vitro antioksidan aktiviteleri de incelenmistir. Sonug olarak ligand
aktivitesi metal(Il) komplekslerin aktivitesinden daha yiiksek antioksidan aktivite

gostermistir.

Suda ¢oziinebilen Ru(Il)-arene kompleksleri sentezlenmis ve antimikrobiyal
ozellikleri Allardyce ve ark. (2003) tarafindan degerlendirilmistir. Antibakteriyel
aktivite Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa antifungal aktivite
de Candida albicans, Cladosporium resinae ve Trichophyton mentagrophyte iizerinde
denenmistir. Bu bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerinin DNA’ya bagli olmadiginin
goriildiigi bildirilmistir. Fakat proteinlerle spesifik etkilesimleriyle alakali olabilecegi
belirtilmistir. Ayrica Ru(Il) komplekslerinin Polio viriislerinin gelisimlerini inhibe ettigi

ancak insan hiicrelerinin gelismesi tizerinde etkili olmadig1 rapor edilmistir.

Cok etkili yeni antimikrobiyal ajanlar olarak Fe, Co, Ni ve Cu komplekslerinin
antimikrobiyal aktiviteleri Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhymurium, Candida albicans, Aspergillus fumigatus ve Penicillium
marneffei mikroorganizmalari iizerinde Siddiqgi ve ark. (2010) tarafindan denenmistir.

Sonug olarak komplekslerin 6nemli aktiviteler gosterdigi ifade edilmistir.

Zhang ve ark. (2010) tarafindan 8-(2-pyridinylmethylthio)quinoline ligandina ait
Cu, Cd, Zn, Ag gegcis metal komplekslerinin antimikrobiyal aktivitesi Gram (-) negatif
ve Gram (+) pozitif bakteriler tizerinde denenmistir. Kompleksler hem Gram (-) negatif

hem de Gram (+) pozitif bakteriler {izerinde etkili olmustur.

S ve N gibi ¢esitli verici atom ligandlarinin Pd(IT) kompleksleri antitimor ve
antiviral, antimalarial, antifungal ve antimikrobiyal aktiviteler gosterdigi Garoufis ve

ark. (2009) tarafindan rapor edilmistir.
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Ozdemir ve ark. (2004) tarafindan imidazolidin-2-lyidenes ligandinin alt1 yeni
Au(l) kompleksleri sentezlenmistir. Antimikrobiyal aktivite Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecalis tlizerinde

denenmis ve minimum inhibitor konsantrasyonu (MIK) degerleri belirlenmistir.

Ozdemir ve ark. (2010) tarafindan Ag(I)-n-heterocyclic carbene kompleksleri
hazirlanmis ve in vitro antimikrobiyal aktiviteleri Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve fungi Candida
albicans ve Candida tropicalis iizerinde gézlenmistir. Yeni komplekslerin bir seri

bakteri ve fungi lizerinde etkili antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 bulunmustur.
2.2.Gecis Metal Komplekslerinin Antioksidan Aktivitesi

Yeni oxime-type ligandlarin bazi homo- ve heteroniiklear Cu(Il) ve Ni(II)
komplekslerinin antioksidan etkileri DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radikal
stiplirme aktivitesi komplekslerin hidrojen atomu veya elektron verme yetenegi,
metanol-DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) ¢6zeltisinin mor renginin agilmasiyla
Olglilmistiir. ICso degerlerine gore kompleksler radikalleri elimine edecek potansiyele
sahiptirler (Colak ve ark. 2010).

Co(1II) ve Cu(IT) komplekslerin antioksidan (serbest radikal siiplirme, siiper 0oksit
radikal stiplirme) aktiviteleri gozlenmistir. Sonuglar sentetik antioksidanlar BHA ve
BHT ile karsilastirilmistir. Sonug olarak Co(II) ve Cu(Il) kompleksleri farkli diizeylerde
antioksidan aktivite gostermistir. Kompleksler dnemli serbest radikal siipiirme ve siiper
oksit anyon radikal siipirme aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Kompleksler

miikemmel siiper oksit radikal siipiirme aktivitesi gostermistir (Keskin ve ark. 2010).

Metal iyonlarinin bir¢ok biyolojik aktivitesi oldugundan dolayr metal-bazl
terapotiklerin gelisimini saglamistir. Ancak 6nemli yan etkileri ve ilaca karsi olusan
direnglilik, metal iyonlarinin Klinik olarak uygulamalarini sinirlamigtir. Platin
kompleksleri DNA’ya cisplatinden farkli baglanarak 6nemli farmakolojik 6zellikler
gosterir. Rutenyum ve Altin kompleksli antitiimdr aktiviteleri de kesfedilmistir. Diger
metal bazli terapotik bilesiklerin siiper oksit dismutaz mimikleri ve metal bazli NO

verici/stipliriicii 6zellikleri incelenmistir (Zhang ve ark. 2003)
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Suksrichavalit ve ark. (2009)’e gore SOD deneyinde Cu(Il) kompleksleri siiper
oksit dismutaz aktivite gosterdigi rapor edilmistir. Ayrica SOD aktivitesinin elektron

affinitesi ile ilgili oldugu belirtilmistir.

Prathima ve ark. (2010) tarafindan yapilmis ¢alismada benzyloxybenzaldehyde-
4-phenyl-3-thiosemicarbazone ligandina baglanmig Cu(Il) ve Ni(Il) kompleksleri
hazirlanmistir. Ligand ve onun metal komplekslerinin biyolojik etkileri in vitro olarak
test edilmistir. Serbest ligandin ve onun metal(II) komplekslerinin in vitro antioksidan
aktiviteleri de incelenmistir. Sonug olarak ligand aktivitesi metal(Il) komplekslerin

aktivitesinden daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Li ve ark. (2011) tarafindan iki yeni rutenyum kompleksi sentezlenmistir. Elde
ettikleri antioksidan aktivite sonucglarina gore her iki Ru(Il) komplekslerinin hidroksil

radikali (-OH) iizerinde iyi aktivite gdosterdigi rapor edilmistir.

Choudhary ve ark. (2011) tarafindan bir seri ge¢is metal kompleksleri (Fe(III),
Co(Il) ve Cu(Il)) sentezlenmistir. Komplekslerin serbest radikal siipiirme aktiviteleri
50-1000 pg/ml araligindaki konsantrasyonlarla kararli serbest radikal DPPH iizerinde

denenmistir. Biitiin kompleksler iyi antioksidan aktiviteleri gostermistir.

Liu ve ark. (2009) tarafindan iki yeni Cu(ll) kompleksleri sentezlenmistir.
Antioksidan aktivite hidroksil radikal ve siiper oksit siiplirme metodlar1 yardimiyla in
vitro olarak belirlenmistir. Sonugta kompleksler mannitol ve C vitamini gibi dogal
antioksidanlardan miikemmel antioksidan (OH) aktivite gozlenmistir. Bu kompleksler

potansiyel antioksidanlar olarak kullanilabilir oldugu ifade edilmistir.
2.3.Gecis Metal Komplekslerinin Mutajenite Aktivitesi

Yeni oxime-type ligandlarin bazi homo- ve heteroniiklear Cu(Il) ve Ni(Il)
komplekslerinin  DNA’ya baglanmast UV-Vis spektroskopi ile incelenmistir.
Komplekslerin iiglinlin interkalatif yolla, digerlerinin farkli mekanizmalarla DNA’ya

baglandig1 gosterilmistir (Colak ve ark. 2010).

Elde edilen sonuclar komplekslerin interkalatif moduyla DNA’ya bagladigim
ortaya koymustur. DNA-kesme calismalarinda metal komplekslerin standart ilaglara
kiyasla daha iyi yetenekte oldugunu gostermistir (Patel ve ark. 2010).
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Cu, Co, Ni, ve Zn gecis metal kompleksleri sentezlenmis ve DNA’ya
baglanmalar1 incelenmistir. Hem ligand ve hem de komplekslerin DNA’ya
interkalasyon yolla baglandigini ortaya koymustur. Bu bilesiklerin antitiimdr aktivitesi 4
kanser hiicre tipleri iizerinde test edilmistir. Sonug olarak DNA-baglanma affinitesi ile
ilgili oldugu disiiniilen Cu-L>Ni-L~Co-L>Zn-L>>L antitiimor aktivitesi gézlenmistir
(Jiang ve ark. 2010).

Be, Ga ve Sb bilesikleri ile Salmonella mutajenite deneyi yapilmistir. Ancak
hi¢bir bilesigin Salmonella tizerinde mutajenik aktivitesi bulunamamustir (Kuroda ve

ark. 1991).

Simdiye kadar sadece Cr(VI), Sn(II) ve platin antitiimdr bilesik cisplatin(Il) in
genotoksik oldugu gosterilmistir. (Lantzsch ve ark. 1997).

Gegis metallerinin koordinasyon bilesiklerinin genetik toksikolojisi cisplatin(II)
nin solid tiimorlerin terapisinde uygulanmasindan beri oldukga ilgi ¢ekmektedir. Bu gibi
bilesiklerin DNA ile reaksiyon dogasi bilinmemektedir. Rodyum(IIl)’'un birkag
koordinasyon bilesiklerinin bakteriyel deneylerde DNA-hasar1 aktivitesi ve mutajenitesi
icin test edilmistir. Sonug olarak rodyum(III) 1518a hassas kompleksleri onarim-eksikligi
bulunan bakteriyel suslar {izerinde aydinlik ortamda karanlik ortamdan daha toksiktir.
Boyle calismalarda DNA ile etkilesimin kimyasal o6zellikleri anlasilmis olacaktir.
Ayrica DNA-metal etkilesimi c¢aligmalar1 daha sonralar1 yeni antitiimdr ajanlarin

dizaynina yol agacaktir (LaVelle ve ark. 1986).

Mutajenik potansiyeli bulunan 16 metal tiirevleri ile yapilan ¢alismada sadece

iki Cr(VI) bilesigi giiclii mutajen oldugu gozlenmistir (Marzin ve ark. 1985).

Rutenyum(II) kompleksleri sentezlenmis ve DNA baglanmasi ile ilgili yapilmis
calismada plazmid DNA nin tek zincir kesigini arttirmistir (Ratanaphan ve ark. 2012).

Sentezlenmis Ru(IIl) komplesklerinin DNA baglanma ve kesme Ozellikleri
incelenmistir. Sonuclar komplekslerin DNA’y1 serbest ligandlardan daha hizli kestigini

ortaya ¢ikarmistir (Raja ve ark. 2012).
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21 farkli metal kloriirler Salmonella typhimurium suslart {izerinde mutajenite
igin test edilmistir. Sonug olarak test susu S.typhimurium {izerinde incelenen 21 farkli

metal kloriirler non-mutajen olduklar1 belirlenmistir (Ogawa ve ark. 1987).

Berilyum diisiik yogunlukta ve yiiksek ¢ekim giicii sayesinde uzay
mekiklerinden golf toplarina kadar genis bir alanda kullanilmaktadir. Bunun yaninda
yapilmis calismalar berilyumun bir karsinojen oldugunu belirlemislerdir. Bu amacla
yapilan tiim bakteriyel ¢alismalarda test sonuglar1 negatif iken, memeli test
sistemlerinde berilyum-kaynakli mutasyonlarin, kromozomal diizensizliklerin ve hiicre
transformasyonunun  kanitlarim1  gOstermistir.  Laboratuvarlar arast  farkliliklar
genotoksisite deneylerindeki verilerin cesitliliginde bir rol oynayabilir. Buna benzer
olarak berilyumun farkli kimyasal formlar1 mutajenisite ve karsenojenisite iizerinde
onemli etkiye sahiptir. Bu nedenle berilyumun mutajenik ve karsinojenik aktivite
mekanizmasi, ilgili berilyum kimyasal formlar ile test edilmelidir (Gordon ve ark.
2003).

Krom, Nikel, Kadmiyum, Kobalt ve Arsenik ¢ok iyi bilinen karsinojenler
olmasina ragmen etki yoOntemleri tamamen anlasilamamistir. Kesin kanitlar DNA
onarim sisteminin Ni(II), Cd(II), Co(Il) ve As(Ill) ¢ok duyarli hedefler oldugunu ve
tiimore donlisme riskini arttirabilecek c¢evresel ajanlar tarafindan indiiklenmis DNA
hasarinin ve endojen DNA lezyonlarini uzaklastirarak azalmasina Onciiliik ettigini
ortaya koymaktadir. Metal iyonlarin toksik yetenegi magnezyum iyonlariyla yarigmaya
girmesi veya DNA onarim enzimlerinin yapisi Cinko parmak’da Zn (¢inko) iyonlariyla

yer degistirmesine baghdir (Hartwig ve ark. 1998).

Suda ¢oziinebilen ZnO nanopartikiillerinin mutajenisite testi Salmonella
typhimurium TA98, TA100, TA1535 ve TA1537 suslari lizerinde denenmis ve tiim suslar

icin mutajenite negatif sonuglanmistir (Yoshida ve ark. 2009).

3-OHAA tek basina kullanildiginda plazmid iizerinde gentiklere neden olacak
herhangi bir plazmid gevsetme aktivitesi gostermemistir. Ancak metal kofaktér Cu(Il)
plazmidde c¢entiklere neden olarak plazmidin gevsemesini indiiklemistir. Ancak ayni

etki diger metaller (Fe(Il) ve Mn(Il)) kullanildiginda gézlenememistir. Ayrica Cu(Il)
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konsantrasyonu arttikca doza bagimli DNA zincir kiriklarina neden oldugunu

gostermistir (Gadupudi ve ark. 2011).

Alanyali ve ark. (2011) tarafindan rutenyum kompleksleri sentezlenmis ve
TAL100 ile TA98 Salmonella suslar1 {izerinde Ames testi yardimiyla mutajenisitesini
degerlendirmislerdir. RuL,BPt ve Cisplatin komplekslerinin 100 pg/plt dozunda TA98
Salmonella susu iizerinde mutajenik olarak etkili oldugu bulunmustur. Ayrica RulL3;BPt
kompleksinin maksimum mutajenik dozu TA98 susu iizerinde 25 pg/plt olarak elde
edilmistir. Sonug olarak kompleksler TA98 iizerinde mutajenik olurken TA100 {izerinde

mutajenik etki gosterememislerdir.

Tolan (2002) tarafindan yapilmis ¢alismada, insektisit olarak tarimda kullanilan
Mancozeb, Maneb ve Thiodan kimyasal bilesiklerinin genotoksik potansiyelleri kisa
zamanli bakteriyel test sistemi Salmonella/mikrozom mutajenite test sistemi yardimiyla
Salmonella typhimurium TA98 ve Salmonella typhimurium TA100 mutant suslari
iizerinde S9 mix (+) varliginda ve S9 mix (-) yoklugunda aktiviteleri arastirilmistir.
Thiodan S.typhimurium TA98 ve TA100 suslari lizerinde S9 mix (+) varhiginda ve (-)
yoklugunda mutajenik aktivite gostermistir. Maneb S.typhimurium TA98 ve TA100
suglar1 lizerinde S9 mix (+) varliginda mutajenik aktivite gdstermis, S.typhimurium
TA98 ve TA100 suslari iizerinde S9 mix (-) yoklugunda non-mutajenik aktivite
gostermistir. Mancozeb S.typhimurium TA98 ve TA100 suslari iizerinde S9 mix (+)

varliginda ve (-) yoklugunda non-mutajenik aktivite gostermistir.
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3.MATERYAL ve METOT
3.1.MATERYAL
3.1.1.Kullamilan Coziiciiler ve Test Bilesikleri

Kullanilan Coziiciiler

Bu c¢alismada yeni sentezlenmis 5 farkli test bilesigi kullanilmigtir. Test
bilesiklerinin in vitro antimikrobiyal, antioksidan ve mutajenite aktiviteleri igin VTS5,
VT6, VT8 ve VT9 Dimetil Siilfoksit (DMSO) ve VT7 Tetrahidrofiiran (THF) ¢oziiciisii
icerisinde taze olarak hazirlanip kullanilmistir. Bu aktiviteleri incelemek i¢in en uygun
yontemler sirastyla Disk Difiizyon, DPPH serbest radikal siipiirme ve Ames test

sistemleri olarak belirlenmistir.

Kullanilan Test Bilesikleri

Bu calismada kullanilmig olan 5 farkli test bilesigi Dicle Universitesi Fen
Fakiiltesi Kimya Boliimii Ogretim Uyesi Dog¢. Dr. Nermin BIRICIK tarafindan

sentezlenmistir.

Deney asamalarinda test bilesikleri olarak kullanilan yeni sentezlenmis gegis

metal kompleksleri ve aminofosfin bilesigi Cizelge 3.1.1."de belirtilmistir.

