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0z
Bu calismada, Ames testi kullanilarak, ilagc etken maddesi olarak kullaniimasi

dugunulen 2 ile 5 konumlarindan substitie 15 adet benzoksazol turevi kimyasal

maddenin mutajenik potansiyelleri arastirildi.

Ames test sistemi, kisa zamanli bakteriyel geri donusum test sistemlerinden birisidir.
Deney sisteminde kullanilan Salmonella typhimurium TA98, hisD3052 geninde;
TA100 hisG46 geninde; TA102 ise hisG428 geninde mutasyon tasimaktadir. Bu gen
bdlgelerinde meydana gelecek geri mutasyon sonucu atasal forma doénus frekansi, o

kimyasal maddenin mutajenik aktivitesini belirler.

SPSS 16.0 programi yardimiyla yapilan ANOVA ¢dzimlemelerine gore (p<0,05),
test edilen kimyasal maddelerinin hicbiri, bu deney sisteminde mutajenik etkili

bulunmamisgtir.
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DERIVATIVES BY AMES TEST SYSTEM
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ABSTRACT

In this study, mutagenic activities of newly synthesised 2 and 5 disubstituted 15
benzoxazole derivatives, which are believed to have some chemoteropatic activity,

are evaluated by Ames test.

Ames test is one of the bacterial short-term mutagenicity tests. The tester strains
used in this test carry different kinds of mutations. TA98 carries a mutation on
hisD3052 gene; TA100 on hisG46 gene and TA102 on hisG428 gene. A reversion to

wild type frequency appoints to the mutagenic activity of that substance.

The results analysed with ANOVA by SPSS 16.0 (p<0,05). It was found that none of

the test compounds have mutagenic effects in this study.
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1. GIRiS

Benzoksazol halkasi, farmasotik kimyada en yaygin kullanilan heterosiklik yapilardan
biridir. Bir benzen halkasi ve bir oksazol halkasinin bilesiminden olusur. Oksazol
halkas! yapisal olarak imidazol halkasina benzer. Daha dnceden yapilan galismalar
substitie benzoksazollerin antimikrobiyal, antiviral, antitimar aktivitelerinin oldugunu,
ayrica topoizomeraz 1 ve 2 enzim inhibitora olduklarini gostermistir (Elnima et al,
1981;Arpaci et al., 2008; Arisoy et al., 2008).

Gunumuzde bir ilag piyasaya surtilmeden once, guvenlilik testlerinden gecmesi ve
ilacin biyolojik etkinligi hakkinda kapsamli bilgi sahibi olunmasi; bu bilgilerin kapsamh
veri tabanlarinda toplanmasi 6ngorulmektedir (Gollapudi and Krishna, 2000;
http://www.fda.gov/Drugs/DevelopmentApprovalProcess/HowDrugsareDevelopedand
Approved/ApprovalApplications/InvestigationalNewDrugINDApplication/default.htm).

Bu amacla gesitli toksisite testleri uygulanmaktadir. Son yillarda gesitli Glkeler, yeni
ilaglarin  genotoksisite testlerinin  yurutilmesi  konusunda bazi kilavuzlar
hazirlamaktadirlar. Bu kilavuzlar genellikle Gglu bateri testleri 6nermektedirler. Bu
testlerden birinci grup bakteriyel geri mutasyon testleri; ikinci grup, kromozomal
hatalari belirleyebilmek amaciyla in vitro’'da memeli hucreleriyle yapilacak testler (6rn:
metafaz analizleri, mikronukleus testi) ve UglUncl grup ise in vivo’da memeliler

kullanilarak yapilacak testlerdir.

Calisma kapsaminda, Ames test sistemi ile 2 ve 5 konumundan substitie 15 adet
benzoksazol turevi bilesigin, Salmonella typhimurium TA98, TA100 ve TA102 suslar

Uzerindeki mutajenik potansiyelleri arastiriimistir.



2. GENEL BILGI
2.1. Antimikrobiyal Kemoterapi ve Antibiyotik Direncliligi

Antimikrobiyal kemoterapi, patojenlerin biyokimyasal yapilarinin konakginin
biyokimyasal yapisindan farkli olmasi, dolayisiyla bu ézellikleri neticesinde konakgiya
hi¢ zarar vermeyen ya da en az zarari veren kimyasal maddelerin patojene atak

yapmasiyla ortadan kaldirilabilecegi temeline dayanir (Salmond and Welch, 2008).

Patojen bakteri suslari hizla ilaglara karsi diren¢g kazanmaktadirlar. Diren¢g kazanma
pek c¢ok mekanizmanin ise karismasiyla meydana gelmektedir. Bu nedenle
arastirmacilar, bu organizmalara kargi yeni bilegikler sentezleme yoluna
gitmektedirler. Yeni etken ilaglarin bulunmasi, saf ya da modifiye, eski veya hala
kullanimda olan ilacglarin yiizlestigi bu sorunun (stesinden gelmelidir. ila¢ sirketleri ve
arastirma merkezleri cesitli kaynaklari ve farkli teknikleri kullanarak bu ihtiyaci

karsilamaya ¢alismaktadirlar (Kreander, 2006).

Bakteriyel antibiyotik direnci ya intirinsik ya da kazanilmis mekanizmalarla saglanir.
Bu mekanizmalarla ilgili bilgiler Cizelge 2. 1, Sekil 2. 1 ve Sekil 2. 2’de verilmistir.
intrinsik mekanizmalar konak kromozomunda bulunan, Gram negatif bakterilerin
AmpC B-laktamaz enzimlerini kodlayan genler ve MDR (multidrug resistance= ¢oklu
ilac direncliligi) sizinti (efflux) genleri ile ifade edilir (Alekshun and Levy, 2007). Ayrica
bakteriyel ribozomlar, ékaryotik ribozomlardan farklidirlar. Bu farkhlik temel alinarak
hazirlanan etken maddeler, secici olarak bakteriyel ribozomlarla etkilesime girerek
etkinliklerini gosterebileceklerdir. Bakteriyel ribozomlar 30S ve 50S alt birimlerine
sahip ribozomlar tasirlar. Streptomisin, gentamisin gibi antibiyotikler 30S alt birimine
baglanarak etkinliklerini gosterirlerken; eritromisin ve kloramfenikol gibi drnekler 50S
unitesine baglanirlar. Bu antibiyotiklerden higbirinin okaryotik ribozomlara ilgisi yoktur
(Hayes and Wolf, 1990).

Antibakteriyel ilaclari modifiye eden enzimler B-laktamazlar gibi antibiyotikleri
degrade eden enzimleri iceren bir grup ve makrolid ve aminoglikozidleri modifiye

eden proteinlerini de igine alan diger bir grup olmak Uzere iki grup altinda incelenirler



(Alekshun and Levy, 2007). Yapilan modifikasyonlar ilacin hedefe olan ilgisini azaltir

(McKeegan et al., 2002) .

Cizelge 2. 1. intrinsik ve kazanilmis direngliligin orijini (Hayes and Wolf, 1990).

Direnclilik
tipi

intrinsik direnclilik

1. Hedef boélgenin yoklugu

2. Ture 6zgu hedef bdlge yapisi
3.Yiksek detoksifikasyon kapasitesi
a) Dokuya 6zgil fonksiyonlar

b) Ontogenik varyasyonlar

c) Cinsiyete 6zgu farkliliklar

d) Populasyon polimorfizmi

e) Kendini savunma mekanizmasi
f) Onarim kapasitesi

4. llag iletiminin azhg

5. Hicre dongusinin etkileri

6. Adaptif degisiklik

7. Stres cevabi

Kazanilmig direnglilik

1. Dogal segcilim

2. Konstutif adaptif degisiklik

3. Konsttif stres cevabi

4. Gen transferi

5. Gen amplifikasyonu

Direncliligin siiresi

Populasyondaki direncliligin frekansi

Kalici

Kalici

Kalici
Degisken
Kalici
Kalici
Kalici
Kalici
Degisken
Degisken
Gegici
Gegici

Kalici

Kalici

Kalici

Sirekli segilim
gerektirir
Surekli secilim

gerektirir

Tdm hicrelerde

Tdm hicrelerde

TUm hucrelerde
TUm hucrelerde
TUm hucrelerde
Degisken
Tdm hicrelerde
Tdm hicrelerde
Degisken
Degisken
Tam hicrelerde

Tdm hdcrelerde
Ender
Ender
Ender

Ender

Ender




Bireysel savunma mekanizmalari da intrinsik faktorler arasinda sayilabilir. Birgok
organizma, predatorlerinden ve rekabet halinde bulundugu canlilardan kendi uUrettigi
toksik veya kargi taraf igin hos olmayan kimyasallar salgilayarak savunma
saglayabilirler. Dolayisiyla canlilarin kendi Urettikleri bu kimyasallardan etkilenmemek
icin bir mekanizmalari olmalidir. Antibiyotik Ureten mikroorganizmalarla yapilan
calismalar, ornegin cgesitli Streptomyces turleri, bu konularda aydinlatici bilgiler
vermektedir. intrinsik olarak kazanilan direnclilik mekanizmalarindan, adaptif olarak
kazanilan direng, diger intrinsik mekanizmalardan farklidir. Cinku bu direng kisa
omurludur ve toksik ajan ortamdan kaldirildiginda, direnglilik kaybolabilir (Hayes and
Wolf, 1990).

Daha once ilag hassasiyeti bulunan bir hlicre populasyonundan zaman igerisinde
direngli hale gelen hucreler i¢cin kazanilmis mekanizmalardan bahsedilebilir (Hayes
and Wolf, 1990). Kazanilmis mekanizmalar antibiyotigin hedefledigi gende meydana
gelen mutasyonlar ile plazmid, bakteriyofaj, transpozonlar ve diger genetik mobil
elementlerle tasinan antibiyotik direng belirtegleri ile gergeklesir. Genelde bu degisim
suregleri transduksiyon (bakteriyofajlar aracihgi ile), konjugasyon (plazmidler ve
konjugatif transpozonlar araciligi ile) ve transformasyon araciligiyla gerceklesir. Ayni
cins igerisindeki organizmalar arasinda gen transferi yaygin olmakla birlikte, bu
mekanizma birbirinden oldukca farkh cinsler arasinda da meydana gelmektedir. Bir
bakteri icerisinde birden fazla plazmid bulunabilir. Plazmidler direnglilik genleriyle
beraber pek ¢ok 6zel gen de tasirlar; konak¢i genomundan bagimsiz bir sekilde
replike olurlar ve replikasyon orijinleri ile de tanimlanabilirler. Transpozonlar, mobil
genetik elementlerdir ve plazmid Uzerinde bulunabildikleri gibi diger transpozonlara

veya konakgl genomuna katilabilirler (Alekshun and Levy, 2007).



Sekil 2. 2. Direnglilik kazanim mekanizmalari (Levy, 1998).



Bir ilag direng mekanizmasi birbirinden farkli pek ¢ok gen tarafindan duzenlenebilir.
Bununla birlikte, birden fazla farkli mekanizma ayni antibiyotige karsi direng

saglayabilir (Levy and Marshall, 2004).

Antimikrobiyal kemoterapi icin potansiyel hedeflerden biri de, ki bu hedef yalnizca
patojenlere 6zgl degildir, quorum sensing mekanizmasidir. Bazi patojenler,
bakteriyel hucre populasyon yogunluguyla orantili olarak, virtlans genlerini kontrol
etmek amaciyla bu mekanizmayi kullanirlar. Bu mekanizmada htcre i¢i sinyal
molekdilleri gorevlidir. Eger bu sistem kimyasallarla inhibe edilirse, patojenler etkisiz
hale getirilebilir. Cunkd bu durumda hucreler virulans genlerini etkin bir sekilde ifade
edemeyeceklerdir. Quorum sensing, ayni zamanda, bakterilerde biofilm olusumunu
da kontrol eder. Biofilm olusturan bakteriler, antibiyotiklere karsi daha direnclidirler.
Dolayisiyla quorum sensing mekanizmasini inhibe edecek olan bir kimyasal, biofilm
olusumuyla ilgili meydana gelen kronik bakteriyel hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilir. Antibiyotiklerin aksine, bu kimyasallar kommensal floraya zarar
vermezler; dolayisiyla konakgi Uzerinde daha az yan etki olustururlar (Salmon and
Welch, 2002).

