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OZET

A-METILBENZO[d]TiYAZOL-2-AMIN TUREVLERININ BIYOLOJIK AKTIVITE
VE DNA iLE ETKILESIMLERININ ARASTIRILMASI

Elif MERDAMERT
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Neslihan DEMIR
31/01/2018, 87

Bu c¢alismada, 4-metilbenzo[d]tiyazol-2-amin tiirevlerinin biyolojik aktivite ve DNA
ile etkilesimleri ile c¢alisildi. Biyolojik aktivite olarak Antimutajenik, Mutajenik,
Antimikrobiyal ve Antioksidan ozellikleri, DNA ile etkilesimlerinde ise DNA kesme ve
DNA baglanma 6zellikleri arastirildi.

Mutajenite ve antimutajenite 6zellikleri Salmonella typhimurium TA98 ve TA100
mutant suslart kullanilarak Ames testi ile incelendi. Her bilesik i¢in c¢alisilan tim
konsantrasyonlarin mutajenik 06zellikte olmadigi, ancak konsantrasyona bagli olarak
antimutajenik  Ozellik  gosterdikleri belirlendi.  Antimikrobiyal ¢alismalar broth
mikrodiliisyon yontemine gore yapildi. 4-Metilbenzo[d]tiyazol-2-amin tiirevlerinin
bakteriler ve mayalar iizerinde etkili oldugu gozlendi. Bilesiklerin potansiyel antioksidan
aktiviteleri pozitif kontrol olan biitil hidroksi tolien (BHT) ile birlikte UV-Vis
spektrofotometresinde ol¢iildii. Bilesiklerin BHT den daha yiiksek aktivite gosterdigi tespit
edildi.

DNA kesme etkinligi, agaroz jel elektroforezi yontemi kullanilarak pBR322 plazmid
DNA ile calisildi. Ug bilesiginde hem hidrolitik olarak hem de oksidatif ajan varhiginda
DNA kesme aktivitelerinin oldugu goriildii. Bilesiklerin DNA baglanmalart UV-Vis
absorpsiyon titrasyonu metodu ile arastirildi. UV-Vis sonuglarina gore bilesiklerin CT-
DNAya elektrostatik olarak baglandigi bulundu.

Anahtar sozciikler: Benzotiyazol Tiirevleri, DNA Baglanma, DNA Kesme,

Antimikrobiyal Aktivite, Mutajenik/Antimutajenik, Antioksidan
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF BIOLOGICAL ACTIVITIES AND DNA INTERACTION
OF 4-METHYLBENZO[d]THIAZOLE-2-AMINE DERIVATIVES

Elif MERDAMERT
Canakkale Onsekiz Mart University
Institute of Natural and Applied Science
Department of Biology Master Thesis
Advisor: Asst. Prof. Dr. Neslihan DEMIR
31/01/2018, 87

In this study, 4-methylbenzo[d]thiazole-2-amine derivatives were studied for their
biological activity and interaction with DNA. Antimutagenic, mutagenic, antimicrobial and
antioxidant properties were performed as a research of biological activity. Interactions with
DNA was studied using property of DNA cleavage and DNA binding.

Salmonella typhimurium TA98 and TA100 mutant strains were studied by Ames test
in order to determine the mutagenic and antimutagenic properties. All concentrations tested
for each compound were not mutagenic, but were found to be antimutagenic depending on
concentration. Antimicrobial studies were performed according to broth microdilution
method. 4-Methylbenzo[d]thiazol-2-amine derivatives were observed to be effective on
bacteria and yeast. Potential antioxidant activities of the compounds were measured in a
UV-Vis spectrophotometer with butyl hydroxy toluene (BHT) as a positive control. It was
found that the compounds had higher activity than BHT.

The DNA cleavage efficiency was performed by agarose gel electrophoresis method
with using pBR322 plasmid DNA. Within three compounds it was seen that DNA cleavage
activities were both hydrolytically and in the presence of oxidative agent. DNA binding of
the compounds was investigated by UV-Vis absorption titration method. According to the
results of UV-Vis, the compounds were electrostatically bound to CT-DNA.