Cizelge 3.1.1. Kullanilan test bilesikleri

Kod Aciklama

VT5 [Bis(N,N-Bis(difenilfosfino)-2,5-dimetoksianilin)Cu(l)]hekzaflorofosfat

VT6 [Bis(N,N-bis(difenilfosfino)-3,5-dimetoksianilin)Cu(l)]hekzaflorofosfat

VT7

(Ligand) N,N-Bis(difenilfosfino)-Benzilanilin

VT8 Dikloro[N,N-bis(difenilfosfino)-4-aminodifenilamin]Pd(l1)

VT9 Dikloro[N,N-Bis(difenilfosfino)-3,5-dimetoksianilin] Pd(I1)
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3.1.1.1.Test Bilesiklerinin Kimyasal Yapilar:

Kod Aciklama

VT5 . [Bis(N,N-Bis(difenilfosfino)-2,5-dimetoksianilin)Cu(l)]hekzaflorofosfat

- OCHj /th Fl’hz CH,0 T
/ \ e \
N_ \ / PFg
p
CH30 Py th OCHj
VT6 . [Bis(N,N-bis(difenilfosfino)-3,5-dimetoksianilin)Cu(l)]hekzaflorofosfat
- Ph Ph -
CH30 \\ Ph / OCHj
/ \ e \ PF¢
"\ / AN /
e
\
| CH30 h Prlm o h OCH; _
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Xgnd) © N,N-Bis(difenilfosfino)-Benzilanilin
Ph_ Ph
P
N\
P
Ph” “Ph
VT8 . Dikloro[N,N-bis(difenilfosfino)-4-aminodifenilamin]Pd(lI)
\ /
/ \
N
\ /
/ \
VT9 . Dikloro[N,N-Bis(difenilfosfino)-3,5-dimetoksianilin]Pd(II)
CH30 Ph_ Ph
’ Cl
P
7/ \
N Pd
N/ Cl
P
/7 \
CH30 Ph Ph
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3.1.2.Antimikrobiyal

3.1.2.1.Kullanilan Test Mikroorganizmalari

Yaygin olarak bilinen ve patojen oldugu kesin olan iki Gram (-) negatif
(Escherichia coli ATCC 25922 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853), iki Gram
(+) pozitif (Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Streptococcus pyogenes ATCC
19615) ve fungi olarak Candida albicans ATCC 10231 test mikroorganizmalari

kullanildi. Eritromisin, bakteri ribozomlarinda protein sentezinin inhibe edilmesi,

Imipenen ve Cefuroxime sodium antibiyotikleri, bakteri hiicre duvar1 sentezini inhibe

edilmesi ve litik enzimlerinin aktive edilmesiyle aktivite gostermesi i¢in kullanilmistir.

Cizelge 3.1.2.1. Gram (+) pozitif ve Gram (-) negatif bakteri farkliliklar

Yap1

Gram (+) Pozitif Bakteri

Gram (-) Negatif Bakteri

Peptidoglukan

Kalin

Ince

Ribozom 30s (16s) ve 50s (23s ve 5s) | 30s (16s) ve 50s (23s ve 5s)

DNA Sitoplazmada daginik Sitoplazmada daginik

Plazmid Ektrakromozomal  spesifik | Ektrakromozomal spesifik
ozellikler saglar ozellikler saglar

Hiicre zar1 Cift tabakal1 fosfolipid Cift tabakal1 ¢ift fosfolipid

Teikoik asit Hiicre yiizeyinin negatif | Bulunmaz

elektrik ytikiinden sorumlu

Lipopolisakkarit

Bulunmaz

Endotoksin olusturur.

Periplazma

Bulunmaz

Sitoplazmik  zar ile dis zar
arasindadir. Enzimler ve tasiyici

proteinler bulunur.
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3.1.2.2.Kullanilan Besi Yerleri

Nutrient Broth Besi Yeri
1000 ml i¢in
Nutrient Broth 80
Distile Su 1000 ml

Hazirlamisi: 8 g Nutrient Broth (NB) tartilir. Bir miktar distile su igerisinde
¢oziildiikten sonra toplam hacim 1000 ml oluncaya kadar {izerine distile su ilave edilir.

Sterilizasyon i¢in 121°C 10 dakika otoklava konur. Otoklavdan c¢ikardiktan sonra

istenilen hacimlere boliniir.

Nutrient Agar Besi Yeri
1000 ml i¢in
Nutrient Agar 209
Distile Su 1000 ml

Hazirlamisi: 20 g Nutrient Agar (NA) tartilir. Bir miktar distile su igerisinde
coziildiikten sonra toplam hacim 1000 ml oluncaya kadar iizerine distile su eklenir.
Sterilizasyon i¢in 121°C 10 dakika otoklava konur. Otoklavdan ¢ikardiktan sonra steril

kabinde bir miktar sogutulup her petri kabina 25 ml dokiiliir.

3.1.3.Antioksidan

3.1.3.1.Kullamlan Kimyasal Maddeler

En yaygin antioksidan degerlendirilmesi 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

serbest radikal siipiirme aktivitesidir. Test bilesigi tarafindan azaltilan DPPH serbest
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radikalinin menekse rengi degiserek sar1 renge doniisiir. Elde edilen absorbans degerleri

olgtildiikten sonra antioksidan kapasitesi belirlenir.

Bu nedenle antioksidan aktivite deneyinde DPPH serbest radikal olarak

kullanilmistir. Metanol ¢oziicii olarak kullanilmustir. Askorbik asit (AA), Biitillenmis
Hidroksi Anizol (BHA) ve Biitillenmis Hidroksi Toluen (BHT) pozitif kontroller olarak

kullanilmistir.

3.1.4.Mutajenite

3.1.4.1.Kullanilan Test bakterileri

Mutajenite

deneyinde

Salmonella  Typhimurium TA98 ve

Salmonella

Typhimurium TA100 mutant bakteri suslar1 kullanildi. Deneye baslamadan once temin

edilen test suslar tasidiklar1 genetik 6zellikler bakimindan Cizelge 3.1.4.1.°de gdsterilen

sekildeki gibi kontrolden gectikten sonra test bilesikleri denendi.

Cizelge 3.1.4.1. Test suslarinin genetik 6zellikler bakimindan kontrolleri (Mortelmans ve ark.

2000)

TA98 TA100
Histidin-Biyotin MGA Ureme yok Ureme yok
gereksinimini - -
belirlemek icin MGA + His + Bio Ureme var Ureme var
Hiicre duvarindaki | NA + Kristal viyole | Disk etrafinda | Disk etrafinda
LPS’de rfa yaklagik 15 cm | yaklastk 15 cm
mutasyonunu seffaf bir zon | seffaf bir zon
belirlemek i¢in olusur olusur
UvrB NA+UV+Karanlik | Ureme yok Ureme yok
mutasyonunu
belirlemek i¢in
Ampisiline NA+Ampisilin Ureme var Ureme var
direnglilik
(pPKM101
plazmidi)
Genetik Master plak Biitiin  ozellikleri | Biitin ~ 6zellikleri
ozelliklerden gecenler alinir gecenler alinir
gecgenler igin
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3.1.4.2. Kullanilan Besi Yerleri ve Stok Cozeltiler

Vogel-Bonner-E Ortanmm (50x VB Tuzlar1): Minimal agarda kullanilmak iizere

hazirlandi.

1000 ml i¢in
Distile Su (45°C) 670 ml
Magnezyum siilfat (MgSO,4.7H,0) 10¢g
Sitrik asid monohidrat 100 g
Potasyum fosfat (K2HPO4) 500 g

Sodyum amonyum fosfat (NaHNH;PO4.4H,0) 175¢g

Hazirlamisi: Tuzlar distile suya sirasiyla ilave edildikten sonra sicakta manyetik
karstiric1 ile karistirldi. Once eklenen tuz tamamen ¢oziildiikten sonra siradaki tuz
eklendi. Tuzlarin hepsi sirasiyla ¢oziildiikten sonra toplam son hacim 1000 ml’ye
tamamlandi. Ve iki ayr1 1000 ml’lik cam erlenlere ayrildi. Agizlar1 gevsek olarak
kapatildiktan sonra sterilizasyon i¢in 121°C 20 dakika otoklava konuldu. Cozelti

soguduktan sonra agizlar1 sikica kapatildi.

0.5 mM Histidin/Biyotin Cozeltisi: Mutajenite deneylerinde kullanilmak
tizere, her 100 mI’lik yumusak agara 0.5 mM Histidin/Biyotin ¢ozeltisinden 10 ml ilave
edildi.

250 ml i¢in
D-Biyotin (MA: 247.3) 30.9mg
L-Histidin-HCI (MA: 191.7) 24.0 mg
Distile Su 250 ml

Hazirlamsi: 0.5 mM Histidin-Biyotin  ¢ozeltisi  hazirlandiktan  sonra

sterilizasyon i¢in 121°C 20 dakika otoklava konuldu. Cézelti soguduktan sonra cam
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erlen icerisinde +4°C’de muhafaza edildi.

Yumusak Agar: Mutajenite deneylerinde kullanilmak iizere hazirlandi.

1000 ml i¢in

Agar 60
Sodyum Kloriir (NaCl) 50
Distile Su 1000 ml

Agar sicak su banyosu, mikrodalga firin1 veya otoklava konularak ¢oziilebilir.
Yumusak agar hazirlandi ve agizlar1 gevsek olarak kapatildiktan sonra sterilizasyon
icin 121°C 20 dakika otoklava konuldu. Iyice karistirildiktan sonra 100 ml’lik

hacimlere ayrildi. Yumusak agar soguduktan sonra agzi sikica kapatildi.

Ampisilin Cozeltisi (8 mg/ml): Suslarin ampisiline direnglilik 6zelliginin
kontroliinde, R faktér plazmidi tasiyan suslarin master plaklarinin hazirlanmasinda

kullanildi.

100 ml i¢in
Ampisilin trihidrat 08¢
Sodyum Hidroksit (NaOH) 100 ml

Ampisilin ¢dzeltisi hazirladiktan sonra cam erlen igerisinde +4°C’de muhafaza
edildi.

Kristal-Viyole Cozeltisi: Suslarin rfa mutasyonu olup olmadigini kontrol

etmek amaciyla kullanildi.

100 ml i¢in
Kristal Viyole 01lg
Distile Su 100 ml
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Tuz Cozeltisi (1.65 M KCl + 0.4 M MgCly): S9 karisimli mutajenite

deneylerinde kullanilmak tizere hazirlandi.

500 ml i¢in
Potasyum Kiloriir (KCI) 6159
Magnezyum Kiloriir (MgCl,.6H,0) 40.7 ¢
Distile Su 500 ml (Toplam son hacim)

Sodyum-Fosfat Tamponu (0.2 M, pH 7.4): S9 karisimli mutajenite deneylerinde

kullanilmak tizere hazirlandi.

500 ml i¢in
0.2 M Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4.H,0) 60 ml (13.8 g/500 ml)
0.2 M Disodyum hidrojen fosfat (Na;HPOy,) 440 ml (14.2 g/500 ml)

Bu degerler yaklasik degerlerdir. Bu nedenle tampon pH metre ile test edildi. pH
7.4’ten ¢ok daha diisiik oldugun zaman, fazladan 0.2 M Disodyum hidrojen fosfat (Na;HPOy,)
tamponu eklendi. pH 7.4’e ayarlanan tampon 121°C 20 dakika sterilizasyon igin otoklava

konuldu.

0.1 M NADP cozeltisi (Nikotin Adenin Diniikleotid Fosfat): S9 karisimli

mutajenite deneylerinde kullanilmak tizere hazirlandi.

5 ml i¢in
NADP (MA: 765.4) 383 mg
Steril Distile Su 5ml

5 ml steril saf su igerisinde tartilan NADP ¢o6zildii. Isiktan etkilenmemesi igin
renkli veya metal folyo ile sarilmis olan sise icerisinde hazirlandi. Daha sonra -20°C’de

muhafaza edildi. Caligma esnasinda vorteks yardimiyla ¢oziildii ve buz banyosu
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igerisinde calisildi. Sogutucudaki NADP ¢ozeltisi 6 ay boyunca dayaniklidir.

1 M Glukoz-6-Fosfat Cozeltisi: S9 karisimli mutajenite deneylerinde

kullanilmak tizere hazirlandi.

10 ml i¢in
Glukoz-6-Fosfat (G-6-P) 2.82¢
Steril Saf Su 10 mi

10 ml steril saf su igerisinde tartilan G-6-P ¢oziildii. Isiktan etkilenmemesi i¢in
renkli veya metal folyo ile sarilmis olan sise icerisinde hazirlandi. Daha sonra -20°C’de
muhafaza edildi. Calisma esnasinda vorteks yardimiyla ¢oziildii ve buz banyosu

icerisinde calisildi. Sogutucudaki G-6-P ¢ozeltisi 6 ay boyunca dayaniklidir.

S9 kanisimm (Rat Karaciger Mikrozomal Enzimleri + Kofaktorleri): S9

karigimli mutajenite deneylerinde kullanilmak {izere hazirlandi.

50 ml i¢in
Rat Karacigeri S9 2.0 ml(%4)
Mg-Cl,-KCl tuz ¢ozeltisi 1.0 ml
1 M Glukoz-6-Fosfat 0.25 ml
0.1 M NADP 2.0 ml
0.2 M Fosfat tamponu, pH 7.4 25.0 ml
Steril Distile Su 19.75 ml

Cozeltiler taze hazirland1 ve buz igerisinde muhafaza edildi. S9 tek kullanimlik

oldugu i¢in tekrar dondurulmadi.
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Minimal Glukoz Agarh Ortam (MGA): Mutajenite deneylerinde kullanilmak

uzere hazirlandi.

1000 ml i¢in

Agar 159
Distile Su 930 mi
50X VB tuz ¢ozeltisi 20 ml
Glukoz (%40°’11k) 50 ml

15 g agar cam erlen igerisine birakildiktan sonra tizerine 930 ml distile su ilave
edildi. Agar ¢ozeltisi, 50X VB ve %40’lik glukoz ¢ozeltileri 121°C 20 dakika
sterilizasyon igin ayr1 erlenler igerisinde otoklava konuldu. Biraz soguduktan sonra
agar ¢ozeltisi tizerine 20 ml 50X VB tuzu ve 50 ml Steril Glukoz ¢6zeltisi ilave edildi.

Iyice karistirildiktan sonra petri kaplarma 25 ml dokiildii.
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3.2.METOT

Bakteriyel deneylerin tamami ve besi yerlerinin petri kaplarina dokiilme
islemleri steril kabinde ve steril malzemeler kullanilarak uygulanmistir. Coziicii
kontrollerinde VT7 bilesigi i¢in THF ve VTS5, VT6, VT8 ve VT9 test bilesikleri i¢in
DMSO kullanilda.

3.2.1.Antimikrobiyal Aktivite Deneyi

3.2.1.1.Disk Difiizyon Yontemi

Antimikrobiyal aktivite belirlenmesinde kii¢iik degisikliklerle disk difilizyon
yontemi uygulanmistir (NCCLS 1997). Antimikrobiyal aktivite deneyi 15 pl test
bilesigi emdirilmis 6 mm c¢apli kagit disk difiizyon yontemi ile iki Gram (-) negatif
(E.coli ve P.aeruginosa), iki Gram (+) pozitif (S.aureus ve S.pyogenes) ve maya olarak
C.albicans mikroorganizmalar1 iizerinde denendi. Bilesikler DMSO ve THF igerisinde
¢cozlilmiis ve hazirlanan 120-250-400-800-1600-2000 pg/ml konsantrasyonlarinda ¢ift
tekrarlar olarak aktivite incelendi. Negatif kontrol olarak DMSO ve THF kullanildi.
Pozitif kontrol olarak standart antibiyotik olan Eritromisin, Imipenem ve Cefuroxime
sodium kullanildi. Komplekslerin antimikrobiyal aktiviteleri elde edilen inhibisyon

zonlarinin ortalama cap degerleri 6l¢iilerek degerlendirildi.

-S1v1 besi yerine ekim: lyi izole edilmis test bakterilerin master plaklarindan
steril kabinde steril 6ze yardimiyla bir miktar kiiltiir alinip 40 ml’lik nutrient broth sivi
besi yerlerine iyice aktarildi. Daha sonra 120 rpm calkalama hizindaki shakerda E.coli,
P.aeruginosa, S.aureus ve S.pyogenes mikroorganizmalart 37°C’de, C.albicans ise
30°C’de ortalama 17 saat gecelik inkiibe edildi.

-Kat1 besi yerine ekim: Gecelik inkiibasyondan sonra sivi besi yeri ortaminda
cogalmis bakteri kiiltiirinden mikropipet yardimiyla 0.1 ml alinarak nutrient agar iceren
petri kaplarina ekim yapildi. Ekim islemi steril cam bagetlerle her tarafa esit dagilacak

sekilde 1yice yayildu.