Bu bilgiler 1s1ginda antibakteriyel ajanlarin hicre duvari sentezine engel olarak,
protein sentezini, nukleik asit sentezini ve/veya bir metabolik yolu inhibe ederek
etkilerini  gosterdikleri sOylenebilir (Tenover, 2006). Antibakteriyel ilaglarin
gelistiriimesinde kullanilacak yeni etken maddelerin, bu anahtar noktalar géz dnunde

bulundurularak sentezlenmesi gerekir.
2.2. Risk Degerlendirme

Risk matematiksel bir terimdir ve herhangi bir kimyasal maddeye maruziyetten
kaynaklanan beklenmeyen yan etkileri ifade eder. Ayrica herhangi bir tehlikeli
maddenin 6zgul maruziyet kosullarinda gosterecegi yan etkiler olarak da
degerlendirilebilir. Risk= tehlikeli madde x maruziyet olarak formule edilebilir;
guvenlik ise, madde oOnerilen sekilde ve dozda kullanildiginda yan etkilerin

g6zlenmeyecek olmasi olarak tanimlanabilir (Timbrell, 2002).



Yeni ilaclar gelistirilirken guvenilirligi konusu mumkun oldugunca erken
cozumlenmelidir. En onemli guvenlik yaklagimlart farmakoloji (ilag-hedef
etkilesimlerine dayanan toksisite), kimya (yapi), toksikoloji (in vivo hucre kultarleri) ,
ilagc metabolizmasi ve farmakokinetik ve risk faktorleridir (fizyolojik, ¢evresel ve
genetik) (Kreander, 2006).

Sonug¢ olarak, yeni ilaglarin gelistiriimesi sirasinda in vitro toksikolojik yontemler
kullanilarak en az toksikolojik Ozellik gosteren kimyasallarin secimi yapiimalidir.
Kimyasal yapidan kaynakli toksikolojik problemler arastirilirken test edilen kimyasalin
iskelet yapisinin bilinen bir yan etkisi olup olmadigi, yan zincirlerin bilinen bir toksik
etkisinin olup olmadigi, toksikoforlar ile farmakoforlarin in vitro ve in vivo modeller
kullanilarak birbirinden ayrilip ayrilamadig§i incelenmelidir. ila¢c metabolizmasi
incelenirken ise test edilecek kimyasallarin biyotransforme olup olmadidi, insanlarda
meydana gelebilecek metabolitlerin hayvan sistemlerindeki metabolitlerden farkh olup
olmadigi, hangi hayvan modelinin insan modeline daha ¢ok benzedigi, kimyasal
maddenin vucuttan ne kadar surede tamamen atildigi, kimyasal maddenin veya
metabolitlerinin 6zgul bir organda birikip birikmedigi ve farmakokinetik ilag-ilag

etkilesimlerinin muhtemel olup olmadigi arastiriimalidir (Li, 2004).
2. 3. Benzoksazol Turevi Bilesikler

Bir benzen halkasi ile fuzyon yapmis olan azoller biyolojik olarak aktif ve yaygin
olarak kullanilan, medikal anlamda olduk¢ca énemli iskeletlerdir (Evindar and Batey,
2005). Benzoksazoller, C;HsNO formdiline sahip, bir benzen halkasi ile bir oksazol
halkasinin fuzyonu ile olusan aromatik organik bilesiklerdir. Bu organooksijen
bilesikler oksijenasyon derecelerine, oksijen ve hidrokarbonlarin bulunduklari yere,
hidrokarbon yapisinda bulunan doymamis baglarin varligina ve aromatik halkalarin
olup olmama durumuna gére siniflandirilirlar (Manahan, 2003). Benzoksazoller,
ndkleik asitlerin yapisinda yer alan purin bazlarinin yapisal esdegerleridir (Vinsova et
al., 2005). Nukleik asit sentezinin inhibisyonu da kemoterapétik etki yollarindan
biridir. Bu sekilde etki gosteren bilesikler deoksiguanozin kalintilarina baglanirlar.
DNA- ilag kompleksleri sonucu DNA bagimli RNA polimeraz inhibe olur ve mRNA



olusumu gerceklesmez (Meyers et al.,, 1976). Son yillarda benzoksazol ve iligkili
heterosiklik yapi benzimidazollerin antitimor, antiviral, antibiyotik etkileri ile
topoizomeraz 1 ve 2 enzimleri, revers transkriptaz ve/veya potansiyel DNA giraz
inhibitéru olduklari konusunda bilgiler elde edilmistir (Kaplancikl et al., 2004; Tekiner-
Glilbas et al., 2005; Okslizoglu et al., 2007; Temiz- Arpaci et al., 2008). Yapilan
calismalar, heterosiklik ¢ekirdek tasiyan yapilarin oldukg¢a gugla antimikrobiyal etkiye
sahip olduklarini gostermigtir. 2 konumundan substitisyonun biyolojik aktivite, 5
konumdan substitisyonun ise aktivitenin gucu konusunda onemli olduklari yapilan

calismalarla gosterilmigtir (Temiz-Arpaci et al., 2002; Tekiner-Gulbag, 2005).

Dogal nukleotitlerin yapisal izosterleri olan benzoksazol ve benzimidazoller,
biyopolimerlerle kolayca interaksiyona girerler (Oren et al., 1998). Benzoksazol halka
sistemi ve analoglari olan benzimidazol, benzothiazol gibi halka sistemlerinin,
heterosiklik DNA bazlarinin yapisal benzerleri olmalari nedeniyle, kemoterapétik
etkinliklerini bu yolla gergeklestirecekleri dustunulmektedir. Benzoksazol, benzothiazol

ve benzimidazol halka yapilari Sekil 2.3’te gosterilmistir.

O O o

Benzothiazole
Benzoxazole Benzimidazole

Sekil 2.3. Heterosiklik halka yapisindaki bazi bilesikler (Gristwood ve Wilson, 1988).

2. 4. Kisa Zamanh Mutajenite Test Sistemleri

Karsinogenez Uzerine calisma vyapilirken, Oncelikle kanserin molekuler suregte
izledigi yolu veya yollari bilmek gerekmektedir. Bu suregleri anlamak igin
kullanilabilecek in vitro ve in vivo test sistemleri bulunmaktadir. Karsinogenez

arastirmalarinda en akilci yaklagimin uzun zamanl testler kullanarak, laboratuvar



hayvanlari Uzerinde calismalar yapmaktir. Fakat bunlarin, kalifiye elemanlarin
yetismesi ve slrecin uzun olmasi gibi dezavantajlari vardir (Ramel, 1983; Milman,
1983; Tennant et al.,, 1987). Ayrica 2013 yilindan itibaren hayvan deneylerinde
kemirgenlerin kullaniimasi yasaklanacaktir. Bu da arastiricilari yeni model
organizmalar bulmaya ve/veya yeni in vitro test teknikleri gelistirmeye veya
halihazirda bulunan tekniklerin geligtirimesi konusunda c¢alismalar yapmaya

itmektedir.

Karsinojenitenin taranmasinda mutajenite esas alinmaktadir. Bunun nedenleri
arasinda karsinojenitenin biriken mutasyonlar sonucu ortaya c¢ikmasi, dolayisiyla
kanserlesmede onemli bir etken olmasi yer almaktadir. Bununla birlikte genetik kod
temelde tUm organizmalarda aynidir. Dolayisiyla bu kodda meydana gelebilecek
herhangi bir degisiklik, diger organizmalarda da benzer etkiler meydana getirebilir.
Mutajenite ve karsinojenite arasindaki iliskinin yuksek olmasi gdéz onlne alinarak,
model sistemler ile kimyasal bilesiklerin etkinliklerini belirleyebilmek amaciyla kisa
zamanli mutajenite test sistemleri gelistiriimistir (Ames et al., 1973; McCann et al.,
1975; Benedict et al., 1977; Bartsch and Tomatis, 1983; Ramel, 1983; Weisburger,
1999; Butterworth, 2006). McCann ve Ames 300 kimyasalla yaptiklari bir arastirmada
(1976) 175 kanserojen maddenin 157 tanesini mutajenik bulmuslardir. Bu da
karsinojente ve mutajenite arasindaki yuksek iligskiyi gosteren ¢alismalardan birisidir.
Kisa zamanli mutajenite test sistemleri kisa zamanda, daha dusuk maliyetlerde ve

yuksek guvenilirlikte sonuclar vermektedirler (Bajpayee et al., 2005).
Bu testlerin yapilma amaglari 3 grup altinda toplanabilir:

1. Kimyasallarn erken gelisimleri suresince potansiyel karsinojenik aktiviteleri
bakimindan incelemek ve/veya potansiyel liderlerin se¢iminde yardimci olmak,

2. Evrensel duzenleyici gereksinimleri destekleyecek, umut veren yeni
molekullerin genotoksik potansiyelleriyle ilgili kapsamli bir veri tabani
olusturabilmek,

3. Elde olan verileri daha iyi anlayabilmemize yarayacak tamamlayici verilerin
elde edilmesi (Gollapudi and Krishna, 2000).
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Bakterilerde, memeli hucre kultirlerinde, boceklerde ve memelilerde mutajeniteyi
tanimlayabilmek amaciyla geligtiriimis 200’den fazla kisa zamanl test sistemi
bulunmaktadir. Bu sistemler in vitro veya in vivo'da, DNA’da, mutasyonlari
indukleyerek karsinojenik ajanlarin taranmasini amaglar. Yaygin olarak kullanilan
kisa zamanli mutajenite testleri arasinda S. typhimurium kullanilarak gergeklestirilen
ve bir revers mutasyon testi olan Ames test, lenfoma hucreleri, memeli hucreleri ve
Cin hamster yumurtalik hdcreleri (CHO= Chinese Hamster Ovary Cells) veya
fibroblast hicreleri (V79) kullanilarak gergeklestirilen ileri (forward) mutasyon testi, in
vitro sitogenetik degerlendirme testleri (kromozomal hata testleri, mikronukleus testi)

ve knockout transgenik fare modelleri bulunur (Bajpayee et al., 2005).

Mutajenite testlerine baslamadan once g6z onunde bulundurulmasi gereken noktalar

vardir:

1. Test edilecek kimyasalin veya maddenin kimyasal yapisi (olasi yapi aktivite
iligkileri) ile ¢cozunurllk ve kararlilik gibi fizyokimyasal 6zellikleri,

2. Tahmin edilen metabolik yol ile kimyasal ve biyolojik reaktivite/aktivitesi ve
bilinen genotoksik maddelerle olan etkilesimleri,

3. Maruz kalma yollari, biyoayarlanimi ve genotoksisite i¢cin hedef organlar.

Bu parametreler géz onunde bulundurularak, test sistemleri arasindan en uygun

olani segilmelidir (Eastmond et al., 2009).

Kisa zamanl test sistemlerini tek baslarina kullanmak vyerine, birka¢ tanesini
gruplayarak kullanmak daha akilci bir yaklagimdir. ClnkU kullanilan bir bilesigin etkisi
bir sistemde gozlenemeyebilir, fakat bir baska sistemde gdzlenebilir. Herbir test
sistemi belirli bir etkiyi veya farkl etki bigimlerini gostermek amaciyla tasarlanir.
Onemli olan uygun test yodntemlerini arka arkaya kullanarak gesitli etkinlikleri
hakkinda bilgi sahibi olabilmektir. Boyle bir yaklagimla karsinojenik egilimi olan
mutajenler daha etkin bir sekilde taranmis olur (De La Iglesia et al., 1980; Tennant
and Zeiger, 1993).
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ICH (International Conference on Harmonization) hazirladigi 13 guvenlik
kilavuzundan iki tanesini genotoksisite testlerine ayirmigtir. ICH'ye goére, yeni bir
kimyasal bilesik piyasaya surulmeden once, ilk adim olarak uglu bateri test
sistemlerinin uygulanmasi gerekmektedir. Bunlar: bir bakteriyel geri mutasyon testi,
geri mutasyon testi ile belirlenemeyecek, 6rnegin kromozomal hatalarin taranabilmesi
amaciyla in vitro'da memeli hucreleriyle yapilacak bir test ve in vivo'da memeliler
kullanilarak yapilacak bir testtir. Son testin amaci ise kimyasalin absorbsiyon,
dagilim, metabolizma gibi ilgili parametreler Gzerinde etkisini gézleyebilmektir (ICH
S2B, 1998).