Keywords: Derivatives of Benzothiazole, DNA binding, DNA cleavage,
Antimicrobial Activity, Mutagenic/Antimutagenic, Antioxidant
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BOLUM 1
GIRIS

Kanser, saglikli hiicrelerdeki genetik bilgilerin farkli sebepler ile degisime ugramasi
sonucunda hiicrelerin bdliinme kontroliinii kaybederek ve kontrolsiiz olarak ¢cogalmasiyla
ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Kanser tedavisinde cerrahi ve radyoterapi yontemlerine ek
olarak tercih edilen bir baska etkili yol da kemoterapétik ajanlarin kullanimidir. Yeni
kematerapdtik ajan gelistirme ¢alismalart; kanserin goriilme sikligina, progresyon hizina
ve Olim oranlarina bagli olarak devam etmektedir. Schiff bazlarmin kemoterapik
ozelliklerinden dolay1 bu bilesiklerin endiistriyel alanda ve ila¢ sektoriinde kullanimlarinin
oldugu bilinmektedir. Schiff bazlarinin eser elementler ile yaptiklar selatlar dikkat
¢cekmektedir. Bu 6zellikleri dolayisiyla ¢ok genis farmakolojik aktiviteleri bulunmaktadir
(Wenwu ve ark., 2000).

Organizmalarin canliligini siirdiirebilmesinin yaninda biyolojik olarak gelisebilmesi
icin gereken tiim bilgileri tasiyan en onemli yapt DNA’dir. Bundan dolayr DNA,
antitimoral ilaglar basta olmak {izere antifungal, antiviral ve diger tiir ilaglarin
gelistirilmesinde birincil hedef molekiildiir. Dogal DNA baglayici niikleazlara kiyasla,
yapay niikleazlarin diisiik molekiil agirlikli ve daha az reaktif kosullar1 oldugu bulunmustur
(Sreedhara ve ark., 2000). Buna baglh olarak, kiiciik molekiillerin DNA’ya baglanmasi,
ilag-DNA etkilesimlerinin anlasilmasinda son derecede yararlidir. DNA, elektron zengini
bazlar, ana veya kiigiik oluklar da dahil olmak {izere gegis metalleri i¢in birgok potansiyel
baglanma alani sunmaktadir (Reddy ve Shilpa, 2010).

Mutajen maddelerin DNA'nin yapisinda meydana getirdigi hasarlar bu maddelerin
kanser ile dogrudan iligkilendirilmesine neden olmaktadir. Yine de mutajenlerin kanser
hastaliginin disinda birgok kronik dejeneratif hastaliklara da neden olduklar1 bilinmektedir
(Weisburger, 2001; Bhattacharya, 2011). Insan sagliginin korunmasi igin ¢evrede bulunan
kanserojen ve mutajen maddelerin tespit edilerek etkilerinin degerlendirilmesi ve
calismalarin bu dogrultuda gelistirilmesi 6nemlidir (Debnath ve ark., 1991).

Bazi metal tiirevi antioksidanlar i¢in yapilan arastirmalar, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) neden oldugu oksidatif hasara bagli ¢esitli bozukluklar ve hastaliklarla ilgili serbest
radikallerin temizlenmesinde yiiksek kapasiteli bilesiklerin tanimlanmasi igin ¢ok dikkat ve
caba gerekli oldugunu ortaya koymustur. Halen, sentetik antioksidanlar yaygin olarak

kullanilmaktadir ¢linkii bunlar dogal antioksidanlara gore daha etkili ve daha ucuzdur.



Glintimiizde bir dizi Schiff bazi metal kompleksi ROS etkili ortaya ¢ikan oksidatif
hasar1 temizlemek i¢in antioksidan olarak arastirilmistir. Bu nedenle, daha verimli sonuglar
almak icin, farkli etki mekanizmalarina sahip yeni ilaglarin kesfi, diren¢ olusturan ajanlarin
etkisini inhibe etmek veya ortadan kaldirmak i¢in gerekli olacaktir. Bu yilizden birgok
biyolojik aktiviteye sahip Schiff bazlarinin yenilerinin sentezlenmesinin ¢esitli kanser ve
mikrobiyal hastaliklar tizerinde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu  bilgilerden yola ¢ikarak c¢alismamizda, 4-metilbenzo[d]tiyazol-2-amin

tiirevlerinin biyolojik aktivite ve DNA ile etkilesimlerinin arastirilmasi amaglanmaistir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Schiff Bazlan

1864 yilinda Hugo Schiff, bir aldehidin bir amin ile reaksiyona sokulmasiyla Schiff
bazinin ilk sentezini bildirmistir (March, 1992). "Schiff Bazlar1" (imin) adi ile bilinen
azometin bilesikleridir (Sekil 2.1).