-Disklerin ekim yapilmis agar plaklarina uygulanmasi: Ekimi yapilmis olan
kat1 besi yerleri kuruduktan sonra 6mm c¢apindaki steril bos diskler kati kiiltiir yilizeyine
steril pens yardimiyla birakildiktan sonra disklerin agar ylizey ile tam temas1 saglamak

icin biraz basing uygulandi. Daha sonra seri olarak hazirlanmis farkli konsantrasyonlara
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sahip test bilesiklerinden 0.015 ml mikropipet yardimiyla alinip 6 mm ¢apindaki bos
disklere emdirildi. Tiim test bakteri ekimlerinin yapildigi petrilere ayr1 ayri test
bilesikleri uygulandiktan sonra ortalama 5 dakika soguklandi. Daha sonra 37°C’de 24
saat inkiibasyona birakildi. Ayrica agar yiizey ile temas eden bos diskin yeri

degistirilmedi ve/veya kullanilmadi.

-Plaklardaki disklerin okunmasi ve yorumlanmasi: Inkiibasyondan 16 ilel8
saat sonra her bir petri incelendi. Kiiltiir ekiminin dogru oldugu petri kaplarindaki
disklerin etrafinda olusan seffaf zonlar cetvel yardimiyla mm (milimetre) olarak
Ol¢iildii. Tam inhibisyonlarin oldugu zon ¢aplari ile disk ¢aplar1 degerlendirildi. Zonlar
en yakin milimetre olarak degere yuvarlandi. Boylece antimikrobiyal aktivite derecesi

belirlendi.

3.2.2.Antioksidan Aktivite Deneyi

3.2.2.1.DPPH Radikal Siipiirme Yontemi

Antioksidan aktivite belirlenmesinde DPPH radikal siipiirme yontemi
kullanilmistir (Burits ve ark. 2000, Cuendet ve ark. 1997, Dapkevicius ve ark. 1998).
Antioksidan aktivite deneyinde DPPH ayira¢ olarak kullanilmistir. %0.004 DPPH-
metanol ¢ozeltisinden 5 ml igeren her bir tiip igerisine, hazirlanan kontrol ve test bilesigi
seri konsantrasyonlarindan ayri ayri 50 upl eklenerek denendi. Vorteksle 30 sn
karistirildiktan sonra oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Bilesikler DMSO ve
THF igerisinde ¢Oziilmiis ve hazirlanan 120-250-400-800-1600-2000 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢ift tekrarlar olarak aktivite incelendi. Negatif kontrol olarak
DMSO ve THF kullanildi. Pozitif kontrol olarak BHT, BHA ve AA kullanildi. Test
bilesiklerinin antioksidan aktiviteleri spektrofotometre yardimiyla 517 nm dalga
boyunda elde edilmis renk degisimleri dlgiilerek degerlendirildi. Elde edilen absorbans
degerleri kullanilarak formiil yardimiyla siipiiriilen DPPH yiizdesi belirlendi.

Supurulen DPPH % = [(ADPPH - AORNEK) / ADppH] X 100

ApbPH :  DPPH-metOH (Kontrol)’un bulundugu tiipiin absorbans degeri

Aornexk - Test bilesiklerinin bulundugu tiipilin absorbans degeri
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-DPPH-metanol c¢ozeltisinin hazirlanmasi: Serbest radikal olarak DPPH
radikali kullanildi. 0.004 g DPPH tartildiktan sonra 100 ml metanol i¢erisinde manyetik
karistiric1 yardimiyla ¢oziildi. Coziildiikten sonra her bir cam tiipe 5 ml DPPH ¢d6zeltisi

dagitildi.

-Pozitif Kontrollerin Hazirlanmasi: Pozitif kontrol olarak BHA, BHT ve AA
bilesikleri kullanilmistir. BHA ve BHT bilesiklerinden %0.02 konsantrasyona sahip
¢ozelti hazirlamak i¢in 0.001 g, AA bilesiginden 4.45 mM konsantrasyona sahip ¢6zelti
hazirlamak i¢in 0.004 g tartilip 5 ml metanol icerisinde ¢o6ziilerek hazirlanmistir.
Hazirlanmig olan kontrollerden mikropipet yardimiyla 0.05 ml alinip, DPPH ¢ozeltisi
dagitilmis cam tiiplere ilave edildi. Tiim tlipler vortekslendikten sonra hizli bir sekilde

30 dakika karanlik oda sicakliginda bekletildi.

-Test Dbilesiklerinin uygulanmasi: Seri olarak hazirlanmis  farkli
konsantrasyonlara sahip test bilesiklerinden 0.05 ml mikropipet yardimiyla alinipp DPPH
cozeltisi dagitilmig cam tiiplere ilave edildi. Test bilesigi eklenen tiip ortalama 5 saniye
orta hizda vortekslendi. Boylece test bilesiginin cam tiipler icerisinde her tarafa
yayilmast saglandi. Tim tiipler vortekslendikten sonra hizli bir sekilde 30 dakika
karanlik oda sicakliginda bekletildi.

-Tiiplerdeki renk degisimin okunmasi ve yorumlanmasi: Metanol ile
sifirlandi. DPPH-metanol-test bilesigi ¢ozelisi 30 dakika boyunca karanlikta
bekletildikten sonra olusan renk agilmasi, 517 nm dalga boyunda Quartz kiivet
icerisinde spektrofotometre yardimiyla absorbans degerleri okundu. Test bilesiginin
absorbans degerleri kontrol ile karsilastirildiktan sonra antioksidan aktivite derecesi

belirlendi.

3.2.3.Mutajenite Deneyi

Deneyde kullanilacak mutant test suslarinin genetik 6zellikleri ve belirlenecek

mutajen bilesik tiirleri de Cizelge 3.2.3.’te belirtilmistir.
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Cizelge 3.2.3. Mutajenite testinde kullamilan Salmonella typhimurium mutant susun genetik
ozellikleri (Ames, University of California, Berkeley, Ca., USA)

Sus Hiss | LPS | Onarnm | pKM101 Mutasyon Bilesik simifi

TA98 + Rfa uvrB + ...CG Cerceve kaymasina neden olan
mut. mut. yaninda -1 mutajenler

TA100 + Rfa uvrB + ...AT  CG | Baz cifti yer degisimine neden
mut. mut. transisyon olan mutajenler

3.2.3.1.Mutantlarin Genetik Ozelliklerinin Taranmasi ve Secilmesi

-Histidin Gereksinim Kontrolii: His™ karaktere sahip test suslari segici agar
oratminda, MGA plaklarina ekilmeleri yardimiyla kontrol edilmistir. Tim test
suslarindaki uvrB delesyonu biyotin geninde de delesyona neden oldugu i¢in histidine
ek olarak biyotine de gereksinim duymaktadir. Bu nedenle kontrol plaklari histidin
icermez, fakat biyotin igerirler. Plaklar 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir Ureme

gozlenmemelidir (Mortelmans ve ark. 2000).

-Rfa Mutasyon Kontrolii: rfa mutasyonuna sahip test suslari, kristal viyole
duyarliliklart yardimiyla test edilebilirler. Test edilecek susa ait gecelik kiiltiirden alinan
ornekler, NA plaklarina ekilmistir. 1 mg/ml konsantrasyona sahip kristal viyole
cozeltisinden emdirilen steril kagit diskler plagin ortasina yerlestirilen plaklar 37°C’de

bir gece inkiibe edilmistir. Seffaf bir zon gézlenmelidir (Ames ve ark. 1973).

-UvrB Mutasyon Kontrolii: uvrB mutasyonu, UV (Ultra viyole) 1sinlarina
duyarhilik testleri yardimiyla kontrol edilmistir. Test suslarinin gecelik kiiltiirlerinden
alman ornekler NA plaklarma tek koloni diisecek sekilde ekildi ve 37°C’de bir gece
inkiibe edilmistir. Ertesi sabah iireyen tek koloniler, steril kiirdanlar yardimiyla ayr1 ayri
almarak NA plaklarina ¢izgi metoduyla ekildi. Ekim sonunda plagin kapagi agilarak
15watt’lik germisidal UV lambasina 33 cm uzaklikta 8 saniye boyunca i1sinlandiktan
sonra aliiminyum folyo ile sarilan plaklar 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Ureme

gozlenmemelidir (Ames ve ark. 1973).

-R-Faktor (RF) Kontrolii: R-faktori tasiyan test (TA98 ve TA100) suslarinin

plazmidlerinin stabil olmamasi ve bakterinin bu plazmidleri kaybedebilme olasiliklaria
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kars1, ampisiline direnclilikleri diizenli olarak test edilmistir. Ampisilin direnclilik testi
icin, Histidin+Biyotin+tAmpisilin iceren MGA plaklar hazirlanarak R-faktorii test
edilecek suslarin ekimi yapilmistir. Ampisilin aktivitesini kontrol etmek i¢in ayni plakta
plazmid igermeyen suslarda test edilmistir. Plaklar 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir.

Ureme gozlenmelidir (McCann ve ark. 1975).

-Kendiliginden Geri Doniis Kontrolii: Test suslarinin histidine bagimli
olmayan kendiliginden geri doniisii, mutajenite deneylerinde rutin olarak ol¢iildii ve her
plakta kendiliginden geri donen bakteri sayisi olarak ifade edilmistir. Kendiliginden geri
doniis frekanslarini belirleyebilmek icin MGA plaklar hazirlandi. 100 ml yumusak agar
45°C°de eritilerek iizerine steril 0.5 mM L-Histidin-HCl/Biyotin ¢dzeltisinden 10 ml
eklendikten sonra ayr1 ayr1 her tiipe 2 ml olacak sekilde steril tiiplere dagitildi. Bu
tiiplere her susun gecelik kiiltiirinden 0.1 ml eklendi ve MGA plaklarina dokiiliip
yaytlmistir (Maron ve Ames 1983). Plaklar 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra geriye donen kolonilerin sayimlar1 yapilmustir. Her bir sus igin

birden fazla tekrarlar yapilmis ve ortalama degerleri alinmistir.

3.2.3.2.Salmonella/Mutajenite Test Sistemi

Mutantlarin genetik 6zellikleri taranip secildikten sonra mutajenik aktivite
belirlenmesi Maron ve Ames (1983) yontemine gore yapilmistir. Ames/Salmonella testi
S9 mix varliginda ve S9 mix yoklugunda olmak iizere 2 ayr1 grup olarak denenmistir.
Test bilesigi, test susu ve S9 mix karisiminin tiiplerdeki yumusak agara ilave edilmesi
ve vortekslenip MGA yiizeyine yayilma islemleri toplamda 20 saniyeyi ge¢cmeyecek
sekilde ylizeye esit yayilmast saglanmistir. Farkli test bilesiklerinin  farkl
konsantrasyonlarina sahip plaklar 37°C’de 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir.

inkiibasyondan sonra koloni sayimlar1 yapilmistir.

Mutajenite deneyinde histidin/biyotin eklenmis yumusak agardan 2 ml igeren
her bir 13x100 mm’lik cam tiipe sirasiyla 0.5 ml S9 mix, 100 ul test bilesigi ve test susu
kiiltiirtinden 0.1 ml ilave edilip 3 sn vortekslendikten sonra oda sicakliginda bekletilmis
MGA plaklarina dokiiliip yayilarak denenmistir. Ust agar donmadan plagin tiim
yiizeyine yayilmasini saglamak i¢in karistirma+dokme+yayma 20 saniyeyi gegmeyecek
sekilde yapilmistir. Test edilecek bilesik S9 mix (+) varliginda ve S9 mix (-)

yoklugunda, pozitif ve negatif kontroller ayni deney esnasinda gergeklestirilmistir.
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Bilesikler DMSO ve THF igerisinde ¢0ziilmiis ve hazirlanan 50-100-200-400 pg/plt
konsantrasyonlarinda cift tekrarlar olarak aktivite incelendi. Her deneye paralel olarak
spontan revertant kontrol (Test bilesigi veya ¢6ziicli bulunmayan), solvent kontrol
(DMSO ve THF kontrolii) ve pozitif kontroller (2-AF ve Sodyum Azid) uyguland.
Pozitif kontrol olarak TA98 i¢cin 2-AF ve TA100 i¢in Sodyum Azid kullanildi. Test
bilesiklerinin mutajenite aktiviteleri geri donen bakteri kolonileri sayilarak

degerlendirildi.

-Siv1 besi yerine ekim: lyi izole edilmis test bakterilerin ¢izgi ekim yapilmis
master plaklarindan steril kabinde steril 6ze yardimiyla bir miktar kiiltiir alinip 40 m1’lik
nutrient broth sivi besi yerlerine iyice aktarildi. Daha sonra 120 calkalama hizindaki

shakerda 37°C’de ortalama 13 saat gecelik inkiibe edildi.

-Yumusak agarh tiiplerin hazirlanmas1 ve bakteri ekimi: 10 ml 0.5 mM
Histidin-Biyotin ¢ozeltisi iceren 100 ml yumusak agardan her bir petri i¢in 2 ml alinip
ortalama 45°C’de bulunan steril cam tiiplere dagitildi. Gecelik inkiibasyondan sonra sivi
besi yeri ortaminda ¢ogalmis bakteri kiiltiiriinden mikropipet yardimiyla 0.1 ml alinarak
yumusak agar-histidin-biyotin igeren tiiplere birakildi. Yumusak agar katilagsmaya

baslamadan 6nce hizli bir sekilde test bilesikleri ilave edildi.

-Test bilesiklerinin uygulanmasi: Seri olarak hazirlanmig  farkl
konsantrasyonlara sahip test bilesiklerinden 0.1 ml mikropipet yardimiyla alinip ekimi
yapilmis olan yumusak agarl tiiplere ilave edildi. Test bilesigi eklenen tiip ortalama 3
saniye en diisiik hizda vortekslendi. Tiim test bakteri ekimlerinin yapildigi tiipler
ortalama 20 saniye igerisinde minimal glukoz agar plaklarina yayildi. Ayrica yumusak
agarin minimal glukoz agar plak ylizeyinin her tarafina yayilmasi saglandi. Petri
kaplarindaki yumusak agar tamamen katilastiktan sonra 37°C’de 48 ve 72 saat

inkiibasyona birakild1.

-Petri plaklarinin okunmasi ve yorumlanmasi: inkiibasyondan 48 ile 72 saat
sonra her bir petri incelendi. Kiiltiir ekiminin dogru oldugu petri kaplarindaki olusan
bakteri koloniler sayildi. Test bilesiginin farkli konsantrasyonuna sahip petri
kaplarindaki koloni sayilar1 not edildikten sonra pozitif ve negatif kontrol plaklarindaki

koloni sayilari ile karsilagtirmalar yaparak mutajenik aktivite derecesi belirlendi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1.Bulgular

Bu calismada VTS5, VT6, VT7, VT8 ve VT9 test bilesiklerinin antimikrobiyal
aktivitesi disk diflizyon, antioksidan aktivitesi DPPH serbest radikal siipiirme yontemi
ile belirlenmistir. Ayrica bu bilesiklerin mutajenik potansiyelleri Ames testi ile S9 mix

varliginda (+) ve yoklugunda (-) aktiviteleri belirlenmeye ¢alisilmistir.

4.1.1. Antimikrobiyal

Test bilesiklerinin disk diflizyon yontemine gore E.coli ATCC 25922
P.aeruginosa ATCC 27853, S.aureus ATCC 25923, S.pyogenes ATCC 19615 ve
C.albicans ATCC 10231 test mikroorganizmlari {izerinde denenen antimikrobiyal
aktivite sonuglant Cizelge 4.1.1.1., 4112, 4113, 4114. ve 4.1.1.5°de

gosterilmistir.

Pozitif kontrol olarak standart antibiyotikler olan Eritromisin, Imipenem ve
Cefuroxime sodium kullanildi. Negatif kontroller olarak DMSO ve THF ¢oziiciileri
kullamilmistir. Komplekslerin antimikrobiyal aktiviteleri elde edilen inhibisyon
zonlarinin ortalama ¢ap degerleri Olgiilerek degerlendirildi. Aktivite degerleri test

bilesiklerine ait ¢izelgelerde belirtilmistir.
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VT5-> [Bis(N,N-Bis(difenilfosfino)-2,5-dimetoksianilin)Cu(l)]hekzaflorofosfat

Cizelge 4.1.1.1. VTS5 test bilesiginin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi antimikrobiyal aktivite degerleri

VT5 E.coli S.pyogenes | S.aureus P.aeruginosa | C.albicans
Erit. 12.5+0.5 18.5+0.5 20.5+0.5 10.5+0.5 ZY.
Im. 12+1 26+1 27.5+0.5 12.5+0.5 ZY.
Cef. ZY. 8+0 8.5+0.5 ZY. ZY.
DMSO ZY. ZY. ZY. ZY. ZY.
120 pg/ml 7+0 ZY. 7+0 7+0 ZY.
250 pg/ml | 740 ZY. 7+0 7+0 ZY.
400 pg/ml 7+0 ZY. 7+0 7+0 ZY.
800 pg/ml 7+0 ZY. 7+0 7+0 8+0
1600 pg/ml | 7+0 ZY. 7+0 7+0 8+0
2000 pg/ml | 740 7+0 7+0 7+0 8+0
Z.Y.: Zon Yok

Zon gaplar disklerin (6mm) ¢apini igerecek sekilde yapilmis dl¢limlerin ortalama degerleridir.