Kisa zamanli mutajenite test sistemleri ile bir kimyasalin mutajenik potansiyeli
belirlenebilecegi gibi, antimutajenik etkisi de belirlenebilmektedir (Gomes-Carneiro et
al., 2006; Bulmer et al., 2007). Ayrica metabolizma sonucunda olusabilecek ara
arinlerin mutajenik potansiyellerinin belirlenmesinde de kullanilabilmektedirler. Bu
nedenle kisa zamanl mutajenite test sistemleri, ¢esitli alanlarda oldukga yaygin bir

bicimde kullaniimaktadirlar.



\ mikroniikleus indiksiyonu
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Transgende
mutasyon

DNA hasar indiksiyonu
testleri: alkalin |

elitsyon yéntemi

%P.isaretieme GPRTY i Fare Spot test

hiicrelerinde Drosophila melanogaster

somatik hiicreleri ile
yapilan testler
(SMART test)

Kemik iliginde kromozomal
hatalar (kemirgenlerde)

Kardes kromatid degisimleri

in vitro ve in vivo'da
programlanmami DNA sentezi

Mayada gen
mutasyonu

(Sacc. cerevisieae) Kemirgenlerde

orta zamanh
Suriye hamster embriyo (SHE) karsinojenite testi
hiicreleri veya Balb/c3T3 hiicreleri
ile hiicre transformasyon testleri

Sekil: 2. 4. Genotoksisite, mutajenite ve karsinojenite test stratejileri (Bajpayee,

2005).
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2.4.1. Ames Test Sistemi

Tez kapsaminda kullanilan test sistemi, gen dizeyinde meydana gelen mutasyonlari
tespit eden, oldukga hassas bir test olan Ames test sistemidir. Ames test sistemi
atasal bir sustan (LT2) indlikleme yoluyla elde edilen cesitli histidin oksotrofu
bakterilerin, sonradan kazanilan bu karakterlerinin geri atasal formuna donugumu ile
ilgilidir. Geriye donugum testi olarak da tanimlanmaktadir. Bruce N. Ames tarafindan

gelistirildigi icin Ames testi olarak anilmaktadir (Mortelmans and Zeiger, 2000).

Pek cok kimyasal madde mutajenik olmayabilir, fakat metabolik aktivasyon sonucu
mutajenik ara Urlinlere dénusebilir. in vivo etkilesimi kopya edebilmek amaciyla,
deney sistemine gogunlukla memeli karacigerinden elde edilen metabolik aktivasyon
sistemi eklenir. Sonugta metabolitlerinin mutajenik potansiyeli hakkinda da sonuglar
elde edilebilir (Maron and Ames, 1983; Mortelmans and Zeiger, 2000; Kho et al.,
2005). Ortama mikrozomal enzim fraksiyonlari eklendiginden literatirde
Salmonella/mikrozom testi olarak da gegmektedir. En genis veri tabanlarindan biri
olan Science Direct veri tabani 1999- 2009 tarihleri arasinda Ames test sistemi

bakimindan tarandiginda 2000’den fazla veriye ulasiimaktadir.

Test sisteminde kullanilan susglar S. typhimurium LT2 atasal susundan in vitro
mutasyonlar ile indUklenerek elde edilen TA1535, TA100, TA1538, TA98, TA1537,
TA97, TA104, TA102...gibi mutant suslardir. Bu suslardan her biri, histidin

operonundaki gesitli genlerden birinde mutasyona sahiptir.

Yaygin olarak kullanilan Salmonella test suslarinin genotipik 6zellikleri Cizelge 2.

2’'de, bazi mutant suslarin DNA dizi 6zgullikleri ise Cizelge 2. 3'te verilmistir.
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Cizelge 2. 2. Yaygin olarak kullanilan Salmonella test suslarinin genotipik 6zellikleri

(Mortelmans and Zeiger, 2000).

Mutasyon bio chID uvrB gal LPS hasari Plasmid
(sus)

hisG46

TA1535 Delesyon mutasyonu rfa Plasmid yok
TA100 Delesyon mutasyonu rfa pKM101
hisD3052

TA1538 Delesyon mutasyonu rfa Plasmid yok
TA98 Delesyon mutasyonu rfa pKM101
hisC3076

TA1537 Delesyon mutasyonu rfa Plasmid yok
hisD6610 Delesyon mutasyonu rfa pKM101
his01242

TA97

hisG428

TA104 Delesyon mutasyonu rfa Plasmid yok

TA102 Atasal sus rfa pKM101, pAQ1
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Cizelge 2. 3. Bazi Salmonella test suslarinin DNA dizi 6zgulltkleri (Mortelmans and

Zeiger, 2000).

Alel/lsus

hisG46
TA1535
TA100

hisD3052
TA1538
TA98

hisC3076
TA1537

hisD6610
TA97

hisG428
TA102
TA104

DNA'daki hedef bolge

-G-G-G-

-C-G-C-G-C-G-C-G-

+1 gerceve kaymasi

(C-C-C- dizisinin yakinina)

-C-C-C-C-C-C-

( C dizisinin sonuna +1 sitozin)

TAA (ochre)

Geri doniusiim

mekanizmasi

Baz cifti degisimi

Cerceve kaymasi

Cerceve kaymasi

Cerceve kaymasi

Transisyon/transversiyon
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TA1535 ve TA100’de bulunan hisG46 mutasyonu, histidin biyosentezinden sorumlu
ilk enzimi kodlayan hisG geni Uzerinde bulunur (Ames,1973) ve I6sin aminoasitinin
(GAG/CTC) prolin aminoasitine (GGG/CCC) donusmesi ile tanimlanir. Bu degisime
neden olan kimyasallar histidin oksotrofu olan TA1535 ve TA100 suslarinin, histidin
prototrofu olmalarina olanak saglayacaktir (Barnes et al., 1982; Maron and Ames,
1983; Mortelmans and Zeiger, 2000).

hisD3052 mutasyonu, histidinol dehidrogenaz (EC 1.1.1.23) enzimini kodlayan hisD
geni Uzerinde bulunmaktadir (Isono ve Yourno, 1974). Bu mutasyonu tasiyan TA98
ve TA1538 suslari mutasyon bdlgesinde —C-G-C-G-C-G-C-G- seklinde devam eden,
8 tane GC tekrarindan olusan bir dizinin yanindan -1 gergeve kaymasi mutasyona
sahiptir ve bu da okuma gergevesini kaydirmaktadir. hisD3052 mutasyonunun, atasal
forma geri donusl gergceve kaymasi mutasyona neden olan danomisin, 2-nitrofloren
ve amin karsinojenlerin aromatik nitroso turevleri gibi gergceve kaymasi seklinde
mutasyona neden olan mutajenler (frameshift mutajenler) tarafindan

gerceklestirilebilir (Maron and Ames, 1983; Mortelmans and Zeiger, 2000).

hisG428 mutasyonu tasiyan TA102 susu ise, GC baz ¢iftinde bir hasara neden olan
mutajenlerin taranmasinda kullanilan suslarin aksine, AT baz giftinde hasara neden
olan mutajenlerin tanimlanmasinda kullanilan bir sustur. TA102'de 839-853
pozisyonlari arasinda A-G-A-G-C-A-A-G-T-A-A-G-A-G-C- bulunurken, atasal susta
ayni pozisyonda A-G-A-G-C-A-A-G-C-A-A-G-AG-C- bulunmaktadir. Bu susun diger
suslardan bir diger farki da mutasyon bdlgesinin ¢ok kopyali pAQ1 plazmidine
tanitilmis olmasidir. Bu tanitimin amaci, hedef bolge sayisini artirmaktir (yaklagik 30
kat). TA102 susunun, uvrB geninde delesyon tasimamasi ¢apraz baglanma yapan
ajanlarin taranmasinda olduk¢a 6nemli bir noktadir (Levin et al., 1982; Mortelmans
and Zeiger, 2000). Yapilan bir calismada hisG428 mutasyonunu kromozom uzerinde
tasiyan TA104 ve TA2638 suslari kullanilmigtir; sonuglar karsilastiriidiginda
kendiliginden geriye donen koloni sayisinin TA 102’de yaklasik 6 kat fazla oldugu
gorulmustar (Levin et al., 1982).
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C(wild type)

-CAAGTAAGAGC-,

EcoR1

Sekil 2. 5. pAQL1 plazmidi (Levin et al., 1982).

Bu sus ile x- isinlari, bleomisin, hidrojen peroksit ve diger hidroperoksitler;
streptonigrin ve diger kinonlar; fenilhidrazinler; formaldehit, glyoxal, kethoxal,
gluteraldehit ve malondialdehit gibi ¢esitli aldehitler, ve UV 15131 varliginda veya
yakinlarinda bazi prosalenlerin, mitomisin C, neocarziostatin ve gibi maddelerin ve
UV isiginin mutajenik etkilerin taranmasinda kullanilabilir (Levin et al., 1982; Maron
and Ames, 1983)

hisG428 ve hisG46 hedef bdlgeleri muhtemel 6 baz ¢ifti degisiminin taranmasinda
kullanilabilir (Koch et al., 1996).

Bu test suslarinin kimyasal maddeler duyarliliklarini artirmak amaciyla bagka

mutasyonlar da eklenmigtir. Bunlar ;

rfa mutasyonu: Bir maddenin toksik veya mutajenik etkisinden bahsetmek
istiyorsak, oncelikle bu madde biyolojik sistemle ylz yuze getirilmelidir. Bir bilesigin
toksisitesi veya mutajenitesi tzerinde, maddenin absorbsiyon hizi ve absorbe edildigi
bdlgeler 6nemli parametreler olabilir. Bir bilegik ile biyolojik sistem yuz yuze
geldiginde pek cok absorbsiyon bdlgesi olabilir, fakat neticede absorbsiyon bir
membrandan gecisi icermektedir. Bu nedenle, maddelerin gegis mekanizmalarini
anlayabilmek igin, biyolojik membranlarin yapisi ve karakteristik 6zelliklerini dikkate
almak gerekmektedir.
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Biyolojik membranlarin en 6nemli 6zelliklerinden birisi segici gegirgen olmalaridir.
Maddeler buyuklik, yagda ¢ozunurluk, polarite/ylk ve endojen molekullere
benzerlikleri gibi parametrelere gore biyolojik membrani gegerek hucre igerisine
girebilirler. Yabanci maddelerin hlcreye girisleri ise porlardan filtrasyon,
membrandan pasif difizyon, aktif tagima, kolaylastirilmis difizyon ve fago/pinositoz

yoluyla gergeklesmektedir (Timbrell, 2002).

rfa mutasyonu bakteri hiicre duvarinin lipopolisakkarit tabakasini kodlayan genlerde
meydana gelir (Ames at al., 1973; Mortelmans and Zeiger, 2000). Sonugta hicre
duvarinin segici gegirgen yapisi ortadan kaldiriimis olacagindan, test bilesiginin

organizmaya alinimi hizlanmis olur.