H
CHO C A R
N
i R-NH, —> H
H
o~ o~

Aldehit Amin Schiff Bazi
Sekil 2.1. Schiff bazi sentezi

Schiff bazlari; yapilari, esneklikleri ve ilave donér atomlara sahip olmalarindan
dolay1 6nemli bilesik tiirlerindendir. Koordinasyon o6zelliklerinin, yapilarindaki cesitlilik
ve siibstitliientlerinin konumlar1 araciligiyla degistirilebilir 6zellikte olmasindan dolay:
Schiff bazlarinin geg¢is metali kompleksleri yaygmn bir sekilde c¢alisiimaktadir. Bu
komplekslerin merkezindeki metal, aktif kisim olmasiyla katalizor olarak islev goriir ve
kimyasal reaksiyonlari basarili bir sekilde katalizleyebilmektedir. Bu yiizden Schiff
bazlariin gecis metalleriyle olan kompleksleri, sentezlerinin ucuz ve kolay olmasiyla
kimyasal ve termal kararliliklarindan dolayr cesitli organik yapilarin katalizinde
kullanilmaktadirlar (Abbo ve ark., 2005).

Inhibitdr gorevi de goren Schiff bazlarinin, benzen halkasinin {izerindeki fonksiyonel
gruplara 6zgii bir sekilde inhibisyon etkilerinin degistigi bulunmustur (Agrawal ve ark.,
2004). Bu inhibisyon etkisinin, Schiff bazlarinin sentezinde kullanilan aldehit ve
aminlerden kaynakli oldugu belirlenmis, molekiilde herhangi bir amin grubunun varliginda
inhibisyon etkinliginin arttig1 gézlemlenmistir (Desai ve ark., 1986).

Schiff bazlarmin, salisilaldehitin ¢ok disli ligandlar1 kullanilarak sentezlenen gegis
metalleri ile kararli ve kompleks bilesikler olusturmasindan faydalanilarak, iyona 6zgi
elektrotlarin yapiminda da kullanimi bulunmaktadir (Abbaspour ve ark., 2002). Schiff
bazlarinin antikanser aktivitesine sahip oldugunun bildirilmesinden sonra tip diinyasindaki

onemleri artarak kanserle miicadele etmede reaktif olarak kullanilmalar1 arastirilmaktadir



(Wenwu ve ark., 2000).

Schiff bazlarinin yapilarinda bulunan gruplardan elde edilen metal komplekslerinin
renkli maddeler olmasindan dolay1r bu bilesiklerin boya sanayiinde 6zellikle de tekstil
sektoriinde pigment madde olarak kullanimi1 bulunmaktadir (Zeishen ve ark., 1990). Bunun
yanisira polimer teknolojisi ile ilag sanayi basta olmak {izere tip ve daha bir¢cok alanda
Schiff bazlarindan yararlanilmakta ve bu bilesiklerin yenilerinin sentezlenmesi oldukca

onem kazanmaktadir (Digrak ve ark., 1997).

2.2. Benzotiyazoller

Benzotiyazoller, benzen ve tiyazol halkalarinin biraraya gelmesi ile olusan
heterosiklik ve aromatik bilesiklerdendir. Bu ozelliklerinden dolayr da genis biyolojik
aktiviteleri bulunmaktadir. Kapali formiilii C7HsNS olan benzotiyazol bilesiklerinin halka
sistemleri DNA’daki azotlu bazlarla benzerdir (Sekil 2.2). Bu yiizden bu bilesikler baz

analogu gibi davranarak herhangi bir mutasyon olusumuna sebep olabilirler.

S>
N
Sekil 2.2. Benzotiyazol bilesiginin yapisi

Benzotiyazoller, organizmada  bulunan  biyomolekiiller ile  kolaylikla
etkilesebilmesinden dolayr olduk¢a oOnemli halka sistemleridir. Benzotiyazol halka
sistemleri, antifungal ve antiviral birgok ilagta oldugu gibi fizyolojik o&zellikleri
bakimindan oldukga aktif bilesiklerin iskelet yapilarinda da bulunmaktadir (Kiigiikbay ve
Durmaz, 1997; Sato ve ark., 2000).