Cizelge 4.1.1.1.’deki sonuglara goére VTS test bilesiginin E.coli ATCC 25922,
P.aeruginosa ATCC 27853, S.aureus ATCC 25923, S.pyogenes ATCC 19615 ve
C.albicans ATCC 10231 mikroorganizmalarina karsi zayif antimikrobiyal aktivite

gosterdigi belirlenmistir.

Ancak negatif kontrol olarak kullanilmis DMSO’nun herhangi bir

antimikrobiyal aktivite gosteremedigi gézlenmistir.
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VT6-> [Bis(N,N-bis(difenilfosfino)-3,5-dimetoksianilin)Cu(l)]hekzaflorofosfat

Cizelge 4.1.1.2. VTG test bilesiginin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi antimikrobiyal aktivite degerleri

VT6 E.coli S.pyogenes | S.aureus P.aeruginosa | C.albicans
Erit. 12.5+0.5 18.5+0.5 20.5+0.5 10.5+0.5 ZY.
im. 12+1 26+1 27.5+0.5 12.5+0.5 ZY.
Cef. ZY. 8+0 8.5+0.5 ZY. ZY.
DMSO ZY. ZY. ZY. ZY. ZY.
120 pg/ml 740 ZY. ZY. 7+0 ZY.
250 pg/ml | 7+0 ZY. ZY. 7+0 ZY.
400 pg/ml 740 ZY. ZY. 7+0 ZY.
800 pg/ml 740 ZY. ZY. 7+0 ZY.
1600 pg/ml | 7+0 ZY. ZY. 7+0 ZY.
2000 pg/ml | 7+0 ZY. ZY. 7+0 ZY.
Z.Y.: Zon Yok

Zon gaplar1 disklerin (6mm) ¢apini igerecek sekilde yapilmig dl¢limlerin ortalama degerleridir.

Cizelge 4.1.1.2.°deki sonuglara gore VT6 test bilesigi E.coli ATCC 25922 ve
P.aeruginosa ATCC 27853 mikroorganizmalari iizerinde zayif antimikrobiyal aktivite
gosterirken, S.aureus ATCC 25923, S.pyogenes ATCC 19615 ve C.albicans ATCC

10231 mikroorganizmalarina kars1 herhangi bir antimikrobiyal aktivite gosterememistir.

Ayrica negatif kontrol olarak kullanilmig DMSO’nun da herhangi bir

antimikrobiyal aktivite gosteremedigi belirlenmistir.
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VT7 (Ligand)-> N,N-Bis(difenilfosfino)-Benzilanilin

Cizelge 4.1.1.3. VT7 test bilesiginin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi antimikrobiyal aktivite degerleri

VT7 E.coli S.pyogenes | S.aureus P.aeruginosa | C.albicans
Erit. 12.5+0.5 18.5+0.5 20.5+0.5 10.5+0.5 ZY.

Im. 12+1 26+1 27.5+0.5 12.5+0.5 ZY.
Cef. ZY. 8+0 8.5+0.5 ZY. ZY.
THF 8+0 7+0 7+0 7.5+0.5 9+0

120 pg/ml 10+1 9+0 10+1 7.5+0.5 9.5+0.5
250 pg/ml | 8.5+0.5 8.5+0.5 9.5+0.5 8+0 10+1
400 pg/ml 9+0 9+0 11.5+1.5 9.5+0.5 9+0

800 pg/ml 10.5+0.5 9+0 8.5+0.5 8+0 10.5+1.5
1600 pg/ml | 8+0 9+0 10+0 8+0 8.5+0.5
2000 pg/ml | 940 8+0 8.5+0.5 8.5+0.5 8+0
Z.Y.: Zon Yok

Zon gaplar disklerin (6mm) ¢apint igerecek sekilde yapilmis dl¢liimlerin ortalama degerleridir.

Cizelge 4.1.1.3.’deki sonuglara gére VT7 test bilesiginin E.coli ATCC 25922,
P.aeruginosa ATCC 27853, S.aureus ATCC 25923, S.pyogenes ATCC 19615 ve

C.albicans ATCC 10231 mikroorganizmalarina karst antimikrobiyal aktivite gosterdigi

gbzlenmistir.

Ayrica negatif kontrol olarak kullanilmig THF’nin de zayif antimikrobiyal

aktivite gosterdigi belirlenmistir.
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VT8-> Dikloro[N,N-bis(difenilfosfino)-4-aminodifenilamin]Pd(11)

Cizelge 4.1.1.4. VT8 test bilesiginin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi antimikrobiyal aktivite degerleri

VT8 E.coli S.pyogenes | S.aureus P.aeruginosa | C.albicans
Erit. 12.5+0.5 18.5+0.5 20.5+0.5 10.5+0.5 ZY.
im. 12+1 26+1 27.5+0.5 12.5+0.5 ZY.
Cef. ZY. 8+0 8.5+0.5 ZY. ZY.
DMSO ZY. ZY. ZY. ZY. ZY.
120 pg/ml 740 740 7+0 ZY. 710
250 pg/ml 7+0 7+0 7+0 ZY. 7+0
400 pg/ml 740 740 7+0 ZY. 710
800 pg/ml 740 740 7.5+0.5 ZY. 7.5+0.5
1600 pg/ml | 7+0 7+0 7+0 ZY. 7+0
2000 pg/ml | 7+0 740 7+0 ZY. 8+0
Z.Y.: Zon Yok

Zon gaplar1 disklerin (6mm) ¢apini icerecek sekilde yapilmis Slgliimlerin ortalama degerleridir.

Cizelge 4.1.1.4.°deki sonuglara gore VT8 test bilesigi E.coli ATCC 25922,
S.aureus ATCC 25923, S.pyogenes ATCC 19615 ve C.albicans ATCC 10231
mikroorganizmalarina karsi zayif antimikrobiyal aktivite gosterirken, P.aeruginosa
ATCC 27853 mikroorganizmasina karst herhangi bir antimikrobiyal aktivite

gosterememistir.

Ayrica negatif kontrol olarak kullanilmis DMSO’nun da herhangi bir

antimikrobiyal aktivite gosteremedigi belirlenmistir.
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VT9-> Dikloro[N,N-Bis(difenilfosfino)-3,5-dimetoksianilin]Pd(I1)

Cizelge 4.1.1.5. VT9 test bilesiginin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi antimikrobiyal aktivite degerleri

VT9 E.coli S.pyogenes | S.aureus P.aeruginosa | C.albicans
Erit. 12.5+0.5 18.5+0.5 20.5+0.5 10.5+0.5 ZY.
Im. 12+1 26+1 27.5+0.5 12.5+0.5 ZY.
Cef. ZY. 8+0 8.5+0.5 ZY. ZY.
DMSO ZY. ZY. ZY. ZY. ZY.
120 pg/ml 7+0 7+0 7+0 7+0 740
250 pg/ml 7+0 7+0 7+0 7+0 7+0
400 pg/ml 7+0 7.5+0.5 7+0 7+0 740
800 pg/ml 7+0 7+0 7.5+0.5 7+0 740
1600 pg/ml | 7+0 8+0 7+0 7+0 8+0
2000 pg/ml | 740 7.5+0.5 8+0 7+0 8+0
Z.Y.: Zon Yok

Zon gaplar disklerin (6mm) ¢apini igerecek sekilde yapilmis dl¢limlerin ortalama degerleridir.

Cizelge 4.1.1.5.°deki sonuglara gére VT9 test bilesiginin E.coli ATCC 25922,
P.aeruginosa ATCC 27853, S.aureus ATCC 25923, S.pyogenes ATCC 19615 ve
C.albicans ATCC 10231 mikroorganizmalarina karsi zayif antimikrobiyal aktivite

gosterdigi belirlenmistir.

Ayrica  S.pyogenes ATCC 19615 ve C.albicans ATCC 10231
mikroorganizmalarina kars1 konsantrasyon artisina bagli olarak zon capinin arttid

gbzlenmistir.

Ancak negatif kontrol olarak kullanilmis DMSO’nun herhangi bir

antimikrobiyal aktivite gosteremedigi belirlenmistir.
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4.1.2.Antioksidan

Pozitif kontrol olarak standart antioksidanlar olan BHA, BHT ve AA kullanildi.
Negatif kontroller olarak DMSO ve THF ¢oziiciileri kullanilmistir. Komplekslerin
antioksidan aktiviteleri elde edilen inhibisyon degerlerinin ortalama degerleri

hesaplanarak degerlendirildi.

Kontrollere ait DPPH serbest radikal siipiirme aktivite degerleri Cizelge 4.1.2.1.
ve Sekil 4.1.2.1.°de, Test bilesiklerine ait aktivite degerleri Cizelge 4.1.2.2., 4.1.2.3.,
4.1.24.,4.1.2.5. ve 4.1.2.6.’de belirtilmistir. Ayrica Kontrollere ve Test bilesiklerine ait
DPPH serbest radikal siipiirme aktivite degerleri Sekil 4.1.2.2.,4.1.2.3.,4.1.2.4.,4.1.2.5.
ve 4.1.2.6.’de birlikte karsilagtirilarak gosterilmistir.

e . : N
Pozitif ve Negatif Kontrol
>
c
S 100 -
% gg = Kontrol
= 70 - = DMSO
£ 60 1 u THF
o 50 -
S o mBHT
I 30 ®BHA
O 20 - uAA
% 10 -
0
Kontrol DMSO THF BHT BHA AA
- J

ekil 4.1.2.1. Pozitif ve Negatif kontrollerin DPPH serbest radikal % inhibisyon grafigi
g yon gratig

Sekil 4.1.2.1.’deki sonuglara gore pozitif kontrollerden THF nin DPPH serbest

radikaline kars1 siiplirme aktivitesi belirlenmistir.

Cizelge 4.1.2.1. Kontrollerin DPPH serbest radikal % inhibisyon aktivite degerleri

Kontrollerin % inhibisyon degerleri

Negatif kontrol (Coziiciiler) Pozitif kontrol (Standart antioksidanlar)
DMSO THF BHT BHA AA
0.8+0.04 13.9+1.9 14.742.6 30.9+2.9 94.7+2.0
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VT5-> [Bis(N,N-Bis(difenilfosfino)-2,5-dimetoksianilin)Cu(l)]hekzaflorofosfat

4 N\
VT5

= Kontrol

= DMSO
uBHT
mBHA
HAA

120 pg/ml
=250 pg/ml
® 400 pg/ml
=800 pg/ml
= 1600 ug/ml
2000 ug/ml
22500 pg/ml

DPPH % inhibisyonu

Kont. DMSO BHT BHA AA 120 250 400 800 1600 2000 2500 pg/ml

Kontroller ve Konsantrasyonlar

Sekil 4.1.2.2. VTS5 test bilesiginin DPPH serbest radikal % inhibisyon grafigi

Sekil 4.1.2.2.’deki sonuglara gore VTS5 test bilesiginin DPPH serbest radikaline
kars1 siipirme aktivitesi belirlenmistir. Ayrica test bilesiginin sahip oldugu

konsantrasyon artigina bagl olarak aktivitede de bir artig gosterdigi gozlenmistir.

Cizelge 4.1.2.2. VTS5 test bilesiginin DPPH serbest radikal % inhibisyon aktivite degerleri
g

Test bilesiginin konsantrasyonu (pg/ml)

120 250 400 800 1600 2000 2500

VT5 |19+05 |4.7+40.3 |7.6+1.0 |10.2+1.0 | 18.2+0.6 | 24.0+0.3 | 14.9+0.2

Cizelge 4.1.2.2.°de VTS test bilesiginin DPPH serbest radikaline kars1 gosterdigi
aktivite degerleri verilmistir. Bu degerlere gore VTS5 test bilesigi en yiiksek antioksidan
aktiviteyi 2000 pg/ml konsantrasyonda gostermistir. Ancak negatif kontrol olarak

kullanilmis DMSO’nun herhangi bir siipiirme aktivitesini gosteremedigi belirlenmistir.
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VT6-> [Bis(N,N-bis(difenilfosfino)-3,5-dimetoksianilin)Cu(l)]hekzaflorofosfat

4 N\
VT6
| |

100 - Kontrol

95 - = DMSO
F;J gg uBHT
=3 89 = BHA
0 gg . mAA
2 3 = 120 pg/ml
< 55
C g5 - m250 pg/ml
o 45 400 pg/ml
o\ 40

35 800 pg/ml
E 38: = 1600 pg/ml
o 297 2000 pg/ml
o 10 | = 2500 pg/ml

0

Kont. DMSO BHT BHA AA 120 250 400 800 1600 2000 2500 pg/ml

Kontroller ve Konsantrasyonlar

Sekil 4.1.2.3. VT6 test bilesiginin DPPH serbest radikal % inhibisyon grafigi
g yon grafig

Sekil 4.1.2.3.”deki sonuglara gore VT6 test bilesiginin DPPH serbest radikaline
kars1 siipirme aktivitesi belirlenmistir. Ayrica test bilesiginin sahip oldugu

konsantrasyon artigina bagli olarak aktivitede de bir artis gosterdigi gozlenmistir.

Cizelge 4.1.2.3. VT6 test bilesiginin DPPH serbest radikal % inhibisyon aktivite degerleri

Test bilesiginin konsantrasyonu (pg/ml)

120 250 400 800 1600 2000 2500

VT6 27405 |52+15 |83+29 | 147454 | 28.0+9.2 | 34.4+11.9 | 9.4+05

Cizelge 4.1.2.3.’de VT6 test bilesiginin DPPH serbest radikaline kars1 gosterdigi
aktivite degerleri verilmistir. Ayrica elde edilmis degerlere gore VT6 test bilesigi en

yiiksek antioksidan aktiviteyi 2000 pg/ml konsantrasyonda gostermistir.

Ancak negatif kontrol olarak kullanilmis DMSO’nun herhangi bir siiplirme

aktivitesini gosteremedigi belirlenmistir.
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VT7 (Ligand)-> N,N-Bis(difenilfosfino)-Benzilanilin

4 )
VT7
m Kontrol
S 18% ] mTHF
S & = BHT
> 9 =BHA
re) Z;g: uAA
= gg: = 120 pg/ml
= 28 =250 pg/ml
o\o gg ¥ 400 pg/ml
T %g =800 pg/ml
& %8 H 1600 pg/ml
a 1% ] 22000 pg/ml
0

Kont. THF BHT BHA AA 120 250 400 800 1600 2000 pg/ml

Kontroller ve Konsantrasyonlar

Sekil 4.1.2.4. VT7 test bilesiginin DPPH serbest radikal % inhibisyon grafigi

Sekil 4.1.2.4.°deki sonuglara gore VT7 test bilesiginin DPPH serbest radikaline
kars1 stiplirme aktivitesi belirlenmistir. Ayrica test bilesiginin sahip oldugu
konsantrasyon artisina bagli olarak aktivitede de bir artig gosterdigi, ancak daha ytiksek

konsantrasyonlarda inhibisyonda azalma gozlenmistir.

Cizelge 4.1.2.4. VT7 test bilesiginin DPPH serbest radikal % inhibisyon aktivite degerleri

Test bilesiginin konsantrasyonu (pg/ml)

120 250 400 800 1600 2000

VT7 23.045.8 38.849.6 36.7+410.1 | 60.3+16.7 | 37.0+0.8 25.7+13.1

Cizelge 4.1.2.4.°de VT7 test bilesiginin DPPH serbest radikaline karsi gosterdigi
aktivite degerleri verilmistir. Bu degerlere gére VT7 test bilesigi en yiiksek antioksidan
aktiviteyi 800 pg/ml konsantrasyonda gostermistir. Ayrica VT7 test bilesiginin 800
pg/ml konsantrasyonu DPPH serbest radikalin %25’inden fazlasini inhibe ettigi
gbzlenmistir. Ancak negatif kontrol olarak kullanilmis THF’nin de DPPH siipiirme

aktivitesi gosterdigi belirlenmistir.
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VVT8-> Dikloro[N,N-bis(difenilfosfino)-4-aminodifenilamin]Pd(11)

4 N
VT8

m Kontrol
®EDMSO
uBHT
mBHA
uAA

B 120 pg/ml
250 pg/ml
400 pg/ml
=800 pg/ml
1600 ug/ml
=2000 ug/ml
2500 pg/ml
23000 pg/ml
24000 pg/ml

DPPH % inhibisyonu

Kont.DMSO BHT BHA AA 120 250 400 800 1600 2000 2500 3000 4000 pg/ml

Kontroller ve Konsantrasyonlar

Sekil 4.1.2.5. VT8 test bilesiginin DPPH serbest radikal % inhibisyonu grafigi
g yonu gratig

Sekil 4.1.2.5.”deki sonuglara gore VT8 test bilesiginin DPPH serbest radikaline
kars1 siipirme aktivitesi belirlenmistir. Ayrica test bilesiginin sahip oldugu

konsantrasyon artigina bagli olarak aktivitede de bir artis gosterdigi gozlenmistir.