uvrB mutasyonu: uvrB geni, nukleotit kesip ¢ikarma onarim sisteminde gorevli uvrB
proteinini kodlayan gen bdlgesidir. uvrB mutasyonu bir¢gok kimyasala karsi, susun
hassasiyetini artirmaktadir. uvrB geninde mutasyon meydana getirilirken biyotin
geninde de bir delesyon olmustur. Dolayisiyla suslar H vitamini de denilen, biyotin
geninde de hasar tagimaktadirlar. uvrB gen bdlgesindeki bu hasar, nukleotit kesip
cilkarim onarim sisteminin dogrulugunu ortadan kaldirmaktadir (Mortelmans and
Zeiger, 2000).

pKM101 plazmidi: TA1538 susuna bu plazmidin eklenmesi sonucu TA98; TA1535
susuna eklenmesi sonucu ise TA100 susu elde edilmistir. Mutajenik oldugu belirlenen
ajanlara kargl plazmidi tagiyan susglarin hassasiyetinin daha yuksek oldugu
g6zlenmistir. Clinkd bu plazmid Uzerinde, hataya meyilli onarim sistemi olan SOS
onarim sistemine ait genler bulunmaktadir. Bu plazmidin eklenmesi sonucu SOS
onarimi ve rekombinasyonel onarim daha fazla devreye gireceginden kimyasal ve
fiziksel mutajenlerle indliklenen mutajenite de artmis olacaktir. Mutajenik 6zgullugu
TA1537 susu ile ayni olan, fakat pKM101 plazmidi tasidi§i i¢in cergceve kaymasi
tipinde mutasyonlara neden olan mutajenlere kargi daha hassas olan TA97 susu da

gelistirilmigtir (Mortelmans and Zeiger, 2000).
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pAQL plazmidi: S. typhimurium TA102 ve 104 suslari diger suslardan farkl olarak
mutasyon bolgesinde AT baz ¢ifti tagimaktadirlar. Dolayisiyla bu suslar, digerlerinden
farkli olarak AT baz cifti dedisimine neden olan kimyasallar ile geri
dondurilebilmektedir. Ayrica TA102 susu ile oksidatif hasara neden olan mutajenler
de belirlenebilmektedir (Levin et al., 1982; Koch et al., 1996). TA102 susunda, hedef
bolge, hisG428, ¢oklu kopya halinde bulunan (yaklasik 30 kopya) pAQ1 plazmidine
insersiyonla takilmistir. Bu insersiyon ile hedef boélgenin artirlmasi amacglanmistir
(Levin et al., 1982; Mortelmans and Zeiger, 2000). Bunlara ek olarak pAQ1 plazmidi
Uzerinde tetrasiklin diren¢ geni bulunmaktadir. Bu direng geni, plazmidin varliginin

belirlenmesinde belirteg olarak kullanilabilir.
2.4.1. 1 Ames Test Sistemindeki Gelismeler

Ames test sisteminde standart olarak kullanilan bu suslara yeni 6zellikler tasiyan
suslar da eklenmistir. Klasik nitrorediktaz, mutajenik nitroarenlerin hicre igi
metabolik aktivasyon surecinde goérevli bir enzimdir. S. typhimurium TA1538’in
nitroreduktaz geni pBR322 genine klonlanarak TA98 ve TA100 suslarina
aktariimistir. Sonugta olusan YG1021 ve YG1026 suslari, pBR322 plazmidi tasiyan
TA1538 susu ile kiyaslandiginda 50 kat fazla nitrofurazon-rediktaz aktivitesine sahip
oldugu goérulmastir. Calismalar gostermektedir ki bu yeni suslar mutajenik
nitroarenlerin taranmasinda oldukga etkili araglardir (Watanabe et al., 1989). S.
typhimurium’da, asetiltransferaz da nitroarenlerin ve/veya aromatik aminlerin hicre igi
metabolik aktivasyonlarindan sorumludur. Bu her iki enzimi kodlayan genlerin bir
plazmide aktarilarak TA98 ve TA100 suslarina eklenmesi sonucu YG1041 ve
YG1046 suslari elde edilmistir. Bu suslarda her iki enzim aktivitesi de yuksektir
(Hagiwara et al., 1993).

Ayrica nitroreduktaz enzimini kodlayan genlerinde bir hasar olusturulan TA98NR ve
TA100NR gibi suglar da aromatik aminlerin taranmasinda kullaniimistir (Hughes et
al., 1997; Yamada et al., 1997).
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Ames test sisteminde, 6zgul baz degisim mutasyonlari belirlenememektedir. Bu baz

degisimlerini kolayca tanimlayabilmek amaciyla, yine his™, 6 adet sus geligtirilmistir.
Bunlar TA7001, TA7002, TA 7003, TA7004, TA 7005 ve TA7006’dir. Bu suglardan

herbiri 6 olasI baz degisiminden yalnizca birisini tanimlayabilmektedir. Dolayisiyla bu

sus seti mutajenik ajanin mutasyonel spektrumu hakkinda bilgi edinebilmek amaciyla

kullanilabilir (Gee et al., 1998). Bu suslarin belirleyebildigi 6zgul baz degisimi

mutasyonlari Cizelge 2.4’te verilmigtir.

Cizelge 2.4 : Kullanilan bakteri suslari ve karigimlar (Fltckier- Isler et al., 2004).

Susun taradigi

Sus Genotipler mutasyon

TAMix  TA7001, TA7002, TA7003, TA7004, TA7005, TA7006

TA7001 hisG1775 Dara9 Dchl004 (bio chID uvrb chlA)galE503 rfal041/pKM101  A:T--> G:C

TA7002 hisC9138 Dara9 Dchl004 (bio chID uvrb chlA)galE503 rfal041/pKM101  T:A--> AT

TA7003 hisG9074 Dara9 Dchl004 (bio chID uvrb chlA)galE503 rfal041/pKM101  T:A--> G:C

TA7004 hisG9133 Dara9 Dchl004 (bio chID uvrb chlA)galE503 rfal041/pKM101  G:C--> AT

TA7005 hisG9130 Dara9 Dchl004 (bio chID uvrb chlA)galE503 rfal041/pKM101  C:.G--> AT

TA7006 hisC9070 Dara9 Dchl004 (bio chID uvrb chlA)galE503 rfal041/pKM101  C:G--> G:C

Ames test sisteminde plak inkorporasyon testinin kullanilamayacagi durumlar igin

bazi modifikasyonlar 6nerilmistir. Bunlar;

1. Oninkibasyon deneyi; kimyasal, bakteri ve kimyasal karisimi tampon veya

metabolik aktivasyon sisteminin 20 dakika boyunca bir arada tutulmasi ve

daha sonra plaklara dokulmesi esasina dayanir.

Desikator yontemi; genellikle ugucu ve gaz halindeki bilesikler i¢in kullanilan

bir yontemdir.

Spiral mutajenite yontemi; bakteriyel mutajenite testine otamatize olmus bir

yaklagim kazandirir.
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4. Kado mikrosuspansiyon yontemi; kompleks karigimlarin test edilmesinde
kullanilir.

5. Miniscreen yontemi ise genellikle daha disuk madde miktari kullanarak daha
fazla maddenin mutajenik etkisinin taranmasinda kullanilir (Flamand et al.,
2001). Bu 6zelligi nedeniyle farmasotik endustrisinde tercih edilir (Mortelmans
and Rupa, 2004).
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3. MATERYAL METOD
3. 1. Kullanilan Test Suslar

Ames test sisteminde kullanilan S. typhimurium TA98, TA100 ve TA102 suslari Dr.
Bruce N. Ames’ten (California Universitesi, Berkeley) saglanmistir. Tim
calismalarda, her bir bakteri susu, her 10 mililitreye 100ul gecelik kaltar ekilerek,

calkalamali etiivde, 37°C’ de, 1-2x10° bakteri/ml olacak sekilde Uretilmistir.
3. 2. Kimyasal Maddeler
3. 2. 1. Test Edilen Kimyasal Maddeler

2 ile 5 konumlarindan substitile benzoksazol tirevi bilesikler Ankara Universitesi
Eczacilik Fakultesi, Farmasotik Kimya Anabilimdal tarafindan sentezlenmigtir.

Maddelerin formulleri Cizelge 3.1.’de verilmigtir.

Cizelge 3.1. Deney sisteminde test edilen kimyasal maddeler.

No Kod Formiil
\/\\o

2 DS2 o\\ /©iN/> < > "
\/\\O

3 DS3 O\\S/@N/: i : CHg
\/\\O




4 DS4 \\
\/ \\

5 DS5 \\ /(ji’\‘/: i : E
\/ \\O

6 DS6 O\\ N/: i :
\/ \\O

7 Ds7 O\\S N/> < > )
\/ \\o

8 DS9 O\\S N/: i : "
~_ \\O

9 DS12 o\\ N/
~ \\o al

10 DS13 >_/_®
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11 DS14 \

12 DS15 A\ /©i

13 DS16 o\\

14 DS18 O\\ /©i

15 DS23

Cl

Br

3. 2. 2. Pozitif Mutajenler

24

Ames test sisteminde, rat karaciger S9 fraksiyonu yoklugunda, TA 98 ve TA102

suslari icin pozitif mutajen olarak 6 ug/plak danomisin (daunomicina) (Deva Holding

A.S), TA100 susu igin ise 1,5 pg/plak sodyum azid (NaN3) (Sigma) kullaniimistir.
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3. 2. 3. Diger Kimyasal Maddeler

D- biyotin, L- histidin- HCI monohidrat, kristal viyole, tetrasiklin, sitrik asit monohidrat,
sodyum amonyum fosfat ve D- glukoz Sigma’dan; ampisilin trihidrat ve etanol (% 99
saflikta) Fluka’ dan; Oxoid agar, Oxoid nutrient broth no:2 Oxoid’den; NaCl ve

potasyum fosfat Merck’ten; magnezyum sulfat Riedel- de Haén’den saglanmistir.
3. 3. Caligmada Kullanilan Kimyasal Maddelerin Hazirlanmasi

8 numarali kimyasal madde hari¢ denenen tim kimyasal maddeler etanol (%96)
icerisinde ¢bzuldi. 8 numarall kimyasal propilen glikolde ¢dziildii. Oncelikle kimyasal
maddelerin sitotoksik dozlari belirlendi, sonrasinda ise toksik olmayan dozlarda
mutajenik etki denemeleri yapildi. Ayrica 8 numarali kimyasal maddenin etonolde

suspanse edilmis hali de deney sisteminde kullanildi.
3. 4. Calismada Kullanilan Cozeltiler ve Besi Ortamlari

Vogel- Bonner- E Tuz Cozeltisi (50x VB)

1000 ml igin;

Distile su 670 ml
Magnezyum stilfat ( MgSO,4 7H,0) 10g
Sitrik asit monohidrat 100 g
Potasyum fosfat, dibazik (susuz, K;HPOy) 500 g
Sodyum amonyum fosfat ( NaNH4PO,4 4H,0) 17549

45°C sicakliktaki 1lik suya tuzlar sirasi ile eklendi. Ekleme iglemi yapilirken, bir dnceki
eklenen kimyasalin tamamen ¢ozunmesi beklendi. Toplam hacim, distile su ile, 1000
ml'ye tamamlandi. Tuz c¢oOzeltisi minimal glukoz agar, histidin-biyotin-ampisilin-

tetrasiklin iceren besi yerlerinin hazirlanmasinda kullanildi.



26

Minimal Glukoz Agarli Besi Yeri

1000 ml igin;

Distile su 880 ml
Bacto agar 159
50X VB tuzlar 20 mi
% 20 glukoz ¢ozeltisi 100 ml

50xVB tuz ¢ozeltisi ve glukoz ¢ozeltisi ayri ayr steril edildi. Mutajenite deneylerinde
kullanildi.

Ampisilin Gozeltisi ( 8 mg/ml)

100 ml igin;
Ampisilin trihidrat 0,89
0,02 N NaOH 100 ml

pKM101 plazmidi (R faktor) tasiyan suglarin genetik isaretlerinin kontrolinde ve

master plaklarin hazirlanmasinda kullanildi.