Hiicreler, metabolik faaliyetlerini gergeklestirebilmek icin halkasal yapili
heterosiklik yapidaki bu bilesiklere ihtiya¢ duyarlar. Kemoterapi, kanser hastaligi
tedavilerinde uygulanan ve kullanilan ilaca ait etki mekanizmasini anlasilir kildig1 igin
onemini korumaktadir. Kemoterapide kullanimi olan ilaglarin etken maddeleri
degerlendirildiginde, 6nemli biyolojik aktivitelerinden dolayr benzotiyazol tiirevlerininde

bu ilaglar arasinda yer aldig1 goriilmektedir (Sheng ve ark., 2007).



flag &nciil maddeleri, hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla sentetik olarak iiretilmekte
ve sentez asamasinda viicutta etkilemesi istenilen bolgenin hedef molekiiler yapisinin
(reseptdr, enzim vb.) veya mekanizmasmin molekiiler ozellikleri de goz Oniinde
bulundurularak ila¢ tasarimina ve etkisi arasindaki iliskiye (yapi-etki iliskisi) onem
verilmektedir. Tiyazol tiirevi bilesikler ilag Onciilii olarak arastirilmas: oldukca fazla

yapilan bilesiklerdir (Kayaalp, 2005; Tomi ve ark., 2015).

2.3. Deoksiriboniikleik Asit (DNA)

DNA molekiilii ilk olarak 19. yiizyilin sonunda A. F. Miescwer tarafindan
gozlemlenmistir (Portugal ve Cohen, 1977). 1953'te Watson ve Crick, DNA’nin yapisini
tanimlamak icin ¢alismalar yapmislardir. DNA niikleotid zincirlerinden olusan oldukga
biiyiik bir polimerdir. Igeriginde azotlu organik baz (niikleobaz), pentoz seker (2'-
deoksiriboz) ve fosfat grubu bulunmaktadir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. DNA’nin yapisini olusturan niikleotid

Watson ve Crick, 1950’lerde yaptiklar1 X-ray ¢alismalariyla DNA’nin bugiinkii 3
boyutlu seklini ortaya koymuslardir ve DNA’nin antiparalel iki zincirinin birbirlerine,
zincirde bulunan azotlu bazlar arasindaki hidrojen baglar1 sayesinde baglandiklarini

bildirmiglerdir (Sekil 2.4).



Seker-Fosfat

Nukleotid \‘>

Sekil 2.4. DNA' daki baglarin olusumu

DNA birbirlerindeki bazlarla bag kuran iki ayr1 iplikten meydana gelmektedir. Baz
giftleri ikili ve t¢lii hidrojen baglar1 ile birbirlerine baglanir. Piirin bazi A (adenin) ve
pirimidin bazi T (timin) arasinda ikili, pirimidin baz1 C (sitozin) ve piirin bazi G (guanin)
arasinda ii¢lii hidrojen bagi bulunmaktadir (Sekil 2.5.a,b). Bu etkilesim DNA’nin ¢ift
sarmall1 yapisindaki kararligi korumaktaki en 6nemli etkilesimlerdendir (Ponnuswamy ve

Gromiha, 1994).

Kiiciik Oluk

36 A

Biiyiik Oluk

(b)
Sekil 2.5. a. DNA sarmalinda olusan kiigiik ve biiyiik oluklar b. DNA’nin sarmal yapisi
(http://80.251.40.59/veterinary.ankara.edu.tr/fidanci/Ders_Notlari/Nukleik_Asitler.html)
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Fizyolojik sistemleri veya patolojik durumlar1 diizeltmek ve incelemek amaciyla
kullanilan veya kullanilmas: 6nerilen bir¢ok ilacin hedef molekiilii DNA’dir. Tim
organizmalar yasadiklar1 ¢evreden kaynaklanan hasarlara karsi hiicrelerin korunmasi igin
DNA onarim mekanizmasina sahiptir. DNA onarim mekanizmalarinin islemleri sirasinda
herhangi bir anormallik olustugu takdirde kanser hastaligi ortaya g¢ikabilme olasiligi
yiikselmektedir (Alberts ve ark., 2002).

2.4. Mutasyonlar

Bir canlinin genomunda (DNA ve RNA dizilimlerinde) meydana gelen kalici
degisimler mutasyon olarak adlandirilmaktadir. Mutasyonu olusturan organizmalar ise
mutant olarak isimlendirilirler. Mutasyonlar hem somatik hiicrelerde hem de germ
hiicrelerinde meydana gelebilir. Mutasyonlar olusum sekilleri bakimindan iki grupta

incelenir. Bunlar gen mutasyonlar1 ve kromozom mutasyonlaridir.