Cizelge 4.1.2.5. VT8 test bilesiginin DPPH serbest radikal % inhibisyon aktivite degerleri

Test bilesiginin konsantrasyonu (pg/ml)

120 250 400 800 1600 2000 2500 3000 4000

VT8 | 9.740.2 | 17.5+0.8 | 28.9+0.02 | 57.3+0.4 | 84.6+8.5 | 91.0+2.5 | 91.3+0.08 | 93.0+0.04 | 92.0+0.6

Cizelge 4.1.2.5.”de VT8 test bilesiginin DPPH serbest radikaline kars1 gosterdigi
aktivite degerleri verilmistir. Bu degerlere gore VTS test bilesigi en yiiksek antioksidan
aktiviteyi 2000 pg/ml konsantrasyonda gostermistir. Ayrica VT8 test bilesiginin 2000
pug/ml konsantrasyonu DPPH serbest radikalin %90’indan fazlasini inhibe ettigi
gozlenmistir. Ancak negatif kontrol olarak kullanilmis DMSO’nun herhangi bir

stipiirme aktivitesini gosteremedigi belirlenmistir.
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VT9-> Dikloro[N,N-Bis(difenilfosfino)-3,5-dimetoksianilin]Pd(I1)

4 N\
VT9

m Kontrol

m DMSO
uBHT

m BHA
uAA

= 120 pg/ml
250 pg/ml
400 pg/ml
=800 pg/ml
® 1600 pg/ml
2000 pg/ml
2500 pg/ml

DPPH % inhibisyonu

Kont. DMSO BHT BHA AA 120 250 400 800 1600 2000 2500 pg/ml

Kontroller ve Konsantrasyonlar

e .1.2.6. test bilesiginin serbest radikal % inhibisyonu grafigi
Sekil 4.1.2.6. VT9 bilesiginin DPPH serb dikal % inhibisyonu grafigi

Sekil 4.1.2.6.’deki sonuglara gore VT9 test bilesiginin DPPH serbest radikaline
kars1 stiplirme aktivitesi belirlenmistir. Ayrica test bilesiginin sahip oldugu

konsantrasyon artisina bagl olarak aktivitede de bir artis gosterdigi gozlenmistir.

Cizelge 4.1.2.6. VT9 test bilesiginin DPPH serbest radikal % inhibisyon aktivite degerleri

Test bilesiginin konsantrasyonu (pg/ml)

120 250 400 800 1600 2000 2500

VT9 3.3+0.6 |6.6+1.9 | 11.0+2.0 | 23.1+34 | 46.2+6.3 | 56.1+7.7 | 33.5+0.8

Cizelge 4.1.2.6.°de VT test bilesiginin DPPH serbest radikaline kars1 gosterdigi
aktivite degerleri verilmistir. Bu degerlere gore VTO test bilesigi en yliksek antioksidan
aktiviteyi 2000 ug/ml konsantrasyonda gostermistir. Ayrica VT9 test bilesiginin 2000
pg/ml konsantrasyonu DPPH serbest radikalin %50’sinden fazlasini inhibe ettigi
gozlenmistir. Ancak negatif kontrol olarak kullanilmis DMSO’nun herhangi bir

stipiirme aktivitesini gosteremedigi belirlenmistir.
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4.1.3.Mutajenite

Test bilesiklerinin mutajenik aktiviteleri Salmonella typhimurium TA98 ve
TA100 mutant suslar1 kullanilarak Salmonella/Mutajenite test sistemiyle incelenen
mutajenik aktivite sonuclar1 Cizelge 4.1.3.1., 4.1.3.2, 4.1.33. ve 4.134.°de
gosterilmistir. Ayrica mutajenik aktivite sonuglart Sekil 4.1.3.1.(a ve b), 4.1.3.2.(a ve b),
4.1.3.3.(ave b) ve 4.1.3.4.(a ve b)’de grafik halinde gosterilmistir.

Pozitif kontrol olarak gii¢clii mutajenler olan 2-AF (TA98) ve NaNj; (TA100)
kullanildi. Negatif kontroller olarak DMSO ve THF ¢oziiciileri kullanilmustir.
Komplekslerin mutajenik aktiviteleri S9 mix (+) varliginda ve S9 mix (-) yoklugunda
elde edilen geri donen koloni sayilarmin ortalama degerleri hesaplanarak
degerlendirildi. Aktivite degerleri test bilesiklerine ait ¢izelge ve grafiklerde

belirtilmistir.
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VT5-> [Bis(N,N-Bis(difenilfosfino)-2,5-dimetoksianilin)Cu(l)]hekzaflorofosfat

Cizelge 4.1.3.1. VTS5 test bilesiginin 72.saatteki Ames Salmonella/Mikrozom aktivite degerleri

VTS5 TA98 TA100

-S9 mix +S9 mix -S9 mix +S9 mix
Kontrol 41.5+9.5 143+37 880+220 564+246
DMSO 26+1 61.5+11.5 1000+120 332+44
NaN3 Y. Y. 550+90 2760+1320
2-AF 64.5+17.5 64+16 Y. Y.
50 pg/plt 41+12 41.5+2.5 734+542 3760+1360
100 pg/plt 33+2 49+1 240+80 1700+500
200 pg/plt 36+0 48+10 305+263 270+270
400 pg/plt 35+3 50404560 0+0 990+90
Y.: Yapilmadi

Cizelgede gosterilmis koloni sayilari elde edilmis geri donen koloni sayilarinin ortalama degerleridir.

Cizelge 4.1.3.1.°deki sonuglara gore S9 mix (+) varliginda TA98 mutant
bakterisi iizerinde 400 pg/plt ve TA100 mutant bakterisi lizerinde 50 pg/plt

konsantrasyonlarda mutajenik aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Ancak S9 mix (-) yoklugunda TA98 ve TA100 mutant bakterileri iizerinde

mutajenik aktivite gozlenmemistir.

Ayrica negatif kontrol olarak kullanilmis DMSO’nun da herhangi bir mutajenik

aktivite gosteremedigi belirlenmistir.

Test bilesiginin gézlenen mutajenik aktivitesi, mutajen bilesiklerin elde edilmis

aktivitelerinden daha yiiksek degerlerde oldugu belirlenmistir.
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VTS5 - TA98

-

asooo .

=" 4500 -

L 4000 = Kontrol
S 3500 | = DMSO
;o' 3000 - u2-AF

- 2500 1 m 50 pg/plt
® 2000 1 100 pg/plt
. 1500 200 ug/pl
H [ ] t
2 1000 - HEP
"= 500 - E400 pg/plt
O | | ee——

Kont.DMSO 2AF 50 100 200 400  Kont.DMSO 2AF50 100 200 400 pg/plt
S9 mix (-) Yoklugunda S9 mix (+) Varhginda

Sekil 4.1.3.1.a. VTS5 test bilesiginin 72.saatteki TA98 iizerindeki mutajenik aktivite grafigi

Sekil 4.1.3.1.a.’daki grafikte VTS5 test bilesiginin 72.saatte TA98 iizerinde S9
mix (+) varliginda 400 pg/plt konsantrasyonda mutajenik oldugu gézlenmistir.

4 I
VTS5 - TA100
-
< 5000 -
274500 -
2 4000 - = Kontrol
©
= 3500 m DMSO
= 3000 - m NaN3
N 2500 - B 50 pg/plt
2000 -
5 100 pg/plt
= 1500 -
g 1000 - H200 pg/plt
T 500 - 2400 ng/plt
=
o 0-
U Kont. DMSO NaN; 50 100 200 400 Kont. DMSO NaN;50 100 200 400 pg/plt
S9 mix (-) Yoklugunda S9 mix (+) Varhginda
\ J

Sekil 4.1.3.1.b. VT5 test bilesiginin 72.saatteki TA100 iizerindeki mutajenik aktivite grafigi

Sekil 4.1.3.1.b.’deki grafikte VTS test bilesiginin 72.saatte TA100 {izerinde S9
mix (+) varliginda 50 ug/plt ve 100 pg/plt konsantrasyonlarda mutajenik oldugu

gozlenmistir.
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VT6-> [Bis(N,N-bis(difenilfosfino)-3,5-dimetoksianilin)Cu(l)]hekzaflorofosfat

Cizelge 4.1.3.2. VTG test bilesiginin 72.saatteki Ames Salmonella/Mikrozom aktivite degerleri

VT6 TA98 TA100

-S9 mix +S9 mix -S9 mix +S9 mix
Kontrol 41.5+9.5 143+37 880+220 564+246
DMSO 26+1 61.5+11.5 1000+120 332+44
NaN3 Y. Y. 550+90 2760+1320
2-AF 64.5+17.5 64+16 Y. Y.
50 pg/plt 23.5+6.5 57+3 510+170 0+0
100 pg/plt 35.5+3.5 49.5+16.5 1660+100 0+0
200 pg/plt 88+6.5 61.5+3.5 342.5+22.5 2080+0112
400 pg/plt 39.5+9.5 83.5+38.5 630+30 0+0
Y.: Yapilmadi

Cizelgede gosterilmis koloni sayilari elde edilmis geri donen koloni sayilarinin ortalama degerleridir.

Cizelge 4.1.3.2.°deki sonuglara gore S9 mix (-) yoklugunda TA98 mutant
bakterisi lizerinde mutajenik aktivite gozlenmisken, S9 mix (+) varliginda TA98 mutant

bakterisi lizerinde mutajenik aktivite gdzlenmemistir.

Ancak TA100 mutant bakterisi tizerinde S9 mix (-) yoklugunda 100 pg/plt ve S9
mix (+) varh@inda 200 pg/plt konsantrasyonda mutajenik aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol olarak kullanilmig DMSO’nun da herhangi bir

mutajenik aktivite gosteremedigi gdzlenmistir.

Test bilesiginin gézlenen mutajenik aktivitesi, mutajen bilesiklerin elde edilmis

aktivitelerinden daha diisiik degerlerde oldugu belirlenmistir.
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4 )
VT6 - TA98
o
£ 150
>
]
wn 125 m Kontrol
© i
g 100 mDMSO
;—cq u2-AF
M 75 50 pg/plt
5 50 100 pg/plt
:g =200 ng/plt
2
E ° H400 pg/plt
P
o 0
(@) Kont.DMSO 2AF 50 100 200 400  Kont.DMSO 2AF50 100 200 400 ug/plt
S9 mix (-) Yoklugunda S9 mix (+) Varhginda
- )

Sekil 4.1.3.2.a. VT6 test bilesiginin 72.saatteki TA98 iizerindeki mutajenik aktivite grafigi

Sekil 4.1.3.2.a.’daki grafikte VT6 test bilesiginin 72.saatte TA98 iizerinde S9
mix (+) varliginda 200 pg/plt konsantrasyonda zayif mutajenik oldugu gézlenmistir.

4 N
VT6 - TA100
o
aSOOO .
& 4500 -
(.,-J 4000 - = Kontrol
g 3500 - m DMSO
'E' 3000 - m NaN3
N 2500 50 pg/plt
g 2000 | =100 pg/plt
£ 1500 -
-Q 1000 E200 pg/plt
o= 500 - H400 pg/plt
P
@ 0
QO Kont. DMSO NaN, 50 100 200 400  Kont. DMSO NaN,50 100 200 400 ug/plt
S9 mix (-) Yoklugunda S9 mix (+) Varhginda
& %

Sekil 4.1.3.2.b. VTG test bilesiginin 72.saatteki TA100 iizerindeki mutajenik aktivite grafigi

Sekil 4.1.3.2.b.’deki grafikte VT6 test bilesiginin 72.saatte TA100 {izerinde S9
mix (-) yoklugunda 100 pg/plt ve S9 mix (+) varliginda 200 pg/plt konsantrasyonlarda

mutajenik oldugu goézlenmistir.
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VT7 (Ligand)-> N,N-Bis(difenilfosfino)-Benzilanilin

Cizelge 4.1.3.3. VT7 test bilesiginin 72.saatteki Ames Salmonella/Mikrozom aktivite degerleri

VT7 TA98 TA100

-S9 mix +S9 mix -S9 mix +S9 mix
Kontrol 41.5+9.5 143+37 880+220 564+246
THF 111.5+3.5 111.53.5 2000+400 760+40
NaN3 Y. Y. 550+90 2760+1320
2-AF 64.5+17.5 64+16 Y. Y.
50 pg/plt 35+3 74.5+1.5 1807+993 52+32
100 pg/plt 3840+960 60.5+8.5 2800+800 106+94
200 pg/plt 33+28 60.5+3.5 1040+720 9343
400 pg/plt 1+0 545+27.5 | 509+166 76.5+3.5
Y.: Yapilmadi

Cizelgede gosterilmis koloni sayilari elde edilmis geri donen koloni sayilarinin ortalama degerleridir.

Cizelge 4.1.3.3.’deki sonuglara gére TA98 ve TA100 mutant bakterileri {izerinde
S9 mix (-) yoklugunda 100 pg/plt konsantrasyonda mutajenik aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol olarak kullanilmig THF’nin da mutajenik aktivite

gosterdigi belirlenmistir.

Ancak S9 mix (+) varliginda TA98 ve TA100 mutant bakterileri lizerinde

mutajenik aktivite gozlenmemistir.

Test bilesiginin gézlenen mutajenik aktivitesi, mutajen bilesiklerin elde edilmis

aktivitelerinden daha yiiksek degerlerde oldugu belirlenmistir.
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4 N
VT7-TA98
p—
E}SOOO .
4500 -
70 4000 - = Kontrol
ol
g 3500 - = DMSO
"= 3000 - m2-AF
R 2500 - m 50 pg/plt
g 2000 1 100 pg/plt
= 1500 - Hew
8 1000 - 200 pg/plt
R
o 0
) Kont.DMSO 2AF 50 100 200 400  Kont.DMSO 2AF50 100 200 400 ug/plt
S9 mix (-) Yoklugunda S9 mix (+) Varhginda
o %

Sekil 4.1.3.3.a. VT7 test bilesiginin 72.saatteki TA98 tizerindeki mutajenik aktivite grafigi

Sekil 4.1.3.3.a.’daki grafikte VT7 test bilesiginin 72.saatte TA98 iizerinde S9
mix (-) yoklugunda 100 pg/plt konsantrasyonda mutajenik oldugu gézlenmistir.

4 N
VT7-TA100
p—
E}sooo -
3 4500 -
C’_J 4000 - = Kontrol
§ 3500 - = DMSO
= 3000 - = NaN3
N 2500 - 50 pg/plt
5 2000 1 ® 100 pe/plt
= 1500 - HEP
5 1000 - 200 pg/plt
=
o 0
O Kont. DMSO NaN, 50 100 200 400  Kont. DMSO NaN,50 100 200 400 pg/plt
S9 mix (-) Yoklugunda S9 mix (+) Varhginda
N J

Sekil 4.1.3.3.b. VT7 test bilesiginin 72.saatteki TA100 tizerindeki mutajenik aktivite grafigi

Sekil 4.1.3.3.b.’deki grafikte VT7 test bilesiginin 72.saatte TA100 iizerinde S9
mix (-) yoklugunda 50 pg/plt ve 100 pg/plt konsantrasyonlarda mutajenik oldugu

gozlenmistir.
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VT8-> Dikloro[N,N-bis(difenilfosfino)-4-aminodifenilamin]Pd(11)

Cizelge 4.1.3.4. VT8 test bilesiginin 72.saatteki Ames Salmonella/Mikrozom aktivite degerleri

VT8 TA98 TA100

-S9 mix +S9 mix -S9 mix +S9 mix
Kontrol 69.5+41.5 64+17 81+71 2142
DMSO 59.5+24.5 59+13 19.5+8.5 17.5+5.5
NaN3 Y. Y. 124.5+6.5 2043
2-AF 82+134 3743 Y. Y.
50 pg/plt 28.5+0.5 58.5+1.5 65+31 13.5+0.5
100 pg/plt 50.5+14.5 111+74 1+1 9+3
200 pg/plt 74.5+48.5 34.5+2.5 0.5+0.5 31.5+6.5
400 pg/plt 37.5+7.5 23+3 24+20 2960+240
Y.: Yapilmadi

Cizelgede gosterilmis koloni sayilari elde edilmis geri donen koloni sayilarinin ortalama degerleridir.

Cizelge 4.1.3.4.°deki sonuglara gore S9 mix (+) varliginda ve S9 mix (-)
yoklugunda TA98 mutant bakterisi lizerinde mutajenik aktivite gozlenmemistir. Ayrica

negatif kontrol olarak kullanilmis DMSO’nun da herhangi bir mutajenik aktivite

gosteremedigi gézlenmistir.

Test bilesiginin gézlenen mutajenik aktivitesi, mutajen bilesiklerin elde edilmis

aktivitelerinden daha yiiksek degerlerde oldugu belirlenmistir.