Tetrasiklin Cozeltisi ( 8 mg/ml)

100 ml igin;
Tetrasiklin 0,89
0,02 N HCI 100 mi

pAQ1 plazmidi tasiyan TA102 susunun genetik isaretlerinin kontrol edilmesi ve

master plaklarinin hazirlanmasinda kullanildi.
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Histidin- Biyotin- Ampisilin ve Tetrasiklinli Besi Yeri

1000 ml igin;

Distile su 860 ml
Bacto agar 159
50X VB tuzlar 20 mi
% 20 glukoz ¢ozeltisi 100 ml
Steril histidin HCI (% 0,5) 10 ml
Steril 0,05 mM biyotin 6 ml
Steril ampisilin ¢ozeltisi 3,15 ml
Steril tetrasiklin ¢ozeltisi 0,25 ml

pKM101 ve pAQ1 plazmidi tasiyan suslarin direnglilik 6zelliklerinin test edilmesi ve

master plaklarinin hazirlanmasinda kullanildi.

0.05 mM Histidin-Biyotin GCozeltisi

250 ml igin;

D-biyotin (MA: 244,3) 30,9 mg
L-histidin HCI (MA: 191,7) 24 mg
Distile su 250 ml

100 ml'lik Gst agara 10 ml olacak sekilde eklendi. Deney sisteminde kullanilan suslar
histidin oksotrofu olduklarindan, ortama histidin-biyotin ¢ozeltisi eklenmedigi takdirde
ureyemeyeceklerdir. Ortama eser miktarda eklenen 0.05 mM histidin-biyotin ¢ozeltisi,
bakterilerin birkag bolinme gegirmesine olanak saglayacak miktardadir.
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Ust Agar (Top Agar)

100 ml igin;

NacCl 05g¢g
Bacto agar 0.6g
Distile su 100 ml

Mutajenite deneylerinde test edilen kimyasal, bakteri ve 0.05 mM histidin-biyotin
¢Ozeltisi karisiminin homojen olarak karistirilmasina olanak saglayip, minimal glukoz

agarl plaklar Gzerine ikinci bir tabaka olarak eklenmesinde kullanildi.

Kristal Viyole Cozeltisi ( % 0,1’lik)

100 mligin ;
Kristal viyole 0,19
Distile su 100 ml

Suslarin rfa mutasyonu tasiyip tasimadiklarinin kontrol edilmesi sirasinda kullanildi.

Sivi Ortam ( Niitrient Broth)

1000 ml igin;
Oxoid nutrient broth No:2 159
Distile su 1000 ml

Gecelik kilturlerin hazirlanmasinda kullanildi.
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Nutrient Agarh Besi Yeri

1000 ml icin;

Oxoid nutrient broth No:2 159
Bacto agar 15¢g
Distile su 1000 mi

Bu besi yeri, bakteri Uretmek icin kullanilan kati ortamdir. Deney sisteminde
kullanilacak suslarin uvrB, rfa mutasyonlarinin kontroliinde ve sitotoksik etkinin

belirlenmesinde kullanildi.

Glukoz c¢ozeltisi harig tim besi yerleri 120°C’de, 20 dakika otoklavda steril edildi.
Glukoz ¢odzeltisini karamelize olmasini 6nlemek i¢in 110°C’de, 20 dakika otoklavda

steril edildi.
3. 5. Galismada Kullanilan Test Suslarinin Uretilmesi

-80°C’de saklanan S. typhimurium TA98, TA100 ve TA102 suslarindan alinan
orneklerin nutrient agarh plaklara tek koloni ekimleri yapildi. 37°C’de bir gecelik
inkibasyonun ardindan Ureyen tek koloniler alinarak histidin, biyotin, susuna goére
ampisilin ve tetrasiklin ile desteklenmis minimal glukoz agarl plaklara ekimleri yapildi.
Nutrient plaklar yerine histidin ve biyotin ile zenginlestiriimis minimal glukoz agarh
besi yerleri de kullanilabilir. Bu, kontaminasyon riskini azaltir (Mortelmans and Zeiger,
2000).

Ames test sisteminde, sitotoksisite ve mutajenite deneylerinde 1-2x10° bakteri/ml
olmasi 6ngdriilmektedir. Ureme durumu, nitrient agarl plaklar Gizerinde canh hiicre

sayimi yapilarak kontrol edildi.
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3. 6. Galismada Kullanilan Suslarin Genetik isaretlerinin Kontrolii
3. 6. 1. Histidin Gereksiniminin Kontrolu

Kullanilan test suglarinin hepsi histidin oksotrofudurlar (his’). Suslarin bu karakterleri
ayni koloninin hem minimal glukoz agarli plaga ekilmesi hem de histidin ile
desteklenmis minimal agarh plaklara ekilerek, Uremeleri bakimindan karsilastirildi.
Suslarin minimal glukoz agarl ortamda Uremeyip, histidin ile desteklenen ortamda

uremeleri bu karakteri dogrulamigtir.
3. 6. 2. Biyotin Gereksiniminin Kontroli

TA102 susu haricinde tum suslar ayni zamanda biyotine de ihtiya¢c duymaktadirlar.
Cunku deney sisteminde kulanilan diger suslarda uvrB delesyonu vardir ve bu
delesyon bio genini de kapsamaktadir. Suslar hem histidin-biyotin ile zenginlestiriimis
minimal glukoz agarli ortama hem de yalnizca biyotin ile zenginlestiriimis minimal
glukoz agarli ortama ekildi. Yalnizca biyotin ile zenginlestirilien ortamda ureme
g6zlenmemesine ragmen diger plakta dreme gozlemlenmesi, bu karakteri dogrular.
Biyotin ihtiyacinin kontroli ¢ok gerekli degildir. Clnku bio geninde meydana gelen

mutasyon geri dondurtlemez (Maron and Ames,1983).
3. 6. 3. pPKM101 Plazmid Varliginin Kontrolu

Deney sisteminde kullanilan tim suslar ampisilin direng faktorini tasima durumlari
bakimindan kontrol edildi. Direnclilikten sorumlu bu plazmid oldukca kararsizdir ve
hiucre plazmidini kaybedebilir. pKM101 plazmidi, hataya meyilli bir onarim sistemi
olan SOS onarim sistemine ait genler tasidigindan kimyasal mutajenlere ve UV ile
indUklenen mutasyonlara kargi hassasiyeti artirir. Plazmid Uzeride bir belirte¢ olarak
kullanilabilecek ampisilin diren¢ geni bulunmaktadir. Dolayisiyla daha 6nceden his
karakteri dogrulanan koloniler histidin-biyotin-ampisilin ile desteklenmis minimal
glukoz agarh plaklara ekildi. Bu plaklarda Gremenin gdzlenmesi, kolonilerin plazmidi

tasidiklarini gosterir.
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3. 6. 4. pAQ1 Plazmid Varhginin Kontroli

TA102 susunda bulunan pAQ1 plazmidi, belirte¢ olarak tetrasiklin direng geni
tasiyan, c¢oklu kopya halinde bulunan bir plazmiddir. Bu plazmidin bakteriye
tanitilmasinin amaci hedef bdlge sayisini artirmaktir. Plazmidin varhigini test etmek
amaciyla daha onceden his karakteri dogrulanan koloniler histidin- biyotin- ampisilin
tetrasiklin ile desteklenmis minimal glukoz agarli ortama ekildi. Uremenin gézlenmesi,

kolonilerin plazmidi tagidiklarini gosterir.
3. 6. 5. rfa Mutasyonu Varliginin Kontrolii

Daha 6nceden his” ve plazmid tasima ozellikleri dogrulanan kolonilerin gecelik
kultarlerinden bir miktar alinip (yaklasik 0,1 ml) nutrient agarli plaklara aktarildi.
Yayma ekim teknigi ile agar Uzerine iyice yayildi. Plagin orta kismina, filtre
kagidindan hazirlanmis, 10 ul kristal viyole ¢o6zeltisi emdirilmis (1mg/ml) diskler
yerlestirildi. Plaklar bir gece 37°C’de inklbe edildikten sonra diskler etrafinda
inhibisyon zonu gozlendi. Diskin ¢evresinde kalan bu inhibisyon zonu, oldukg¢a buyuk
bir molekll olan kristal viyolenin hicre igerisine girip, bakterinin 6limune neden

oldugunu gosterir.
3. 6. 6. uvrB Mutasyonunun Kontrolii

Daha 6nce his, rfa, plazmid tasima karakterleri dogrulanan koloniler nitrient agarh
plaklara ekildi. Her bir sus icin ayni kolonilerden 2 set hazirlandi. Bu plaklardan bir
tanesinin kapagi agilarak 15 watt’lik germisidal UV lambasi altinda 33 cm uzakliktan
8 saniye boyunca isinlandi. Her bir sus i¢in hazirlanan diger set ise kontrol plagi
olmak Uzere, 1sinlanan plaklar ile 37°C’de gecelik inkibasyona kaldirildi. Kontrol
plaklarinda Ureme olmasina ragmen, isinlanan plaklarda Ureme olmamasi uvrB

mutasyonunu dogrular.
3. 6. 7. Kendiliginden Geriye Dénen Koloni Sayisinin Kontroli

Deney sisteminde test suslarinin kendiliginden geriye donus frekanslari kontrol edildi.

Her susun kendine 6zgu bir geriye donus frekansi vardir. Bu degerler, S9 fraksiyonu
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yoklugunda, TA98 icin 30-50, TA100 igcin 120-200, TA102 igin 240-320
olabilmektedir. Bu degerler, S9 fraksiyonu varliginda degisim goOsterebilmektedir
(Maron and Ames, 1983).

Geriye ddnen koloni sayisinin hesaplanmasi amaciyla, 100 ml steril tst agara 10 ml
0,05 mM steril histidin-biyotin ¢dzeltisi eklendi. Daha sonra bu karisim, herbir steril
deney tlpinde 2,5 ml olacak sekilde dagitildi. Ust agar cok gabuk donma egiliminde
oldugundan galigmalar sirasinda sicak su banyosu 37°C’ye ayarlandi ve tupler deney
sirasinca orada bekletildi. Bu tuplere son olarak her susun gecelik kultirinden (1-
2x10° bakteri/ml) 0,1 ml eklendi ve minimal glukoz agarli plaklara dokiilerek tim
yuzeye yayllmasi saglandi. 37°C’de 48-72 saat inkibasyonun ardindan geriye donen
kolonilerin sayimi yapildi. Eser miktarda Ust agara eklenen histidin ve biyotin, his’
durumdaki kolonilerin yalnizca birkag kez bolinme gegirmesine olanak saglayacak
miktardadir. Ortamdaki histidin ve biyotin tikendikten sonra, Uremesine devam eden
koloniler, his® karakterli koloniler olarak degerlendirildi (Maron and Ames, 1983).

Geriye donus testi, her sus icin herbir deneyde yapildi ve ortalama degerler alindi.
3. 7. Caligmada Kullanilan Test Suslarinin Saklanmasi
3. 7. 1. Donmus Kiulturlerin Hazirlanmasi

Suslar genetik isaretleri dogrulandiktan sonra, bu isaretlerini uzun sure
kaybetmemesini saglamak amaciyla dondurulmus érnekler hazirlandi. Bu amagcla
suslar 1-2x10° bakteri/ml olacak sekilde gece boyunca uretildi. Daha sonra bakteri
kGltirinin her 1 ml’si icin spektrofotometrik saflikta 0,09 ml DMSO eklendi ve
yavasca karistirildi. Hazirlanmis kiltarler 1-2 ml'lik soguga dayanikli ependorf tlplere
dagitildi. Tupler, donmadan kaynaklanacak hacim degisimi dengeleyebilecek sekilde
dolduruldu. Bu da meydana gelebilecek hava boslugunun 6nline gegerek oksidatif
hasar olasiligini en aza indirgemektedir. Dagitimdan hemen sonra tupler kuru buz
kullanilarak donduruldu ve -80°C’lik derin dondurucuya kaldirildi. Dondurulmus
orneklerin, genetik Ozelliklerini  kaybetmeden, hazirlanan sekilde U¢ yil

saklanabilecegi belirtiimektedir (Maron and Ames, 1983).
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3.8. Master Plaklarin Hazirlanmasi

Mutajenite ¢alismalarinda kullaniimak Gzere, daha dnce tUm genetik isaretleri kontrol
edilmis TA98, TA100 ve TA102 susglari igin master plaklar hazirlandi. En az 5 tek
koloninin uygun ¢ézelti ve besinlerle desteklenmis plaklara ekimleri yapildi. TA98 ve
TA100 igin histidin-biyotin-ampisilin ile desteklenmis minimal glukoz agarh plaklar,
TA102 icin ise histidin-biyotin-ampisilin ve tetrasiklin ile desteklenmis olan minimal
glukoz agarh plaklar kullanildi. Master plaklar TA98 ve TA100 igin iki ay sureyle,
TA102 icin ise iki hafta sureyle genetik isaretleri kontrol edilmeksizin kullanilabilir.