2.4.1. Gen Mutasyonlari

Gen igerisindeki bir bolgede bir veya birden fazla niikleotidin ilavesi veya eksilmesi
ile ya da herhangi bir niikleotid baska bir niikleotid ile yer degistirdiginde ortaya
cikmaktadir (Kimko ve ark., 1999). Baz degisimi ve ¢erceve kaymasi mutasyonlari olarak

ikiye ayrilmaktadir.

2.4.1.1. Baz Degisimi Mutasyonu

DNA’daki bir baz baska bir baz ile yer degistirdiginde olusan ve transisyon ile
transversiyon olarak ikiye ayrilan mutasyondur (Sekil 2.6).

Transisyonda, piirin bazlarinin piirin bazlar ile yer degistirmesiyle veya pirimidin
bazlarinin pirimidin bazlar1 arasindaki yer degisiklikleri mutasyonu meydana getirir.

Transversiyon tipi mutasyonda ise, piirin-pirimidin bazlar1 arasindaki yer degisikligi

ile baz degisimi mutasyonu s6z konusu olur.
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Sekil 2.6. Baz degisimi mutasyonlari

2.4.1.2. Cerceve Kaymasi1 Mutasyonu

DNA dizisindeki bir niikleotidin fazla ya da eksik olmasi, DNA’da olusan igcli
kodun degismesine sebep olur. Olusan bu degisime g¢er¢eve kaymasi mutasyonu denir
(Sekil 2.7). Insersiyon ve delesyon tipi mutasyonlar olarak gdzlenmektedir.

DNA dizisine ekstra bir veya daha fazla niikleotid eklenirse insersiyon tipi mutasyon
olugsmaktadir. DNA’daki bazlarin DNA zincirinden uzaklasmasiyla; baz ve deoksiriboz
sekeri arasindaki bag engellenir ve bu engelleme ile bazlarin zincirle olan baglantis1 da
kopmaktadir. Baglantinin koptugu bu bolgeye de abazik bolge adi verilir. Olusan bu abazik
bolgeye dANTP havuzunda bulunan bazlardan uygun olan1 gelerek hasar onarimi
gerceklesmektedir. Ancak onarilmadiginda hasarin kalic1 olmasi ile 0 noktada delesyon tipi

mutasyon meydana gelmektedir.



Bir amino asit dizisi icin orjinal DNA kodu

DNA~CATTCACACGTACTCATGCTAT
bazlan
-- His H Ser H His H Val H Leu H Met H Leu |-

T
Amino
asit

| 1 1 | 1 I I | | 1 | 1 I | 1

CATTCACACGTACTCATGCTAT

c

Cerceve kaymasi mutasyonu sonucu olusan amino asit dizisi

Sekil 2.7. Cerceve kaymas1 mutasyonu
(https://fromthelabs.bcm.edu/2015/05/15/frame-shift-defines-molecular-diagnosis-in-
rare-disease/)

2.4.2. Kromozom Mutasyonlari

2.4.2.1. Kromozomlarda Say1 Degisimleri

Kromozomlarin boliinme esnasinda ayrilmayarak, bir veya birden fazla haploid ya da
diploid kromozom takiminin ilavesi ya da kaybolmasi ile kromozom sayisi bakimindan
farkliliklarin ortaya ¢ikmasiyla olusan mutasyonlardir. Bu mutasyon ¢esidi de Andploidi

(Aneuploidi) ve Oploidi (Euploidi) olarak iki gruba ayrilmaktadir.

Anoploidi (Aneuploidi); diploid bir organizmada bulunan kromozom ciftlerinden
birinin veya daha fazlasinin sayisindaki degisim ile meydana gelen mutasyon c¢esididir.

Bu mutasyon tipide kendi i¢inde 4’e ayrilir. Bunlar; organizmanin diploit kromozom
takimindaki 1 kromozomun eksikligi ile ortaya ¢ikan ve 2n-1 seklinde ifade edilen
Monosomi, kromozomlardan birinin iki kopya yerine ii¢ kopya olarak bulunarak 2n+1
seklinde ifade edilmesiyle mutasyona sebep olan Trizomi, diploit kromozom takiminin
disinda fazladan bir kromozomun kendi homolog kromozomu ile birlikte bulundugu
durumda ortaya ¢ikan 2n+2 seklinde gosterilen Tetrasomi ve kromozom takiminda
homologu ile birlikte bir kromozomun eksikligi ile meydana gelen 2n-2 olarak ifade edilen
Nullisomidir.