Ancak TA100 mutant bakterisi lizerinde S9 mix (-) yoklugunda 400 pg/plt

konsantrasyonda mutajenik aktivite gosterdigi belirlenirken, TA100 mutant bakterisi

iizerinde S9 mix (+) varliginda mutajenik aktivite gézlenmedigi belirlenmistir.
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4 )
VT8 - TA98
o
£ 150 -
>
o]
w2 125 4 = Kontrol
©
8 100 - = DMSO
= = 2-AF
M 75 - m 50 pg/plt
§ 50 - 100 pg/plt
Q9 200 pg/plt
a 25 -
o 2400 pg/plt
P
L 0
@) Kont.DMSO 2AF 50 100 200 400  Kont.DMSO 2AF50 100 200 400 pg/plt
S9 mix (-) Yoklugunda S9 mix (+) Varhginda
- J

Sekil 4.1.3.4.a. VT8 test bilesiginin 72.saatteki TA98 iizerindeki mutajenik aktivite grafigi

Sekil 4.1.3.4.a.’daki grafikte VT8 test bilesiginin 72.saatte TA98 ve TA100
tizerinde S9 mix (-) yoklugunda ve S9 mix (+) varliginda konsantrasyonlarda mutajenik

aktivite gozlenmemistir.

4 I
VT8 - TA100
[l
E}SOOO 7
@ 4500 -
f 4000 - = Kontrol
£ 3500 - = DMSO
p—
Q 3000 + = NaN3
= 2500 1 m 50 pg/plt
@ 2000 1 100 pg/plt
.5 1500 -
A 1000 - =200 pg/plt
"= 500 - 400 pg/plt
D
w 0
Kont. DMSO NaN; 50 100 200 400  Kont. DMSO NaN;50 100 200 400 pg/plt
S9 mix (-) Yoklugunda S9 mix (+) Varhginda
o %

Sekil 4.1.3.4.b. VT8 test bilesiginin 72.saatteki TA100 iizerindeki mutajenik aktivite grafigi

Sekil 4.1.3.4.b.’deki grafikte VTS test bilesiginin 72.saatte TA100 {izerinde S9
mix (+) varliginda 400 pg/plt konsantrasyonda mutajenik oldugu gozlenmistir.
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4.2.TARTISMA

4.2.1. Antimikrobiyal

Komplekslerin sahip oldugu biyotesirlilik, in vitro olarak Gram (+) pozitif ve
Gram (-) negatif ve fungi olmak lizere birbirlerinden (hiicre zar1 yapisi ve ribozomal
olarak) farkli ozellikler tasiyan birkag mikroorganizma itizerinde antimikrobiyal

potansiyelleri incelenmistir.

Test bilesiklerinin farkli konsantrasyonlarindan emdirilmis 6 mm c¢apli kagit
disklerin etrafinda olusan seffaf zonlar mm olarak gaplari 6l¢iilmiistiir. Ancak disklerin
etrafinda ya ¢ok kiiciik ya da herhangi bir zon olusumu gézlenmemistir. Elde edilmis bu
degerlere gore farkli test bilesikleri farkli mikroorganizmalar iizerinde zayif

antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Bazi kompleksler hem Gram (+) pozitif hem de Gram (-) negatif bakteriler
tizerinde etkili oldugu gozlenmisken, bazi komplekslerin de sadece tek bir tip

mikroorganizma tizerinde etkili oldugu g6zlenmistir.

Gegis metal kompleksleri hem Gram (-) negatif hem de Gram (+) pozitif
bakteriler tizerinde etkili olmustur (Zhang ve ark. 2010). Ancak Kovala-Dmertzia ve
ark. (2001) gore kompleksler Gram (+) bakteriler iizerinde tamamiyla letal etki

gosterirken, Gram (-) bakteriler tizerinde bakterisidal etki gostermemistir.

Farklt organizmalara karsi farkli test bilesiklerinin farkli antimikrobiyal
aktivitelerinde gozlenebilen etki ¢esitliliginin bir¢cok nedeni olabilir. Test bilesiklerinin

aktivitelerinde gozlenen farkliliginin en belirgin nedenleri mikrobiyal hiicrelerin;

- Hiicre zarinin impermeabilitesine veya efflux pompasina,

- Hiicre duvari sentezinin engellenmesi

- Hiicre duvarinin pargalanip par¢alanmamasina (Bakteri ve fungi),

- Ribozomlarindaki farkliliklarina (Bakteri ve fungi arasindaki farklilik),

- Test bilesiklerinin etkinlik derecelerine (Hiicresel hasar olusturabilmesine),

- DNA’ya olan ilgilerine (DNA hasarina),

- Proteinlerle test bilesiklerinin arasindaki spesifik etkilesimlerine,

- Test bilesiklerinin sahip olduklar1 kararliliklarinin 6zellikle notral ve asidik

sartlarda azalmasiyla da ilgili olabilir (Rogachev ve ark. 1999, Hooper 2001,
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Spahn ve ark. 2001, Allardyce ve ark. 2003, Coyle 2005, Lu ve ark. 2006,
Pellerito ve ark. 2006, Alekshun ve Levy 2007, Mishra ve ark. 2008, Colak
ve ark. 2010, Dunkle ve ark. 2010, Ozdemir ve ark. 2010, Spera ve ark.
2011).

Metal komplekslerinin test mikroorganizmalari iizerindeki aktiviteleri; bakteri
hiicresinden difiizyon veya hiicre duvariyla etkilesim, hiicre duvarinin pargalanmasi
veya DNA hasari ile ilgili olabilecegi belirtilmistir (Pellerito ve ark. 2006, Mishra ve
Kaushik 2008, Khan ve ark. 2009).

Ayn1  zamanda Allardyce ve ark. (2003) suda c¢oziinebilen Ru(I)
komplekslerinin sahip olduklar1 antimikrobiyal aktivitelerinin DNA’ya bagl olmadigini
gormiislerdir. Fakat proteinlerle spesifik etkilesimleriyle alakali olabilecegini ifade
etmislerdir. Ru(Il) komplekslerinin, Polio viriislerinin gelisimlerini inhibe ettigini ancak

insan hiicrelerinin gelismesi lizerinde etkili olmadigini1 gézlemislerdir.

Fakat metal kompleksleri her zaman liganddan daha yiiksek aktivite
gosteremeyebilirler. Bu durum Prathima ve ark. (2010) tarafindan ligand aktivitesi
metal(I) komplekslerin aktivitesinden daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi
belirtilmistir.

Farkli  mikroorganizmalarin ~ kullanilmasi,  test  bilesiklerinin  farklh
mikroorganizmalar iizerindeki etkisi hakkinda bilgi vermesi bakimindan onemlidir.
Bunlarin basinda test bilesiklerinin Gram (+) ve Gram (-) bakteriyel farklilik veya

antibakteriyel-antifungal farkliliklar {izerindeki etki derecesi gelmektedir.

Cinkii peptidoglukan tabakasi bakteriyel hiicre duvarinin temel bilesenidir.
Hiicre duvarimin zayiflamasini ve hiicre parcalanmasini engellemektedir (Brotz ve Sahl
2000, Dziarski ve Gupta 2006). Teikoik asit yapi bakterileri antimikrobiyal yag
asitlerinden korudugu gdzlenmistir (Kohler ve ark. 2009).

Ayrica lipopolisakkarit yapt Gram (-) negatif bakterilerin dis membraninda
bulunan ve ilag molekiillerinin hiicreye giris hizin1 yavaglatan onemli bir hiicre
komponentidir (Hasdemir 2007). Periplazmik boslukta bulunan gesitli enzimler

antimikrobiyal ajanlar1 parcalayabilmektedir (Coyle 2005, Arisoy 2011).
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Cizelge 4.2.1. Test bilesiklerinin 2000 pg/ml konsantrasyondaki aktivite sonuglar1

Gram (-) Bakteriler Gram (+) Bakteriler Fungi

E.coli P.aeruginosa | S.pyogenes S.aureus C.albicans
Erit. 12.5+0.5 10.5+0.5 18.5+0.5 20.5+0.5 ZY.
im. 12+1 12.5+0.5 26+1 27.5+0.5 ZY.
Cef. ZY. ZY. 8+0 8.5+0.5 ZY.
DMSO ZY. ZY. ZY. ZY. ZY.
THF 8+0 7+0 7+0 7.5+0.5 9+0
VTS5 7+0 7+0 7+0 7+0 7+0
VT6 740 7+0 ZY. ZY. ZY.
VT7 9+0 8.5+0.5 8+0 8.5+0.5 8+0
VT8 7+0 ZY. 7+0 7+0 8+0
VT9 7+0 7+0 7.5+0.5 8+0 8+0

Z.Y.: Zon Yok

Zon gaplar disklerin (6mm) ¢apint igerecek sekilde yapilmis 6l¢iimlerin ortalama degerleridir.

Cizelge 4.2.1.”de gosterilmis olan sonuglara gore;

-VT5 sabit zayif aktivite gostermesine ragmen hem Gram (+) ve Gram (-)
antibakteriyel hem de antifungal aktivite goOstermistir. Bu durumda peptidoglukan
tabakasinin kalin veya ince olmasi veya teikoik asidin, lipopolisakkaritin, periplazmanin
bulunup bulunmamasi veya mikrobiyal ribozom farkliliginin da VTS karsisinda

herhangi bir etkisinin bulunmadig: diistintilmektedir.

-VT6 sadece Gram (-) bakteriler iizerinde aktivite géstermistir. Bu durumda

peptidoglukan tabakasinin kalinligi veya mikrobiyal ribozom farkliliginin VT6 test
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bilesiginin karsisinda etkili oldugu, ancak teikoik asit ve lipopolisakkaritin etkili

olmadig diistiniilmektedir.

-VT7 ortalama aktivite gostermesine ragmen hem Gram (+) ve Gram (-)
antibakteriyel hem de antifungal aktivite gostermistir. Bu durumda peptidoglukan
tabakasinin kalin veya ince olmasi veya teikoik asidin, lipopolisakkaritin, periplazmanin
bulunup bulunmamasi veya mikrobiyal ribozom farkliliginin VT7 karsisinda herhangi
bir etkisinin bulunmadig1 diistiniilmektedir. Ancak ¢oziicii olarak kullanilmis THF nin

zayif da olsa aktivite lizerinde etkisi oldugu gozlenmistir.

-VT8 hem Gram (+) ve Gram (-) hem de antifungal sabit zayif aktivite
gostermistir. Ancak daha yiiksek antifungal aktivite gézlenmistir. Ayrica P.aeruginosa
tizerinde antibakteriyel aktivite gostermemis ancak bir diger Gram (-) bakteri olan E.coli
tizerinde aktivite gostermistir. Bu durumda peptidoglukan tabakasinin kalin veya ince
olmast veya teikoik asidin, lipopolisakkaritin, periplazmanin bulunup bulunmamasi
veya mikrobiyal ribozom farkliliginin VT8 karsisinda herhangi bir etkisinin

bulunmadigi sadece spesifik proteinlerin etkili oldugu diisiiniilmektedir.

-VT9 Gram (-) sabit zayif aktivite gézlenmis, ancak Gram (+) ve Fungi {izerinde
az da olsa artan bir aktivite gozlenmistir. Bu durumda peptidoglukan tabakasinin
kalinligmin VT6 test bilesiginin karsisinda etkili oldugu, ancak teikoik asit veya
lipopolisakkarit veya mikrobiyal ribozom farkliliginin etkili olmadig: diisiiniilmektedir.
Ayrica spesifik proteinlerin olmasi da aktivite gézlenmesini engelleyememis oldugu

diistiniilmektedir.

Sonu¢ olarak pozitif kontrol kullanilmis cefuroxime sodium standart
antibiyotiginin bile aktivite gdsteremedigi durumda bile test bilesiklerinin tiimiiniin

aktivite gostermis oldugu belirlenmistir.

Ayrica zayif antimikrobial etkinin sebebi metal komplekslerin membrandan igeri
gecememesi veya plazmidler tarafindan sentezlenen ve bilesigi kiigiik parcalara ayiran
veya azaltan enzimler tarafindan veya hiicre i¢ine alinmis test bilesiklerinin efflux pomp
denilen atik pompasi tarafindan disari atilmasi rol almis oldugu diistiniilmektedir.
Ciinkii  Alekshun ve Levy (2007) tarafindan efflux pompasinin bir¢ok tiirden
antibiyotikleri disar1 attig1 belirtilmistir.
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Ic ve dis membran permeabilitesindeki degisikliklere bagli olarak ya test
bilesiginin hiicre i¢ine alimindaki azalmadan ya da bilesigin hizla disar1 atilmasini
saglayan aktif pompa sistemlerinden kaynaklanan bakteriyel membran degisiklikleri

yoluyla zayif aktiviteye neden olabilir.

Bu etkilerle beraber bir diger neden de literatiirlerde farkli boyuttaki disklerin
(disk capr biiylidiikge emdirilecek madde miktar1 artar) kullanimina bagli olarak diske

emdirilen (yiiksek konsantrasyonlu) madde miktaridir.

Spera ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
ve Staphylococcus aureus bakterileri tizerinde disk diflizyon yontemi uygulamig ancak
kullandiklar1 10 mm ¢aph steril kagit disklere 1.60 mg Paladyum(ll) kompleksi

emdirmislerdir.

100 pl kiiltiir besi yerine yayilmis ve steril 6 mm-capli disklere 50 pl ¢oziilmiis
ekstrakt emdirilmistir (Aslan ve ark. 2011).

Komplekslerdeki konsantrasyon artisi ile Gram (+) pozitif ve Gram (-) negatif
mikroorganizmalar iizerindeki aktivite sonucu olarak gelisme inhibisyonu da
artmaktadir (Colak ve ark. 2010). Ciinkii test bilesiklerinin konsantrasyonlar1 arttik¢a
aktiviteyi belirleyen inhibisyon derecesi de artar (Sharma ve ark. 2011).

Antimikrobiyal aktivite 2 cm ¢apli kagit disk difiizyon ile Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Fusarium oxysporum ve Alternaria alternata
mikroorganizmalari {izerinde denenmistir. Bilesiklerden elde edilmis aktivite sonuglar
ana ligandlarla kiyaslandiginda daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklari
gozlenmistir (Sharma ve ark. 2011).

Mamba ve ark. (2010) tarafindan antimikrobiyal aktivite 15 pl test bilesigi
emdirilmis 6 mm ¢apl kagit disk difiizyon yontemi ile Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella typhi, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
cereus, Aspergillus flavus, Aspergillus carbonarius, Aspergillus niger, Aspergillus
fumigatus mikroorganizmalar1 {izerinde denenmistir. Bilesikler DMSO igerisinde
¢ozlilmiis ve hazirlanan 15-30-100-200-400 ng/disk konsantrasyonlarinda ti¢lii ve dortlii

tekrarlar olarak aktivite incelenmistir.
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Antibakteriyel ve antifungal sonuglar ligandlarin aktivitelerinin metal ile
koordinasyon yaptigir zaman daha baskin hale geldigini gostermektedir (Sharma ve ark.
2011). Pd(II) koordinasyonlu tetrasiklin diren¢li suslarda 6nemli derecede antibiyotik
aktiviteyi arttirmistir. PA(IT)’li klortetrasiklin kompleksi serbest tetrasiklinden 16 kat
daha giiglii oldugu Guerra ve ark. (2005) tarafindan belirtilmistir.

Bunun yaninda terasiklinin Pd(II) kompleksi pratikte duyarli ve direngli E.coli
bakterilerinin gelisimini inhibe etmede tetrasiklin kadar etkilidir. Ayrica tetrasikline
direngli bakteriyel sus olan E.coli HB101/pBR322 ye kars1 16 kat daha gii¢lii oldugu
Garoufis ve ark. (2009) tarafindan belirtilmistir.

Ayrica bitki ham ekstratlarinda ¢ok fazla bitkisel bilesik bulunmaktadir. Bu
bilesiklerin daha az konsantrasyonda daha yiiksek aktivite gostermeleri sinerjistik
etkiden dolay1 olabilir. Ancak bu calismada kullandigimiz test bilesigi saf haldedir. Bu
yiizden bitkisel ekstraktlarla ayni konsantrasyonlarda hazirlanan test bilesiklerinde

sinerjistik etki olusturacak herhangi bir durum séz konusu degildir.

Ciinki farkli deneylerde esansiyel yaglarin ve saf bilesiklerin etkilerine bakildig
ve karsilagtirma sonuglar1 iic monoterpenlerin ve t-anethole’lin yagdaki tek serbest
radikal stipiirticii bilesikler olmadigin1 gosterdigi ve sinerjistik etkilerinin olma olasilig1
bulundugu Beckstrom-Sternberg ve Duke (1994) tarafindan ifade edilmistir (Burits and
Bucar 2000).

4.2.2 Antioksidan

Elde ettigimiz antioksidan sonuglara gore tiim bilesikler antioksidan aktiviteye
sahiptir. Saf olan ve sinerjistik olarak etkileyecek herhangi bir bilesik olmadiginda 2
mg/ml gibi daha diisiik konsantrasyonlarda bile %90’lara varan yiiksek antioksidan

aktivite gostermislerdir.

Ancak sinerjistik olarak birbirini etkileyebilecek bilesiklere sahip bitki
ekstraktlari {izerine yapilmis calismada, Karagin (2011)’e gére 5 mg/ml konsantrasyona
sahip bitkiden yaprakta %9.7, cicekte %38.0 DPPH serbest radikal siiplirme aktivite

degerleri elde edilmistir.