Master plaklar +4°C’de saklandi.
3. 9. Ames Test Sistemi

Oncelikle Ames test sisteminde kullanilacak olan test bilesiklerinin bakteri icin

oldurtcu olmayan dozlari belirlendi, ardindan mutajenik potansiyelleri test edildi.
3. 9. 1. Sitotoksik Etkinin Saptanmasi

Sitotoksik olmayan dozlarin belirlenebilmesi amaciyla, tst agar her bir steril tlipe 2,5
ml olacak sekilde dagitildi. Bu agara uygun derisimdeki gecelik kilturden 0,1 ml ve
test edilecek kimyasalin belirlenen konsantrasyonlarindan en fazla 0,1 ml olacak
sekilde eklendi. Karigsim nutrient agarli plaklar Gzerine yayildi ve 37°C’de gecelik
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda test bilesikleri eklenen plaklardaki koloni
sayllari ile kontrol plaklarindaki koloni sayilari karsilastirilarak bilegiklerin sitotoksik

dozlari belirlendi.
3. 9. 2. Mutajenite Testi (Plak inkorporasyon Testi)

Mutajenite testinde, test bilesigi ve bakteriyel test susu bir araya getirilerek, homojen
bir sekilde minimal glukoz agarli plaklar Uzerinde yayillmasi saglandi. Her bir sus i¢in
ayrica pozitif ve negatif kontrol plaklari da hazirlandi. TA98 ve TA102 igin pozitif
kontrol olarak danomisin, TA100 igin ise sodyum azid her deneyde pozitif kontrol
olarak kullanildi. Kontrol plaklari ile birlikte bitlin plaklar 37°C’de 72 saat inklbe

edildi ve his™ karakteri geriye dénen, yani his™ hale gelen, koloniler sayildi.
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Calisma sirasinda herbir steril tupe 0,5 mM histidin-biyotin ¢dzeltisi eklenmig 2,5 ml
ust agar, test edilecek kimyasalin uygun dozundan en fazla 0,1 ml, test susunun
uygun derigsimdeki gecelik kultiriunden 0,1 ml eklenerek vorteks yardimi ile karigmasi
saglandi. Ust agar hizli bir sekilde donma egiliminde oldugundan, tim bu igslemler
kisa bir zamanda tamamlanarak minimal glukoz agarh plaklar Uzerine yayildi. Test
bilesiginin her bir dozu igin U¢ plak kullanildi. Deneyde test suslarinin geriye donme
frekanslarini kontrol etmek amaciyla kullanilan negatif kontrol plaklari ve geriye
dénme 6zgulliklerini kontrol etmek amaciyla kullanilan pozitif kontrol plaklarindan da

Ucer adet hazirlandi.
3.9. 2. 1. Mutajenik Etkinin Belirlenmesi

Calisma sonucunda elde edilen geri dénen koloni sayilari kaydedildi. Mutajenik
etkiden s6z edebilmek igin negatif kontrol plaklari ile deney plaklari arasindaki oranin
iki veya ikiden buyuk olmasi gerekmektedir. Bununlka birlikte doza bagh bir artig
oldugu durumlarda da mutajenik etkiden s6z edilebilir (Maron and Ames, 1983;
Mortelmans ve Zeiger, 2000). istatistiksel degerlendirmelerin yapilmasinda, SPSS
16.0 paket programi yardimiyla, tek yonu varyans analizi kullaniladi. Kontrol grubuna
gore anlamh bir farkliik gdstermesine ragmen, bahsedilen iki kriterden birine

uyulmadigr durumlarda, bu farklilik mutajenik etki olarak degerlendirilmedi.
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4. SONUCLAR

Tez calismasi kapsaminda, ilag etken maddesi olarak kullaniimasi dusunuilen, 2 ile 5
konumlarindan substitte, 15 adet benzoksazol tdrevi bilesigin mutajenik
potansiyelleri Ames test sistemi kullanilarak incelendi. Bu amagla c¢alismaya

baglamadan once butin test suslarinin genetik isaretleri kontrol edildi.
4. 1. Test Suslarinin Ureme Durumlari

Ames test sisteminde kullanilacak olan suglarin gecelik kulturlerinin yogunlugunun 1-
2x 10° bakteri/mililitre olmasi 6nerilmektedir. S. typhimurium TA98 susunun
mililitresinde bulundurmasi gereken canl bakteri sayisina inkibasyonun yaklagik
olarak 5. saatinde ulasmaktadir (Okstizoglu, 1997). Bu nedenle, gece boyu uretilen
TA98, TA100 ve TA102 suglarinin kalturleri, sabah taze ortama aktarilarak 5 saat
boyunca galkalamali ettivde inktbe edildikten sonra % 0,9’luk NaCl ¢dzeltisi ile uygun
oranlarda seyreltme islemi yapilarak nuatrient agarli plaklara 0,01mllik hacimler
halinde nokta ekimleri yapildi. 24 saat 37°C’de inkibe edildikten sonra plaklardaki
koloniler sayildi ve her bir sus igin gecelik kultirlerin beklenen yogunluga ulagtiklari

dogrulandi.
4. 2. Ames Testi Sonuglari

Mutajenite calismalarina baslanmadan &énce, tim kimyasal bilesiklerin sitotoksik
degerleri belirlendi. Sitotoksik gelmeyen en yuksek dozdan baslamak Uuzere,
belirlenen dort farkli dozda mutajenite deneyleri yapildi. Bu degerler arasinda
sitotoksisite bakimindan en etkin bilegiklerin 1 ve 4 numaralh kimyasallar oldugu
g6zlendi.1 numarali kimyasal madde Uzerinde denenen 200 pg/plak dozunun bakteri
igin %60; 4 numarali kimyasal madde ise 150 upg/plak dozunda %50 toksik oldugu
bulunmustur. Bir bilesik ne kadar duslik dozda sitotoksik etki gdsteriyorsa, toksisite
bakimindan o derece etkindir. 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14 ve 15 numarali
kimyasallar igin 50- 150 ug/plak; 3 ve 13 numarali kimyasallarin ise 25- 100 ug/plak
dozlardaki etkisi incelendi. TA98, TA100 ve TA102 ile yapilan mutajenite deney

sonugclari Cizelge 4.1, 4. 2 ve 4. 3’te verilmigtir.
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Cizelge 4. 1. 1-5 numarali kimyasal maddelerin S. typhimurium TA98, TA100 ve

TA102 suglarinda geriye donen koloni sayilarina etkileri.

[Geriye dénen koloni sayisi + standart sapma, n=3

Kimyasal yap! Dozlar(ug/plak) TA98 TA100 TA102
1. 0 0 31+ 1 131+ 28,1 378+ 20,2
. >_® 20 31,341  138£158  368,3: 46,4
\ N/ 30 37+ 5,5 140,3+ 15,9 336,3+ 25,1
\/s\\ 40 32,61 6,1 109,6£56  410,3+ 10
° 50 41,6+7,5 113,6+ 18,3 453+ 13,5*
2. N 0 311 131+ 28,1 344,6+ 39,3
0 ‘ >—@—F 50 24+ 1* 119,6+ 40,3 295,6+ 66,1
\ Y N/ 75 34,6£0,5* 113,3+t6,4 344,3+41,8
vs\\ 100 30+ 2,6 137,6+ 10,6 309,6+ 16,7
0 150 35¢ 1* 113,6+£ 11,8 325,3+ 66,7
3. 0 0 25,3+ 6,5 99,3+ 11,3 404+ 144
o 25 32,375 121,310 442+ 71
\ N/ cr, 90 37+ 6 145,3+ 16,1 525,3+ 103,1
\/S\\ 75 34,6+ 5,8 117,310 453,31+ 61,1
0 100 29,6+ 2 95,6+ 8,1 566,6+ 50,3*
4 0 0 24+ 0 131,6£ 7,3  346,6+ 47,7
/Oi >—ch 10 30+ 10 120,6% 22 356+ 66,8
\\S N/ 20 32,3+ 9,5 128+ 5,5 424,6% 67,3
AV 30 22,3+ 5,5 114,31 4,6 314,61 48,2
° 40 37+ 15,1 131+ 9,5 432+ 21,1
5. o 0 36,31 4,1 184,61 26,1 297,3+ 28
> < > < 50 51,6+ 11,5 177,381 266,6+ 47,2
O\\ / 75 47+ 1 156+ 4,3 278,3+ 70,6
\/S\\ " 100 44+ 1 156,3+ 22 260+ 26,4
0 150 49+ O 142,3+£ 22,5 254+ 17
Pozitif
kontroller: ~ Danomisin 6 pg/plak 288,1+ 157,3 - 749,3+ 103
Sodyum azid 1,5 pg/plak - 1438,2+ 334,9 -

*: Dunnet t testine gore anlamli farklilik yaratan grup (p< 0,05).

A: Dunnet C testine gore anlamli farklilik yaratan grup (p< 0,05).
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Cizelge 4. 2. 6-10 numarali kimyasal maddelerin S. typhimurium TA98, TA100 ve

TA102 suglarinda geriye donen koloni sayilarina etkileri.

IGeriye dénen koloni sayisi + standart sapma, n=3

Kimyasal yapi Dozlar(ug/plak) TA98 TA100 TA102
0 0 36,3+ 4,1 154,31 16 297,3+ 28
6 /(:[%Of 50 30+ 1 163+ 20,4  241%87
\\s i 75 34+ 4 164,3+ 21,1 262,3t 4
et 100 29,305 158,6£81  272,6+37
150 31+ 4,3 150,6+ 14,9 267+ 24
7. 0 0 36,3+ 4,1 154,3+ 16 297,3+ 28
0 /(ji Br 50 35,65 130,6+ 25,5 282,624 1
\ N/ 75 33+ 8,5 147,3+ 8,1 294+ 14
\/S\\ 100 32,67 133+ 17 269,3+ 25,7
0 150 28,3+1,5 113+21,7 248+ 28,8
8 o 0 24,35 141,3+ 26,6 281,3+ 22,7
NO, 50 24+4 125,3+£ 9,2 342,6+ 18,9
\ N/ 75 2942 153,3+26,6 312+ 47 1
\/S\\ 100 29,355 130+ 2 345,3+ 18,9
0 150 29,6+3 130,6+ 2,3 317,3+ 40,2
(0]
9 o /@i 0 28,6x8,7 197,315 297,3+ 28
\ / 50 29,3t3,5 134,6+20,5% 284+ 38,1
\/S\\ 75 36,3+8,5 134,6+10,1* 284+40,5
o ¢ 100 30,3+7,2 126+ 8,5* 284+ 46 1
150 35,3+ 4 126,6+ 15* 329,3+ 22
10 0 296+25 106,62 304+ 34,1
© 50 30,6£1,5 94+ 52* 308+ 30,1
\ / 75 24,6+ 41 126,3+ 21 371+ 50
\/s\\ N 100 29,3+ 4 135+ 7* 360,6+45,7
) 150 29.3+1,5 113,6x7,7 280+ 34,8
Pozitif
kontroller: Danomisin 6 pg/plak 288,1+ 157,3 - 749,3+ 103
Sodyum azid 1,5 pg/plak - 1438,2+ 334,9 -

*: Dunnet t testine gore anlamli farklilik yaratan grup (p< 0,05)

A: Dunnet C testine gore anlamli farklilik yaratan grup (p< 0,05).
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Cizelge 4. 3. 11-15 numarali kimyasal maddelerin S. typhimurium TA98, TA100

veTA102 suslarinda geriye donen koloni sayilarina etkileri.