Oploidi (Euploidi); organizmadaki kromozom sayisinin takimlar halinde degisimidir.

Monoploidi ve Poliploidi olarak ikiye ayrilir.
Tek bir kromozom setinin varligit Monoploidi (n) olarak, en az ii¢ ve daha fazla
kromozom gruplarinin (3n, 4n, 5n gibi) varliginda ortaya c¢ikan Poliploidi olarak

adlandirilmaktadir.



2.4.2.2. Kromozomlarda Yapi Degisimleri

Genetik materyalde herhangi bir yer degistirme veya kayip s6z konusu oldugunda
bunun sonucunda olusan bir veya birden fazla kromozom kiriklariyla meydana gelen
mutasyondur. Kromozom yapisinda olusan bu degisiklikler 4 sekilde a¢iklanmaktadir.

Delesyon; kromozomun bir pargasinin kopmasi ve kaybolmasi,

Inversiyon; kromozomdan kopan parcanin 180°’lik ag1yla dénerek ayni kromozoma
tekrar baglanmasi,

Duplikasyon: kromozomda bulunan bir segmentin tekrarlanmasi,

Translokasyon: homolog olmayan kromozomlar arasindaki segmentlerin yer
degistirmesi olarak adlandirilmaktadir.

Mutasyon genetik materyallerin dogrudan etkilenmesiyle ortaya ¢ikar. Kanser ise
karmasik ve ¢ok basamakli biyolojik olaylarin sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Bagci,
1985). Mutasyonlarin birikimi viicutta yaslanmaya ve hiicre zedelenmesi kaynakli gesitli
rahatsizliklar ile ¢ogu kanser tiirlerinin gelisiminde de oldukga etkilidir (Migliore ve
Coppede, 2002). Giiniimiizde teknoloji ilerlemis olmasia ragmen kanser hastaligi halen
yaygin bir hastalik olarak gériilmekte ve hastaligin ortadan kaldirilamamasi kansere sebep
olan maddelerin aragtirilmasinin gerekliligini ortaya koymaktadir.

DNA’nin ilag 1ile etkilesimlerinin c¢alisilmasinin nedeni sadece c¢alisma
mekanizmasinin anlasilmasi i¢in gerekli degildir. Yeni ilaglarin gelistirilebilmesi i¢inde bu

mekanizmalar1 anlamak ¢ok onemlidir.

2.5. DNA Kesme

DNA kesme prosesleri, tiim canlilar i¢in 6nem tasiyan enzimatik reaksiyonlardandir.
Niikleazlar, DNA veya RNA'nin niikleotit alt birimleri arasindaki fosfat diester baglarini
parcalayabilen enzimler olarak tanimlanabilir (Sigman, 1986). Ayni zamanda kimyasal
veya yapay bir niikleaz, oksidatif veya hidrolitik mekanizma yoluyla DNA veya RNA'y1
geri dondiiriilemeyecek sekilde parcalayan bir redoks-aktif organik molekiil veya metal
bilesigidir. Saglikli organizmalardaki oksidatif strese verilen hiicresel tepki, hasar goren
niikleotidlerin ¢ikarilmast ve orijinal DNA sarmalinin restorasyonu, hiicre dongiisiiniin
durmas1 ve apoptoz olmak tizere 3 sekilde gerceklesir. DNA kimyasal niikleazlarin
substratt oldugundan, bu bilesikler, 6zellikle DNA'ya zarar verir ve sonunda hiicre
Olimdiine yol acar. Bu niikleazlar geri doniisiimsiiz ve kanser hiicresine spesifik oldugunda

giiclii bir kanser onleyici madde olabilirler (Sigman, 1986).
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DNA kesmenin baglamasi i¢in gerekli olan ii¢ ana yol su sekilde adlandirilabilir;

(a) niikleobazlarin oksitlenmesi (Burrows ve Miiller, 1998), (b) fosfat gruplarinin hidrolizi
(Sreedhara ve ark., 2000) ve (c) deoksiriboz biriminin oksidasyonu (Pogozelski ve Tullius,
1998).