Normal aerobik metabolizma siiresince kesintisiz {iretilen ve c¢esitli biyolojik

antioksidanlar tarafindan gilivenli bir sekilde uzaklastirilan reaktif oksijen tiirleri
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(ROS)’ne karst antioksidan korumanin hi¢bir zaman %100 etkili olmamasi, yasam igin
onemli bir anahtar olan viicut antioksidan savunma sisteminin basarisiz veya yetersiz
oldugu zaman antioksidan takviyeler tamamlayic1 bir gii¢ olabilecektir (Gutteridge

1995).

Ciinkii viicudun antioksidan savunma kapasitesini asarak iiretilen serbest radikal
miktari ile liretilen antioksidan savunma giicii arasindaki dengenin bozulmasina neden
olur. Ciftlesmemis elektron serbest radikallere reaktif 6zellik kazandirarak protein, lipid
(hiicre membrani) ve DNA gibi bir¢ok hayati neme sahip biyolojik yapilarda hasara

neden olabilmektedir.

Cizelge 4.2.2. Test bilesiklerine ait DPPH siipiirme aktivitelerinin karsilastirma sonuglari

En Yiiksek Aktivite Aktivitedeki Diisiis
Konsantrasyon | Inhibisyon Konsantrasyon | inhibisyon
(ng/ml) Yiizdesi (%) (ng/ml) Yiizdesi (%0)
VT5 2000 24.0+0.3 2500 14.9+0.2
VT6 2000 34.4+11.9 2500 9.4+0.5
VT7 800 60.3+16.7 1600 37.0+0.8
VT8 3000 93.0+0.04 4000 92.0+0.6
VT9 2000 56.1+7.7 2500 33.5+0.8

Cizelge 4.2.2.°de gosterilmis olan sonuglara gore;

-VT5 2000 pg/ml en yiikksek DPPH siipirme aktivitesi olan %24 oraninda
inhibisyon goézlenmis ancak sonraki konsantrasyon artisi olan 2500 pg/ml
konsantrasyonda DPPH siiplirme aktivitesi %14 olarak gdzlenmistir. Bu nedenle en
baslangigtaki aktivite artisinin nedeninin DPPH siiplirme aktivitesindeki artigin test
bilesiginin konsantrasyonuna bagli oldugu, ancak DPPH siiplirme aktivitesindeki
diisiisiin test bilesiginin konsantrasyonuna bagli olmadigi disiiniilmektedir. Ciinkii

kompleksin sahip oldugu H (protonlarin), daha fazla miktardaki DPPH serbest
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radikalini inhibe ederek inhibisyon yilizdesini arttiracak kadar yeterli olmadigi

distiniilmektedir.

-VT6 2000 pg/ml en yiiksek DPPH siipiirme aktivitesi olan %34 oraninda
inhibisyon gozlenmis ancak sonraki konsantrasyon artist olan 2500 pg/ml
konsantrasyonda DPPH siiplirme aktivitesi %9 olarak gdzlenmistir. Bu nedenle en
baslangigtaki aktivite artisinin nedeninin DPPH siiplirme aktivitesindeki artigin test
bilesiginin konsantrasyonuna bagli oldugu, ancak DPPH siipiirme aktivitesindeki
diisiistin test bilesiginin konsantrasyonuna bagli olmadigi diisiiniilmektedir. Ciinkii
kompleksin sahip oldugu H (protonlarin), daha fazla miktardaki DPPH serbest
radikalini inhibe ederek inhibisyon ylizdesini arttiracak kadar yeterli olmadig

diistiniilmektedir.

-VT7 800 pg/ml en yiikksek DPPH siiplirme aktivitesi olan %60 oraninda
inhibisyon gozlenmis ancak sonraki konsantrasyon artist olan 1600 pg/ml
konsantrasyonda DPPH siipiirme aktivitesi %37 olarak gozlenmistir. Bu nedenle en
baslangictaki aktivite artisinin nedeninin DPPH siiplirme aktivitesindeki artisin test
bilesiginin konsantrasyonuna bagli oldugu, ancak DPPH siipiirme aktivitesindeki
diisiisiin test bilesiginin konsantrasyonuna bagli olmadigi diisiiniilmektedir. Ciinkii
kompleksin sahip oldugu H (protonlarin), daha fazla miktardaki DPPH serbest
radikalini inhibe ederek inhibisyon yiizdesini arttiracak kadar yeterli olmadigi
diisiiniilmektedir. Ayrica aktivitenin gozlenmesinde ¢oziicii olarak kullanilmis THF nin

de etkisinin oldugu diisiiniilmektedir.

-VT8 3000 pg/ml en yiiksek DPPH siiplirme aktivitesi olan %93 oraninda
inhibisyon gbzlenmis ancak sonraki konsantrasyon artist olan 4000 upg/ml
konsantrasyonda DPPH siiplirme aktivitesi %92 olarak gozlenmistir. Bu nedenle en
baslangictaki aktivite artisinin nedeninin DPPH siiplirme aktivitesindeki artigin test
bilesiginin konsantrasyonuna bagli oldugu, ancak DPPH siiplirme aktivitesindeki
diisiistin test bilesiginin konsantrasyonuna bagli olmadigi diisliniilmektedir. Ciinkii
kompleksin sahip oldugu H (protonlarin), daha fazla miktardaki DPPH serbest
radikalini inhibe ederek inhibisyon ylizdesini arttiracak kadar yeterli olmadigi

distiniilmektedir.
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-VT9 2000 pg/ml en yiikksek DPPH siiplirme aktivitesi olan %56 oraninda
inhibisyon gozlenmis ancak sonraki konsantrasyon artisi olan 2500 pg/ml
konsantrasyonda DPPH siipiirme aktivitesi %33 olarak gbzlenmistir. Bu nedenle en
baslangictaki aktivite artisinin nedeninin DPPH siiplirme aktivitesindeki artisin test
bilesiginin konsantrasyonuna bagli oldugu, ancak DPPH siipiirme aktivitesindeki
diisiisiin test bilesiginin konsantrasyonuna bagli olmadigi diisiiniilmektedir. Ciinki
kompleksin sahip oldugu H (protonlarin), daha fazla miktardaki DPPH serbest
radikalini inhibe ederek inhibisyon ylizdesini arttiracak kadar yeterli olmadigi

diistiiniilmektedir.

Ciinkii Choudhary ve ark. (2011) gore DPPH azaltici ajanlar tarafindan H
transferi ile renksizlestirilir. BOylece kararli nitrojen radikali olan DPPH serbest

radikalleri inhibe edilmektedir.

Sonug olarak VTS5, VT6, VT7 ve VT9 test bilesikleri, pozitif kontrol olarak
kullanilmis BHA ve BHT standart antioksidanlar kadar iyi aktivite gostermistir. VT8
test bilesigi ise standart antioksidan olarak kullanilan AA kadar giiclii antioksidan

aktivite gdstermistir.

Ayrica semenlerde antioksidan kapasitesi dondurup-¢6zme islemi siiresince lipit
peroksidasyonunu 6nlemede yetersizdir. Bu yiizden dondurup-¢ézme islemi tarafindan
indiiklenen oksidatif strese karst sperm hiicresini korumasi i¢in antioksidanlar

verilmektedir (Nadolu 2010).

Merkezi sinir sisteminde etkili olan Li* depresyon terapisinde nérotransmitter

maddelerin diizenlenmesinde kullanilir (Bakhtiar ve ark. 1999).

Oksijen metabolizmasinin bir iirlinii olan superoksit anyonu oksidatif doku
hasarmi tetikleyebilmektedir. Bu nedenle parkinson ve alzheimer hastaliklart gibi

sinirsel diizensizliklerle baglantili olduklar diisiiniilmektedir (Rafique ve ark. 2010).

Antioksidan aktiviteye sahip test bilesiklerinin kan beyin bariyerini gegip
gecemedigi yesil floresan bilesiklerle arastirilmalidir. Gegebildigi kesinlesen test
bilesigi giinlimiizde her yerde maruz kaldigimiz serbest radikallere bagli beyin
hasarlarinda kullanilabilir. Boylece daha saglikli merkezi sinir sistemine sahip

olunabilir.
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Kan beyin bariyeri, beynin ekstraselliler ortaminin siki  bir sekilde

diizenlenmesini saglayan bir sistemdir (Y1lmaz 2006).

Aynmi zamanda komplekslerin Olgiilebilir DPPH siiplirme aktivitelerinin olmasi
hem antioksidan hem de DNA baglanma c¢alismalar ile elde edilen sonuclar yeni
antitiimor ilaglar1 ve antioksidanlar bulma ve dizayn etme ve belki de komplekslerin
niikleik asitlerle etkilesim mekanizmalarinin anlasilmasina yardimci olabilmesi

bakimindan aragtirmacilar tarafindan kabul edilmistir (Colak ve ark. 2010).

4.2.3.Mutajenite

Ames yontemi genis bakteri popiilasyonlarinda secilebilir mutantlarin
gozlenmesinde olduk¢a hassastir. Ayrica S9 mix kullanilarak bakteri hiicresi memeli
hiicresine  benzetilmektedir. Boylece bakteriler, ¢esitli kimyasallarin potansiyel
mutajenik etkilerini belirlemede bir tarama araci olarak kullanilabilmektedir (Maron ve

Ames 1983).

Farkli mutasyonlara sahip farkli mutant suslarin geri donmeleri, farkl
mutajenler tarafindan geri dondiriilmektedir. Bu nedenle g¢ergeve kaymasi
mutasyonlarina neden olan mutajenlerin belirlenebilmesi igin S.typhimurium TA98 susu,
baz degisimine neden olan mutajenlerin belirlenebilmesi igin S.typhimurium TA100

susu kullanilmaktadir.

VT5 test bilesigi S9 mix (-) yoklugunda hem TA98 hem de TA100 mutant suslar
tizerinde herhangi bir mutajenik etki gdostermemis ancak S9 mix (+) varliginda hem

TA98 hem de TA100 mutant suslar iizerinde mutajenik aktivite gostermistir.

Ciinkii memelilerdeki biyotransformasyonun benzerini olusturmak i¢in
kullanilmis S9 mix’in kullanilmasiyla Onceki ¢alismalarda mutajenik aktivitesi
gbzlenmeyen bir¢cok ajan, metabolik aktivasyonu (S9 karigimi) iceren test sistemi ile

pozitif yani gii¢lii mutajenik aktivite verdigi gozlenmistir (Ames ve ark. 1973b).

VT6 test bilesigi S9 mix (-) yoklugunda ve S9 mix (+) varliginda TA98 {izerinde
mutajenik aktivite gdstermemis ancak S9 mix (-) yoklugunda ve S9 mix (+) varlifinda

TA100 iizerinde mutajenik aktivite gdstermistir.

VT7 test bilesigi S9 mix (+) varliginda hem TA98 hem de TA100 mutant

bakterileri lizerinde mutajenik aktivite gdstermemis, ancak S9 mix (-) yoklugunda hem
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TA98 hem de TA100 mutant bakterileri iizerinde mutajenik aktivite gdstermistir. Ayrica
THF ¢oziiciisiiniin de mutajenik aktivitesi gdzlenmistir. Clinkii mutajenik olan bilesikler
farkli deneylerde farkli ¢oziiciilerin kullanilmasindan dolay1r non-mutajenik olarak

gbzlemlenebilecegi Rannung ve ark. (1974) tarafindan belirtilmistir.

VT8 test bilesigi S9 mix (-) yoklugunda hem TA98 hem de TA100 mutant
bakterileri lizerinde mutajenik aktivite gostermemis, ancak S9 mix (+) varliginda hem

TA98 hem de TA100 mutant bakterileri tizerinde mutajenik aktivite gostermistir.

Mutajenik bir maddenin ayni1 zamanda mutlaka karsinojenik bir madde olmasi
gerekmez (McCann 1975b). Ancak iki durum arasinda paralellik olmasi, bakteri

sisteminde mutajenik olan bir maddenin tehlikeli olma olasiligin1 ortaya koymaktadir.

Mutajenik potansiyeli bulunan 16 metal tiirevleri ile yapilan calismada sadece

iki Cr(V]) bilesigi giiglii mutajen oldugu gézlenmistir (Marzin ve ark. 1985).

Elde edilmis sonuglara gore test bilesiklerinin bir kism1 S9 mix (+) varliginda bir
kismi da S9 mix (-) yoklugunda mutajenik aktivite gostermistir. Bu durumda S9 mix (-)
yoklugunda non-mutajenik aktivite gosteren test bilesiklerinin S9 mix (+) varliginda
mutajenik aktivite gdstermeleri, S9 mix (+) varliginda olusan metabolitlere bagli oldugu

anlasilmaktadir.

Metal bilesiklerin genotoksik etkisinin belirlenmesinde en yaygin olarak Ames
testinin kullanildig1 ve sadece birkag metal bilesigin agik sekilde pozitif sonug verdigi,
simdiye kadar test edilmis palladyum bilesiklerinin ise negatif sonu¢ verdigi

belirtilmistir (Baker 1984, Uno and Morital993).

Ayrica test bilesiklerinin  belirlenmis mutajenik  dozlarmin  disindaki
konsantrasyonlarin DNA {izerinde kiriklara neden olarak koloni sayilarindaki azalmaya

yol actig1 diistinlilmektedir.

Ciinkii metal iyonlarin toksik yetenegi magnezyum iyonlariyla yarigmaya
girmesi veya DNA onarim enzimlerinin yapisi ¢inko parmak’da zinc iyonlariyla yer

degistirmesine bagl oldugu Hartwig ve ark. (1998) tarafindan belirtilmistir.

Cu(ll) kompleksinin konsantrasyonu arttikca doz artisina bagimli olarak
komplekslerin DNA’da zincir kiriklarina neden oldugu gosterilmistir (Gadupudi ve ark.
2011).
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5.S0ONUC ve ONERILER
5.1.Sonuclar

5.1.1.Antimikrobiyal

Pozitif kontroller olarak kullanilan antibiyotiklerden Eritromisin ve imipenem’in
tim test mikroorganizmalarina karsi giliclii antimikrobiyal aktivite gosterdigi,
Cefuroxime sodium antibiyotiginin ise sadece S.aureus ATCC 25923 ve S.pyogenes

ATCC 19615 iizerinde antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 4.1.1.1.”deki gosterilmis VTS5 test bilesigi sonuglarina gore E.coli ATCC
25922 P.aeruginosa ATCC 27853, S.aureus ATCC 25923 iizerinde konsantrasyon
artisgina ragmen sabit zayif antibakteriyel aktivite gosterirken, konsantrasyonun en
yiiksek oldugu 2000 pg/ml’de S.pyogenes ATCC 19615 test bakterisine karsi
antibakteriyel aktivite baslangici gbézlenmistir. Ayrica baslangigta C.albicans ATCC
10231 test mikroorganizmasi {izerinde aktivite gdézlenmemesine ragmen, konsantrasyon
artisgt 800 pg/ml  oldugunda =zayif ancak diger test mikroorganizmalariyla

karsilastirildiginda daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.1.1.2.°de, elde edilmis VT6 test bilesigi sonuglarina gore E.coli ATCC
25922 ve P.aeruginosa ATCC 27853 iizerinde konsantrasyon artigina ragmen sabit
zayif antibakteriyel aktivite gozlenirken, konsantrasyonun en yiiksek oldugu 2000
pug/ml’de bile S.aureus ATCC 25923, S.pyogenes ATCC 19615 ve C.albicans ATCC
10231 test mikroorganizmalarina  karsi  antibakteriyel aktivite baglangici

gozlenmemistir.

Cizelge 4.1.1.3.deki VT7 test bilesigi sonuglarina gore E.coli ATCC 25922,
P.aeruginosa ATCC 27853, S.aureus ATCC 25923, S.pyogenes ATCC 19615 ve
C.albicans ATCC 10231 iizerinde konsantrasyon artisinin olmasia ragmen degisken

antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 4.1.1.4.”deki belirlenmis VTS test bilesigi sonuglarina gore E.coli ATCC
25922 S.pyogenes ATCC 19615, S.aureus ATCC 25923 ve C.albicans ATCC 10231
tizerinde konsantrasyon artisina ragmen sabit zayif antibakteriyel aktivite gosterirken,

konsantrasyonun en yiiksek oldugu 2000 pg/ml’de C.albicans ATCC 10231 test
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bakterisine kars1 daha yiiksek bir antifungal aktivite baslangici gozlenmistir. Ayrica
diger test bilesikleriyle karsilastirildiginda, VT8 test bilesiginde konsantrasyonun en
yiiksek oldugu 2000 ug/ml’de bile P.aeruginosa ATCC 27853 test mikroorganizmasi

iizerinde herhangi bir antibakteriyel aktivite gézlenmemistir.