[Geriye dénen koloni sayisi + standart sapma, h=3

Kimyasal yapi Dozlar (ug/plak) TA98 TA100 TA102
11 o 0 29,6+ 2.5 106,6% 2 304+ 34,1
50 31£ 55 129,35 321,3+ 54 .4
\ N/ 75 46,6+ 11* 152,6£20,2* 277,31+ 40,2
\/5\\ 100 30,6+ 1,1 118,67 281,3+ 33,5
o F 150 30+ 1 129,3+ 5,1 294 6+ 14
12. o 0 29,6+ 2,5 106,6% 2 304+ 34,1
50 29,3+ 10,1 144+ 14 ,4* 248+ 10,5*
o\\/@i/ 75 33,3+ 2 100+ 15,5 273,31 23
\/5\\ N 100 26,6+ 3,2 148,6+ 12* 277,3+ 20,5
o Br 150 27,6£ 5,6 111+ 6 257,3+ 15,1
13. 0 0 20,3+ 2,5 107,3+t 14,1 242,6% 20,1
0 /@i/ 25 25+ 0 83+ 19,9 279,3+ 74,6
\\S q 50 23,62 0,5 75+ 10 243+ 40,3
\/\\ 75 23,6£ 2,5 93+ 1 233,31+ 6,1
° 100 22,6+ 4.5 81,6+ 17,6 276+ 74
14. o 0 24+ 0 131,6+ 7,3 346,61 47,7
50 35,6+ 1,5* 103+ 2,6* 292+ 56
O\\ /Oi/ 75 31,3+ 3,5 98,6+ 18,1* 306,6+ 18
\/S\\ N 100 30,3+ 4,6 89+ 13,8~ 276% 20
o cl 150 38,3+ 6* 112,3+ 6,8 321,31 32
15. B Q 25,3+ 8 131,6£7,3  346,6+ 47,7
o 50 30,6+ 3 100+ 5* 317,31 28
o 75 32+ 1 93,3+ 11,3* 352+ 27,7
\ N/ 100 36,6+ 4 93,6+ 10,9* 366,6+ 51,5
\/s\\ 150 33,6+ 5,1 103,3+£ 5,5* 328+ 56
o) Cl
Pozitif
Kontroller: Danomisin 6ug/plak 288,1+ 157,3 - 749,3+ 103
Sodyum azid 1,5 pg/plak - 1438,2+ 334,9 -

*: Dunnet t testine gore anlamli farklilik yaratan grup (p< 0,05).

A: Dunnet C testine gore anlamli farklilik yaratan grup (p< 0,05).
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SPSS 16.0 paket programi kullanilarak yapilan ANOVA ¢6zimlemesine gore;

1 numaral kimyasal madde igin, TA102 susunda 50 pg/plak konsantrasyonda,
geriye donen koloni sayisinda kontrol grubuna gore anlamli bir artig gértulmastur (p <
0,05). Fakat bu artis mutajenik etki olarak degerlendiriimemistir. Dunnet C testi
kullanilarak yapilan degerlendirmeye gore ise dozlar arasinda anlamli herhangi bir

farklihk gozlenmemisgtir.

2 numaral kimyasal madde icin; TA98 susunda 50 ug, 100ug ve 150 ug/plak
dozlarinda, kontrol grubu ile deney gruplari arasinda anlamli bir farkliik bulunmustur
(p< 0,05). Fakat bu farklilk mutajenik etki olarak degerlendiriimemigtir. Dolayisi ile 2
numarall kimyasalin da TA98, TA100 ve TA102 suslar Uzerinde mutajenik etkisi

olmadigi sOylenebilir.

3 numarali kimyasal madde icin; TA98 susunda, denenen higbir dozun, istatistiksel
olarak anlamh bir farkhlik icermedigi gozlenmistir. TA100 susu igin ise 50 ug/plak
dozda kontrol grubu ile kiyaslandiginda, geriye dénen koloni sayisinda anlaml bir
artis gortlmektedir. TA102 susu icin bakildijinda ise es ¢d6zimlemeler sonucu elde
edilen verilere gore 100 pg/plak dozunda, kontrol grubuna gére anlamli bir farklilik

gorulmastur. Fakat bu farkliliklar mutajenik etki olarak degerlendirilmemistir.

5 numarali kimyasal madde icin; TA 98 susunda denenen dozlar arasinda farklilik
vardir. Dunnet C testine gore 50 ug/plak dozunda, kontrol grubuna goére anlaml bir
farkhilik gorilmustar. Fakat bu fark mutajenite olarak yorumlanmamistir. TA100 ve
TA102 suslar icin ise Dunnet t testine gore kontrol gruplari ile deney gruplarindaki
geriye donenen koloni sayilari ortalamalari arasinda istatistiksel agidan anlamh bir

farkhhik bulunmamaktadir.

9 numarali kimyasal madde i¢in; TA98 ve TA102 susu icin dozlara verilen cevaplar
arasinda anlamh bir farklihk gézlenmezken; TA100 susu igin kimyasala karsi verilen
cevaplar arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Dunnet t testi uygulandiginda TA100

susu denenen tim konsantrasyonlarda istatistiksel bakimdan kontrol grubuna gore
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anlamli bir farkliik gozlenmistir. Fakat bu farklilik geriye donen kolonilerin artmasi

seklinde olmadigi igin mutajenik etkiden s6z edilemez.

10 numaral kimyasal maddenin, TA98 ve TA102 susu igin denenen dozlarina verilen
cevaplar arasinda anlamh bir farkhlik bulunmamaktadir. TA100 susunda ise, Dunnet t
testinden alinan sonuglara gore, 50 ve 100 pg/plak dozlarinda geriye dénen koloni
sayisinda kontrol grubuna gore anlamli bir farklihk bulunmaktadir. Fakat bu farkhliklar

mutajenik etki olarak yorumlanmamistir.

12 numarali kimyasal maddenin TA98 susu Uzerinde denen dozlar arasinda anlamli
bir fark bulunmamigtir. TA100 susu, Dunnet t testine goére 50 ve 100ug/plak
dozlarinda kontrole goére anlamh bir farkliik gostermigtir. Ama bu farkhlik mutajenik
etki olarak degerlendiriimemistir. TA102 susu ise 50 ug/plak dozunda kontrol grubuna
gore anlamh bir farkhlik gdstermektedir. Fakat bu farkliik geriye dénen koloni
sayisinin azalmasinin bir sonucudur. Dolayisyla 12 numarali kimyasalin mutajenik

etkisi oldugu sdylenemez.

14 numaral kimyasal maddede, TA98 susu icin, 50 ve 150 ug/plak dozunda kontrole
gore anlamli bir fark goéstermistir. Bu farklilik en az iki kat artis veya doza bagli artis
kurallarini desteklemedigi icin, mutajenik etkiden s6z edilemez. TA100 susu igin
yapilan Dunnet C analizine gore gruplar arasinda anlamli bir farkhlik yoktur. Ayni
sonu¢ TA102 susu icin Dunnet t analizi yapildiginda da sodylenebilir. 14 numarali

kimyasalin, suglar Uzerinde, mutajenik etkisi tespit edilmemigtir.

15 numaral kimyasal madde TA 100 susunda, denenen konsantrasyonlar arasinda
fark vardir. Fakat bu anlamlilik geriye donen kolonilerin azalmasi seklinde oldugu icin
mutajenik etkiden s6z edilemez. TA98 ve TA102 suslarinda ise konsantrasyonlar

arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir.

4,6, 7,8, 11 ve 13 numarali kimyasal maddeler igin, dozlarin etkinlikleri arasinda bir
farklilk olmadigi ve kontrol grubu ile deney gruplari arasinda geriye donen koloni

sayisi agisindan istatistiksel agidan anlamli bir farklilik olmadidi gézlenmisgtir.
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8 numarali kimyasal maddenin etanolde suspanse edilmis formu, herbir
konsantrasyon igin n=9 plak ile caligiimistir. Istatistiksel analiz sonucunda TA98 igin
150,100 ve 75 pg/plak dozlarinda kontrole gére anlaml farkhliklar bulunurken, TA100
ve TA102 susu ise denenen dozlarda kontrol grubuna gdére analamli bir farklilk
gostermemigtir. TA98 susundaki farklilik mutajenik etki olarak degerlendiriimemistir.

Bununla birlikte, bu sonuclara gizelgelerde yer veriimemigtir.
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5. TARTISMA

Bir benzen halkasi ile fuzyon yapmig olan azoller biyolojik olarak aktif ve yaygin
olarak kullanilan medikal anlamda olduk¢ga 6nemli iskeletlerdir (Evindar and Batey,
2005). Benzoksazoller, benzimidazol ve benzothiazol gibi yapilarla birlikte bu grup
icerisinde yer alir. Benzoksazoller heterosiklik halka yapisindadirlar ve nukleik
asitlerin yapisinda yer alan bazlarin yapisal esdeg@erleridir (VinSova et al., 2005).
Dolayisiyla biyopolimerlerle kolayca etkilesime girebildikleri belirtiimektedir (Oren et
al.,1998). Ayrica, benzoksazollerin organizmaya alindiklari zaman toleranslari daha
yumusak ve terapotik indeksleri daha genistir. Bu nedenle ikili halkali sistemlerde

oksazol yapisinin yer almasi daha ¢ok tercih edilmektedir (Yalgin and Sener, 1993).

Calisma kapsaminda ila¢ etken maddesi olarak kullaniimasi disundlen 2 ile 5
konumundan substitie 15 benzoksazol turevi bilesigin mutajenik potansiyelleri, Ames

test sistemi kullanilarak belirlenmeye galigiimigtir.

Cesitli organizmalar ilaglara karsi hizla diren¢ kazanabilmektedirler. Direng kazanma,
intrinsik mekanizmalarla veya kazanilmig mekanizmalarla meydana gelmektedir.
Ornegin ilag iletiminin yetersizligi intrinsik mekanizmalar arasinda sayilirken; konstiitif
stres cevabi kazanilmig mekanizmalardan sayilmaktadir. Organizmalarin ilaglara
karsi hizla direng kazanmasiyla birlikte, arastiricilar yeni ilaglarin sentezlenmesi
ve/veya elde bulunan ilaglarin modifiye edilmesi Uzerinde ¢alismalarini artirmislardir
(Kreander, 2006).

Son yillarda benzoksazol ve iligkili heterosiklik yapi benzimidazollerin antitimor,
antiviral, antibiyotik etkileri ile topoizomeraz 1 ve 2 enzimleri, revers transkriptaz
ve/veya potansiyel DNA giraz inhibitéra olduklari konusunda bilgiler elde edilmigstir
(Kaplancikli et al., 2004; Tekiner-Giilbas et al., 2005; Oksiizoglu et al., 2007; Arpaci
et al., 2008;). Bunlarin yani sira farkh biyolojik aktiviteleri oldugu da yapilan

calismalarla gosterilmigtir.

Ornegin, Bywater ve arkadaslari (1945) sentetik antikonviilzan yapiminda kullanmak

icin benzoksazolleri sec¢miglerdir. Benzoksazolleri seg¢gmelerinin  nedeni ise
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benzoksazolonun (2-hidroksibenzoksazol) fareye hipodermik olarak uygulandiginda
bir uyku durumu vyaratiyor olmasi fakat agiz yoluyla verildiginde boyle bir etki
yaratmiyor olmasidir. ikinci nedeni ise kdpekleri formanilid veya asetanilid ile
indukledikten sonra urinlerinden bilinmeyen bir maddenin hidrolitik Grinu olarak izole
edildiginden, benzoksazolonun kismen non-toksik olmasidir. Uglincli neden olarak
ise 2- etilbenzoksazolin az miktarda hipnotik etki gostermesini belirtmislerdir.
Calismalari sonucunda test edilen 13 bilesikten 8 tanesinin yUksek dozlarda

uygulandiginda antikonvulzan etki gosterdigini rapor etmiglerdir.