Niikleobazlarin oksidasyonu DNA’nin kesilmesine dogrudan etki eder. Bazen de
DNA’y1 kesmek igin; 1s1 kullanimi, baz eklenmesi veya enzim muamelesine ihtiyag
duyulur (Burrows, 1998). Fosfat diester gruplarinin hidrolizide DNA’nin Kkesilmesine
neden olur. Ciinkii fosfat diesterleri oldukga kararli fonksiyonel gruplardir (Westheimer,
1987). Bununla birlikte, bazi enzimler ve bazi sentetik model bilesiklerin DNA'y1 bu tip
hidrolitik yolla pargalayabilecegi bilinmektedir (Sreedhara ve ark., 2000). Deoksiriboz
initesinin oksidasyonu dogrudan DNA kirilmalarina neden olabilir. DNA kesme islemleri,

oksidatif ve hidrolitik olmak iizere iki ana yol ile olusabilir.

2.5.1. Oksidatif Kesme

Foto niikleazlar, bir niikleik asit iireten zincir boliinmesi ile bir foton araciligi ile
uyarilan ve reaksiyona giren bilesiklerdir. Foto-niikleaz ajanlari, nihai olarak niikleik asitin
boliinmesini {ireten bir dizi kimyasal reaksiyon baslatabilen bilesiklerdir. Genellikle DNA
kesme islemleri oksidatiftir (bazilar1 anaerobik kosullarda gergeklesir) ve modiile
edilebilir. Metal kaynakli premutajenik DNA lezyonlari, tek veya ¢ift zincir kiriklari, seker
halkalarinin veya bazlarin oksidatif bozunumuna neden olabilir. Bu kopmalar, ara zincir
hasarlari, DNA c¢apraz baglarindaki hasarlar veya metallerin proteinlerle kompleks
olusturmasindan kaynaklanabilir. DNA'da oksidatif kesme meydana gelirse, bir
deoksiriboz hidrojeninin soyutlanmasindan bahsedilir (Pitie ve ark., 2000; Mazzer ve ark.,
2007).

2.5.2. Hidrolitik Kesme

Fosfodiester baginin hidrolizi, DNA onarimi, eksizyon, transkripsiyon, integrasyon,
metabolizma ve sinyal iletimini igeren en temel hiicresel fonksiyonda kritik 6neme sahiptir
(Liu ve ark., 2004). DNA'daki tipik bir fosfodiester baginin 25 °C'deki yarilanma
Omriiniin, onlarca ile yiizlerce milyar yil civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Bununla
birlikte, fosfodiester dogal metal aracili enzimler tarafindan hidrolizi birka¢ saniye i¢inde
gerceklestirilir. Sonug olarak, DNA'y1 etkili bir sekilde hidrolize etmek i¢in bu gibi reaktif
katalizorlerin gelistirilmesi gereklidir. DNA hidrolizinde ana engel, DNA omurgasinda

niikleofillerin saldirisin1 engelleyen biiyiik negatif yiiktiir ve bu nedenle yiikle nétrlestirme,
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dogal niikleaz molekiilleri tarafindan kullanilan birka¢ mekanizmadan biridir. Bununla
birlikte molekiiler biyoloji, biyoteknoloji ve tipta kiigiik metal iyon komplekslerinin
aracilik ettigi DNA'min hidrolitik olarak kesilmesi onem kazanmaktadir (Tan ve ark.,
2009).

Bu nedenle, hidrolitik kosullar altinda DNA'y1r kesmek icin uygun metal
kompleksleri tasarlamak biiyilk onem tasimaktadir. Metal kompleksleri DNA'nin
hidrolitik olarak kesilmesinde, ne katki maddeleri ne de niikleozidleri baglayan
fosfodiester baglarin1 hedefleyen bir mekanik yol izinden sonra foto-kaynakli 1sinlama
gerektirmez. Bu, molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji alanlarinda kullanimlarini
kolaylastirir. Sentetik hidrolazlar olarak kullanilan g¢esitli gecis metali kompleksleri
arasinda bakir (II) ve ¢inko (II) kompleksleri, bu metal iyonlarinin giiclii Lewis asidi
ozelliklerinden dolayt DNA'nin hidrolizi i¢in daha uygundur. Yapay niikleazlar olarak
gelistirilen polipiridaminden tiiretilen ligandlar1 igeren geg¢is metal komplekslerinin bir
redoks ajaninin yoklugunda veya varliginda ¢ok yonlii DNA kesme ozellikleri sergiledigi

bildirilmistir (Li ve ark., 2005).