Cizelge 4.1.1.5.°deki VT9 test bilesigi sonuglarmna gore E.coli ATCC 25922,
P.aeruginosa ATCC 27853, S.aureus ATCC 25923, S.pyogenes ATCC 19615 ve
C.albicans ATCC 10231 iizerinde konsantrasyon artisina ragmen sabit zayif
antibakteriyel aktivite gbzlenirken, konsantrasyonun en yiiksek oldugu 2000ug/ml’de
S.pyogenes ATCC 19615, S.aureus ATCC 25923 ve C.albicans ATCC 10231 test

bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivite artisinin baslangici olarak gézlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore test bilesiklerinin tiimii E.coli ATCC 25922 test
bakterisi tlizerinde etkili iken; S.pyogenes ATCC 19615 bakterisi tizerinde VT7, VT8 ve
VT9 test bilesikleri; S.aureus ATCC 25923 test bakterisi tizerinde VTS5, VT7, VT8 ve
VT9 test bilesikleri; P.aeruginosa ATCC 27853 test bakterisi iizerinde VTS5, VT6, VT7
ve VT9 test bilesikleri; C.albicans ATCC 10231 test mikroorganizmasi iizerinde VTS5,
VT7, VT8 ve VT9 test bilesikleri etkili olmuslardir.

Sonug olarak test bilesiklerinin ¢ogu biitiin test mikroorganizmalar1 iizerinde
antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir.  Ancak test bilesiklerinden
antimikrobiyal aktivite elde edilmesine ragmen test bilesiklerinin etki mekanizmalari
bilinmemektedir. Ayrica negatif kontrol olarak kullanilmig DMSO’nun herhangi bir

antimikrobiyal aktivite gostermedigi gézlenmistir.

5.1.2.Antioksidan

Pozitif kontroller olarak kullanilan antioksidanlardan BHT %14, BHA %30 ve
AA %94 DPPH serbest radikal inhibisyon aktivitesi gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 4.1.2.2.°deki gosterilmis VTS test bilesigi sonuglarina gére, DPPH
serbest radikali lizerinde konsantrasyon artisina bagli olarak antioksidan aktivitede de
artis gozlenmistir. VTS test bilesiginde konsantrasyonun en yiiksek oldugu 2000
ug/ml’de %24 DPPH serbest radikal inhibisyon aktivitesi gozlenmistir. Ayrica elde
edilmig aktivite sonuglar diger test bilesiklerinde daha diisiik olmasina ragmen; BHA

pozitif kontrolii ve VT7 test bilesigi aktivite sonuglarina yakin, BHT pozitif
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kontrolinden daha yiiksek aktivite goOsteren sonuglar elde edilmistir. VTS test

bilesiginin kontrollerle karsilagtiritlmasi Sekil 4.1.2.2.’de verilmistir.

Cizelge 4.1.2.3.deki gosterilmis VT6 test bilesigi sonucglarina gére, DPPH
serbest radikali iizerinde konsantrasyon artisina baglh olarak antioksidan aktivitede de
artis gozlenmistir. VT6 test bilesiginde konsantrasyonun en yiiksek oldugu 2000
pg/ml’de %34 DPPH serbest radikal inhibisyon aktivitesi gdzlenmistir. Ayrica elde
edilmis aktivite sonuglar1 orta derecede olmasina ragmen; BHA, BHT pozitif
kontroliinden ve VTS5, VT7 test bilesiklerinden daha yiiksek aktivite gosteren sonuglar
elde edilmistir. VT6 test bilesiginin kontrollerle karsilastirilmast Sekil 4.1.2.3.°de

verilmigtir.

Cizelge 4.1.2.4.°deki gosterilmis VT7 test bilesigi sonuclarina gore, DPPH
serbest radikali iizerinde konsantrasyon artigina bagli olarak degisken antioksidan
aktivite gozlenmistir. Ayrica konsantrasyon artisina bagli olarak aktivitede disiis
gozlenmigtir. VT7 test bilesiginde konsantrasyonun en yiiksek oldugu 2000 pg/ml’de
%25 inhibisyon aktivitesi gozlenirken daha diisiik konsantrasyon olan 800 pg/ml’de
%60 DPPH serbest radikal inhibisyon aktivitesi gozlenmistir. Ayrica yiiksek
konsantrasyonda elde edilmis aktivite sonuglari orta derecede olmasina ragmen; BHA
pozitif kontrolii ve VTS5 test bilesigi aktivite sonuglarina yakin, BHT pozitif
kontroliinden daha yiiksek aktivite gdsteren sonuglar elde edilmistir. Ayrica negatif
kontrol olarak kullanilmis THF’nin de DPPH siiplirme aktivitesi gosterdigi
belirlenmistir. VT7 test bilesiginin kontrollerle karsilastirilmas1 Sekil 4.1.2.4.°de

verilmistir.

Cizelge 4.1.2.5.°deki gosterilmis VT8 test bilesigi sonucglarina gére, DPPH
serbest radikali iizerinde konsantrasyon artisina bagl olarak antioksidan aktivitede de
artis gozlenmistir. VT8 test bilesiginde konsantrasyonun en yiiksek oldugu 2000
pg/ml’de %91 DPPH serbest radikal inhibisyon aktivitesi gozlenmistir. Ayrica elde
edilmis aktivite sonuclart BHA, BHT pozitif kontroliinden ve VTS, VT6, VT7, VTO test
bilesiklerinden daha yiiksek aktivite gosteren sonuglar elde edilmistir. Ancak pozitif
kontrol AA aktivite sonuglarina yakin antioksidan aktivite sonuglart gozlenmistir. VT8

test bilesiginin kontrollerle karsilagtirilmasi Sekil 4.1.2.5.”de verilmistir.
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Cizelge 4.1.2.6.°deki gosterilmis VT9 test bilesigi sonuclarina goére, DPPH
serbest radikali iizerinde konsantrasyon artisina bagli olarak degisken antioksidan
aktivite gozlenmistir. VT9 test bilesiginde konsantrasyonun en yiiksek oldugu 2000
pg/ml’de %56 inhibisyon aktivitesi gdzlenmistir. Ayrica elde edilmis aktivite sonuglari
orta derecede olmasina ragmen; BHA, BHT pozitif kontroliinden ve VTS5, VT7 test
bilesiklerinden daha yiiksek aktivite gosteren sonuglar elde edilmistir. VT9 test

bilesiginin kontrollerle karsilastirilmasi Sekil 4.1.2.6.’de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore tiim test bilesiklerinin DPPH serbest radikalini
stiptirerek antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol olarak
kullanilmis DMSO’nun herhangi bir antioksidan aktivite gostermedigi, ancak VT7 test
bilesigi ¢oziiclisii olarak kullanilan THF ¢oziiciistiniin ise %13 inhibisyonla serbest

radikal siiplirme aktivitesine sahip oldugu gézlenmistir.

Sonug olarak test bilesiklerinin tiimii DPPH serbest radikali tizerinde etkili

olmuslardir.

5.1.3.Mutajenite

Her deneyde test suslarinin kendiliginden geri donme Ozgiilliiklerini ve S9
karigiminin etkisini dogrulamak i¢in mutajenik etkileri bilinen kimyasal maddeler

(pozitif mutajenler) kullanilarak rutin olarak pozitif mutajenik etki kontrolleri yapildu.

Pozitif kontroller olarak kullanilan mutajenlerden 2-AF Salmonella typhimurium
TA98 ve NaNj3 Salmonella typhimurium TA100 test suslari {izerinde etkili oldugu

gozlenmistir.

Cizelge 4.1.3.1.’deki 72.saat sonuglarina gore VTS5 test bilesigi S9 mix (-)
yoklugunda konsantrasyon artisina bagl olarak TA98 mutant bakteri tizerinde herhangi
bir mutajenik aktivite gézlenmemis, ancak TA100 mutant bakteri iizerinde geri donen
koloni sayilarinda azalis gozlenmistir. S9 mix (+) varhginda TA98 mutant bakteri
iizerinde 400 pg/plt konsantrasyonda, TA100 mutant bakteri ilizerinde 50 pg/plt
konsantrasyonda mutajenik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayrica S9 mix (+)
varliginda TA100 mutant bakteri iizerinde 50 pg/plt konsantrasyonundan sonraki artan

konsantrasyonlarda geri donen koloni sayilarinda azalis gozlenmistir.
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Cizelge 4.1.3.2.°deki 72.saat sonuglarina gore VT6 test bilesigi S9 mix (-)
yoklugunda konsantrasyon artigina bagli olarak TA98 mutant bakteri iizerinde herhangi
bir mutajenik aktivite gozlenmemis, ancak TA100 mutant bakteri iizerinde 100 pg/plt
konsantrasyonda mutajenik aktivite gozlenmistir. Ayrica 50 ug/plt konsantrasyonundan
sonraki artan konsantrasyonlarda geri donen TA1O00 koloni sayilarinda azalis
gozlenmistir. S9 mix (+) varliginda TA98 mutant bakteri iizerinde herhangi bir
mutajenik aktivite gozlenmemis, ancak TA100 mutant bakteri iizerinde 200 pg/plt

konsantrasyonda mutajenik aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 4.1.3.3.°deki 72.saat sonuglarina gére VT7 test bilesigi S9 mix (-)
yoklugunda TA98 ve TA100 mutant bakterileri lizerinde 100 pg/plt konsantrasyonda
mutajenik aktivite gézlenmis, ancak konsantrasyon artisina ve azalisina bagli olarak
TA98 ve TA100 mutant bakterileri iizerinde herhangi bir mutajenik aktivite
gozlenmemistir. Ayrica 100 pg/plt konsantrasyonundan sonraki artan ve azalan
konsantrasyonlarda geri donen TA98 ve TA100 koloni sayilarinda azalis gbzlenmistir.
S9 mix (+) varliginda TA98 ve TA100 mutant bakterileri ilizerinde herhangi bir
mutajenik aktivite gézlenmemistir. Ayrica negatif kontrol olarak kullanilmis THF nin
de TA98 ve TA100 mutant bakterileri iizerinde mutajenik aktivite gosterdigi

belirlenmistir.

Cizelge 4.1.3.4.’deki 72.saat sonuglarina gore VT8 test bilesigi S9 mix (-)
yoklugunda konsantrasyon artigina bagli olarak TA98 ve TA100 mutant bakterileri
tizerinde herhangi bir mutajenik aktivite gozlenmemistir. S9 mix (+) varliginda TA98
mutant bakteri tlizerinde 100 pg/plt konsantrasyonda zayif mutajenik aktivite
belirlenmis, TA100 mutant bakteri tizerinde 400 pg/plt konsantrasyonda mutajenik
aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayrica S9 mix (+) varliginda TA100 mutant bakteri
tizerinde 400 pg/plt konsantrasyonundan Onceki azalan konsantrasyonlarda ve TA98
mutant bakteri iizerinde 100 pg/plt konsantrasyonundan sonraki artan ve azalan

konsantrasyonlarda geri donen koloni sayilarinda azalis gézlenmistir.

“Iki kat kurali”na gore degerlendirilmis olan sonuglara gére test bilesiklerinin
timi, S9 mix (+) varhiginda ve/veya S9 mix (-) yoklugunda TA98 ve TA100 mutant
bakterileri lizerinde mutajenik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol

olarak kullanilmis DMSO’nun herhangi bir mutajenik aktivite gdstermedigi, ancak VT7
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test bilesigi ¢oziiciisti olarak kullanilan THF ¢oziiciisiiniin mutajenik aktivitesine sahip

oldugu gozlenmistir.

Ciinkii  Salmonella/mutajenite test sisteminde bir bilesigin mutajen olarak
adlandirilmasi i¢in histidin protroflarinin kendiliginden geri dénen koloni sayisindan en
az iki kat fazla olmas1 ya da iki katindan az oldugu durumlarda da doza bagh bir artigin

gozlenmesi gerekmektedir (Maron ve Ames 1983).

5.2.0neriler

Antimikrobiyal aktivite calismalari i¢in daha yiiksek konsantrasyonda aktiviteler
incelenmelidir. Farkli sicaklik ve farkli ¢oziiciilerle hazirlanan seri konsantrasyonlar

denenmelidir.

Boylece daha yiiksek konsantrasyona, farkli sicakliklara ve farkli ¢oziiciilere ait
aktivite sonuglart elde edilecek ve test bilesiklerinin daha ileriki ¢aligmalarda

kullanilabilecek etkinlikleri belirlenecektir.

Ciinkii Rannung ve ark. (1974) tarafindan mutajenik olan bilesiklerin farkli
deneylerde farkli ¢oziiciilerin  kullanilmasindan dolayr non-mutajenik olarak

gbzlemlenebilecegi belirtilmistir.

Ancak herhangi bir bilesigin deney sonucunun negatif ¢ikmasi o bilesigin bagka
deneylerde kullanilmayacagi anlamina gelmemektedir. Bu nedenle yapilmis olan bu
caligma daha ileriki ¢aligmalarin yapilmasina katki saglamasi umulmaktadir. Ayrica test
bilesiklerinin etki mekanizmalar1 ve etkiledikleri molekiiller belirlenerek daha giiclii ve

uzun siireli aktiviteye sahip yeni bilesikler sentezlenmelidir.
Deney sonuglar1 komplekslerin bioaktivitesinin segici oldugunu gostermistir.

Ayrica VT8 test bilesiginin miikkemmel DPPH serbest radikal siipiirme aktivitesi
gostermis  olmasindan dolayr da bu kompleksin serbest radikallerin etkili

siipiiriiciilerinin yeni bir tiirii olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alisma sonucunda DPPH serbest radikal siiplirme aktivitesi gézlenmis olan
bu test bilesiklerinin giinliik hayatta kullanilabilme potasiyellerini ve diger reaktif

oksijen tiirleri (ROS) iizerindeki etkilerini belirleyebilmek i¢in ¢aligmalar yapilmalidir.
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Bu test bilesiklerinin elde edilmis sonuglari, deney hayvanlarinda test edildikten
sonra elde edilecek sonuclari ile karsilastirilarak kesin mutajen olup olmadiklar1 ortaya
konmalidir. Ciinkii kisa zamanli mutajenite test sitemleri yardimiyla mutajenik yanitin
saptanmasi, mutajenik bulunan kimyasalin mutajen ve/veya kanserojen oldugunu tek
basina ortaya koymayacagi gibi negatif yanitin da diger bazi kisa zamanli bakteriyel test

sistemleri ve deney hayvanlarinda tiimor indiiksiyonu ile test edilmesi gerekmektedir.

Ayrica gecis metal kompleksinin ilag olarak gelistirilmesinin kolay olmadigini,
biitlin yan etki ve siirlamalara ragmen ge¢is metallerin halen bile en fazla kullanilan

kemoterapoétik ajanlar oldugu Rafique ve ark. (2010) tarafindan belirtilmistir.

Tolan (2002) tarafindan E.coli PQ37 test susu iizerinde yaptigi calismada
mutajenik aktivite gosteren Maneb, Mancozeb ve Thiodan gibi mutajenik maddelerin
kullanilmasiyla mutajenik maddelerin konsantrasyon artisina bagli olarak -
galaktosidaz ve alkalen fosfataz gibi enzimlerin iinite sayilarinda azalis gozlendigi

belirtilmistir.

Bu nedenle, deneylerle gozlenen sonuglar daha ileriki arastirmalarin yapilmasi

icin cesaretlendirmektedir.
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EK.1.Kullanilan Kimyasal Maddeler

Adi Uretici Firma
Kagit Diskler Oxoid Blank Discs
DMSO Merck

THF Merck
Metanol Sigma-Aldrich
Etanol Sigma-Aldrich
DPPH Sigma

BHA Sigma

BHT Sigma

AA Fluka

Biyotin Sigma
Histidin Merck

NA Merck

NB Merck

S9 Sigma

Glukoz Sigma-Aldrich
NaCl Merck
MgSO,.7H,0 Sigma-Aldrich
Sitrik asit Sigma-Aldrich
K,;HPO, Merck

Agar Oxoid
NaHNH,PO,.4H,O0 | Merck

KCI Sigma-Aldrich
MgCl,.6H,0 Merck
NaH,PO,.H,0 Merck
Na,HPO, Merck
B-NADP Sigma

G-6-P Sigma
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EK.2.Kullanilan Cihazlar

Adi Modeli Bulundugu Yer
Distile Su Cihaz1 Jencons Autostill™ 8000X D.UF.ECA.

Otoklav HMC Hirayama D.UF.FMB.L.
Steril Kabin Telstar AV100 D.UFFMB.L.
Calkalayict Memmert D.UF.FMB.L.
Etiiv Thermo Scientific D.UF.FMB.L.
Spektrofotometre Varian Cary D.UF.F.M.B.L.
PH Metre Mettler Toledo D.UF.F.M.B.L.
Vorteks VWR International D.UFFMB.L.
Manyetik Karistirict Heidolph D.UF.FMB.L.
Hassas Terazi Gec Avery D.UF.FMB.L.
Derin Dondurucu Harris D.UF.FMB.L.
Inkiibator Sanyo D.UF.FMB.L.
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