Arpaci ve Onurdag (2006) vyaptiklari bir calismada sentezledikleri 2-(p-
klorofenoksi)metil-5-(p-klorofenoksi)asetamidobenzoksazol'iin K. pneumoniae ve E.
coli izolatlarina karsi ampisilinden daha etkili oldugunu, ayrica bilesigin C. albicans’a
karsi standart ila¢ olan flukonazolden daha az etkili iken ilaca direngli izolatina karsi
standart ilag ile kiyaslanabilir aktiviteye sahip oldugunu gostermisler, dolayisiyla yeni
antimikrobiyal ilaglarin gelistirimesinde 1sik tutacagini rapor etmiglerdir. Arisoy ve
arkadaslar ise (2008) 2-(p-substitutedbenzyl)-5-(2-
substitutedacetamido)benzoksazollerin  antimikrobiyal etkileri oldugunu rapor

etmislerdir.

Okslizoglu ve arkadaslari (2008) benzoksazoller ve benzimidazollerle yaptiklari bir
calismada, test sisteminde kullandiklari 2-fenoksimetilbenzimidazol, 5-amino-2-(p-
fluorofenill)benzoksazol, 5-amino-2-(p-bromofenil)benzoksazol, 5-nitro-2-
fenoksimetil-benzimidazole, 2-(p-klorobenzil)benzoksazol ve 5-amino-2-
fenilbenzoksazolun, dkaryotik topoizomeraz 1 enzimi Uzerinde, referans inhibitor olan
kamptotesinden daha etkin olduklarini belirlemislerdir. Ayrica 5-kloro-2-(p-
metilfenil)benzoksazol, 2-(p-nitrobenzil)benzoksazol ve 5-nitro-2-(p-
nitrobenzil)benzoksazoliin 6karyotik topoizomeraz 2 enzimi Uzerinde, referans
inhibitdr etoposite ile kargilastirildiginda, o6nemli bir etki gosterdigini ve bu etkinin

referans molekulden daha fazla oldugunu belirtmislerdir.

Farmasotik kimyada uygulamada yasanan problemlerden biri subsitusyonlarin ve yer
degistirmelerin yapilmasidir. Belirli bir fonksiyonel grubun veya iskeletin yapisinin
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degistiriimesi kimyasalin toksikolojik, fizyokimyasal veya farmakokinetik yapilarinin
degismesine neden olmaktadir (Kho et al., 2005). Tez kapsaminda 2 ile 5
konumundan substitie benzoksazol tlrevleri kullaniimistir. 2 konumundan
substitisyonun biyolojik aktivite, 5 konumundan substitisyonun ise aktivitenin gucu
konusunda 6nemli olduklari yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Arpaci et al., 2002;
Tekiner-Gulbas, 2005).

Oren ve arkadaslari (1998) 2,5- velveya 6-siibstitute benzoksazol ve benzimidazol
tirevleri ile yaptiklari calismada test ettikleri kimyasallarin yapi- etki iligkilerinin
incelenmesi sonucunda, heterosiklik sistemde 2 konumundan eklenmis olan
siklohekzil grubunun, ayni konumdan eklenmis siklopentil grubu ile kiyaslandiginda,
antimikrobiyal etkiyi ylkselttigi rapor edilmistir. 2-siklohekzil veya 2-siklohekzilmetil ile
substitle edilmis benzoksazol ¢ekirdegine 5 konumundan nitro grubunun eklenen

turevleri B. subtilis Gzerinde daha etkin bulunmustur.

Ames test sistemi, cesitli kimyasal maddelerin mutajenik potansiyellerinin
taranmasinda yaygin olarak kullanilan kisa zamanli bakteriyel mutajenite test
sistemlerinden birisidir. Yaygin olarak kullanilma nedenleri arasinda, bu sistemde
belirlenen bir mutajenik etkinin, kemirgen karsinojenitesi hakkinda gercege yakin bir
bilgi veriyor olmasi yer almaktadir (Maron and Ames, 1983; Mortelmans and Zeiger,
2000).

Pratikte genetik toksikoloji ile ilgilenen arastiricilar, sadece bir deneye bagl
kalmazlar. Genellikle bir deney ayni kosullar altinda ve/veya degisen kosullar altinda
tekrarlanir. Bunu yapmaktaki ama¢ onceki sonuglarla uyumlulugu kontrol etmek
ve/veya genotoksisitenin farkli kosullar altinda ifade olup olmadigi hakkinda bilgi
sahibi olmak olabilir. Bu amacgla Ames test sisteminde farkli mutasyonlar tasiyan
farkli test suslari kullanilir. Dolayisiyla ¢oklu veya tekrarli genotoksisite deneyleri
sonuglari toparlanmis olur (Edler, 1994). Bu anlamda Ames test sistemi, kendi iginde

coklu bir deney sistemi sayilabilir.
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Istatistiksel degerlendirme yapilirken toksisitenin varli§i veya hayatta kalan hiicre
sayisinin azalip azalmadigi, negatif kontrollerin homojen dagihp dagiimadigi,
literatlrdeki negatif ve pozitif kontrollerle deney sonucunda elde edilen negatif ve
pozitif kontrol dederleri karsilastiriidiginda durumun ne oldugu, deney gruplarinin
kontrol gruplarindan daha ylksek degerlerde veya es degerlerde olup olmadigi,
deney gruplarinin doz- cevap iligkisi gosterip gostermedidi, ayni deneyde, bir
laboratuarda veya farkh laboratuvarlarda yapilan farkli deneylerde uretilen farkli

kulturlerin tekrar edilebilir olup olmadigi kontrol edilmelidir.

Tez calismasi kapsaminda sitotoksik etki degerlendirmesi mutajenite deneylerine
baslamadan yapildi. 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14 ve 15 numarali kimyasallar icin
150 pg/plak; 3 ve 13 numarali kimyasallarin 100 pg/plak; 1 numaral kimyasal i¢in 50
Mg/plak; 4 numarali kimyasal icin ise 40 pg/plak etkinligi incelenen en ylksek

dozlardir.

Eldeki negatif kontroller istatistiksel olarak degerlendirildiginde, degerlerin homojen
dagilim gosterdigi belirlendi. Literatlr tarandiginda deney sisteminde kullanilan
suslardan TA98 susunun geriye donme frekansi 20-30, TA100 icin 75-200, TA102
igin ise 100-300°dir (Maron and Ames, 1983; Mortelmans and Zeiger, 2000). Yapilan
deneyler sonucunda negatif kontrollerin ortalamalari degerlendirilecek olursa, bu
degerler TA98 susu icin 29,22+5,9; TA100 susu igin 141,82+26,9 ve TA102 susu igin
323,64+48,5 kolonidir. Bu rakamlar literaturde belirtilen aralikta yer almaktadir.
Danomisin 6 ug/plak dozunda TA98 ve TA102 susu icin; sodyum azidin 1,5 ug/plak
dozunda TA100 susu icin mutajenik etkiye sahip oldu literatirde belirtimektedir
(Maron and Ames, 1983). Deney sonuglarinda elde edilen verilere bakildiginda;
danomisin varliginda TA98 susu icin ortalama 288,1+157,3 koloni, TA102 susu igin
ise ortalama 749,3+103 koloni, TA100 susu icin, sodyum azid varliginda, ortalama
1438,2+334,9 koloni geri donmustir. Bu degerler negatif kontrol plaklari ile

karsilastirildiginda literattrdeki veriyi dogrulamaktadir.

Sonug olarak SPSS 16.0 paket programi kullanilarak ANOVA c¢6zimlemesi ile

degerlendirilen kimyasallarin tumi Ames test sisteminde, metabolik aktivasyon



46

yoklugunda, negatif sonu¢ vermigtir. Ames test sisteminde nokta mutasyonlar tespit
edilebildiginden, bu kimyasallarin hisD3052, hisG46 ve hisG428 gen bdlgelerinde

cerceve kaymasi ve baz degisimi mutasyonuna neden olmadiklari sdylenebilir.

Bir kimyasal maddenin Ames test sisteminde negatif bulunmasi onun karsinojenik ve
mutajenik olmadigi konusunda kesin bir bilgi vermez. Ornegin Tennant ve arkadaslari
(1987) 3-kloro-2-metilpropen ve dimetil hidrojen fosfitin Ames test sisteminde hem
S9 fraksiyonu varliginda hem de yoklugunda negatif oldugunu fakat kromozom hata
testinde pozitif sonug verdigini rapor etmiglerdir. Nunoshiba ve arkadaslarinin (2007)
yaptiklari bir ¢galismada ise Ames negatif olan orto-fenil fenolin mesanede tiumor
olusumuna yol agan bir kimyasal oldugunu ve tomurcuklanarak ¢odalan mayalarda

tubdlinlere baglandigini ve andploidiye neden oldugunu rapor etmiglerdir.

Ames test sistemi bakteriyel kisa zamanli bakteriyel bir test sistemi oldugundan,
memelilerdeki metabolik aktivasyon sistemini deney ortaminda taklit edebilmek
amaclyla ortama metabolik aktivasyon sistemi eklenir. Boylelikle kimyasalin
metabolitlerinin mutajenik potansiyelleri hakkinda da bilgi sahibi olunur (Maron and
Ames, 1983; Mortelmans and Zeiger, 2000).

Benzoksazol turevi bilesiklerin metabolize edildikleri bilinmektedir. Aki- Sener ve
arkadaslan yaptiklari galismada (2002) antihelmintik, antihistaminik, antifungal ve
antibakteriyel gibi c¢esitli  biyolojik 6zelliklere sahip benzamid tdrevlerinin
benzoksazollerin muhtemel metabolitleri oldugunu belirtmiglerdir. Aminofenoller, o-
formamidofenol, benzoksazol, 2- metil ve 2-fenil benzoksazoller ve
benzoksazolonlarin metabolize olmalariyla ilgili tavsanlar Gzerinde yapilan bir
calismada o-aminofenolin benzoksazol, 2-metil benzoksazol ve 2-fenil
benzoksazolin bir tlrevi oldudunu, c¢lnki o-aminofenolliin hidroliz sonucu bu

bilesiklerden tirevlendigi rapor edilmigstir (Bray et al., 1952).

Dolayisiyla test sisteminde kullanilan benzoksazol tlrevlerinin metabolitlerinin
mutajenik potansiyelleri hakkinda bilgi sahibi olabilmek amaciyla, metabolik

aktivasyon sistemi varliginda testleri yapilarak, sonuglar degerlendiriimelidir.
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Ames test sisteminde negatif sonu¢ veren bilesiklerin etkinlikleri, herbir iskelet igin,
substutientlerine ve halkasal sistemin topolojik yapisina gore onemli Olglde
degisebilir. Ornegin pyridin’in quinolin’e dénlisimii, Ames test sisteminde negatif
sonug¢ veren bilegiklerin oranini sirasiyla %34-43’ten %27-38’e dusurdugu rapor
edilmistir. Bu sonuglar i1s1ginda, yapisinda quinolin iskeleti tasityan bilesiklerin, pyridin
iskeleti tagiyan bilegiklere nazaran Ames test sisteminde pozitif sonu¢ verme olasiligi
artmaktadir (Kho et al., 2005). Dolayisiyla test edilen kimyasal maddelerin yapilarinin
ve biyolojik aktiviteleri birlikte degerlendirilerek olusturulacak veri tabanlari ve/veya
halihazirda bulunan veri tabanlarinin geligtiriimesi, yeni sentezlenecek kimyasal
maddelerin  belirlenmesinde ve biyolojik aktivitelerinin  tahmin edilmesinde

arastirmacilara dnemli bir kolaylik saglayacaktir.
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