2.6. DNA Baglanma
DNA baglanma modlar1 terapotik uygulamalar i¢in yeni bir arastirma alani saglar.
DNA baglayici ajanlar arasindaki etkilesimler su sekilde siniflandirilabilir (Zou ve ark.,
2001).
¢ Kovalent baglanma,
e Kovalent olmayan baglanma;
e Interkalatif etkilesim,
e Elektrostatik etkilesim,

¢ Oluga baglanma.

2.6.1. Kovalent Baglanma

Bu baglanma sekli DNA’daki bazlar ve ila¢ olarak kullanimi olacagi diisiiniilen
maddelerin bazlarinda bulunan azot atomlar1 arasinda meydana gelir. Kovalent olarak
DNA’ya baglanan ilaglar alkilleyici ajanlar olarak da adlandirilir. DNA ve ilacin
birbirlerine kovalent olarak baglanmalar1 geri doniistiiriilemez bir siirectir. Bu siireg DNA

proseslerinin kalict olarak inhibe olmasina neden olarak hiicrenin dliimiiyle sonuglanir.
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Kovalent baglanan ilaglarin 6nemli bir avantajlar1 da yiiksek baglanma giiciine sahip
olmalaridir (Liu ve ark., 2011).

2.6.2. Kovalent Olmayan Baglanma

Bu baglanma sekli geri dondiiriilebilir ve kovalent baglanma seklinde olan sitotoksik
etkiye gore, bu baglanma da sitotoksik etki daha diisiiktiir. flaclarin metabolizmalar1 ve
doza bagh olarak toksik yan etkileri géz oniinde bulunduruldugunda non-kovalent
baglanma sekli, ilag ve DNA etki ¢aligmalarinda tercih edilen bir baglanma seklidir.
Kovalent olmayan baglanma ile DNA’yla etkilesime giren maddeler DNA’nin
konformasyonunda ve DNA sarmalinin geriliminde degisiklige sebep olabilir. Bu olaylar
sonucunda da gen anlatimi 6nemli 6lgiide etkilenebilir (Silvestri ve Brodbelt, 2012).

Molekiillerin DNA’ya non-kovalent bir sekilde baglanmalar ii¢c sekilde gerceklesir.
Bunlar interkalasyon yoluyla baglanma, elektrostatik etkilesimler ve oluga baglanmadir
(Sekil 2.8).

Interkalator

Biiyiik oluk baglayici
Biiyiik Oluk
Elektrostatik
baglanma
Kiiciik oluk baglayici
Kiiciik Oluk

Bis-interkalator

Sekil 2.8. DNA'daki farkli baglanma sekillerinin sematik gosterimi (Jayaseelan, 2011)
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2.6.2.1. Interkalasyon Yoluyla Baglanma

1960’larin  baslarinda Lerman, diizlemsel aromatik katyonlarla DNA’nin
etkilesimleri lizerine bir takim c¢alismalara imza atmistir. Diizlemsel aromatik molekiillerin
DNA’ya dik bir sekilde yerleserek kovalent baglar olusturmadan baglanabilecegini
aciklamistir. Bu da, interkalasyon yoluyla baglanma olarak adlandirilir (Wang, 1992;
Martinez ve Chacon-Garcia, 2005).

Interkalasyon yoluyla baglanma siirecinde, aromatik bir bilesigin bazlar aras1 bosluga
uygun hale gelmesi icin seker—fosfat baglarina ait egilme acilarinda degisiklikler meydana
gelir. DNA omurgasindaki bu egilim baglarin rotasyonunun bir sonucu olarak interkalasyon
bolgesinin olusumu, interkalasyon bolgesindeki helikal donmenin azalmasi ve ¢ift sarmalin
uzamast ile baz giftlerinin ayrilmasina neden olur (Brana ve ark., 2001). Interkalasyonun
olabilmesi i¢in genellikle molekiil ve DNA'nin aromatik heterosiklik bazlar1 arasinda n-nt
etkilesimi olmas1 gerekir (Sirajuddin ve ark., 2013). Bu tiir baglayici reaktifler i¢inde
etidyum en iyi 6rneklerden biridir (Sekil 2.9).

interkalasyon

Sekil 2.9. Etidyumun interkalasyon ile baz ¢iftleri arasina baglanmasi (Jayaseelan, 2011)

2.6.2.2. Elektrostatik Etkilesimler
Pozitif yiiklii metal iyonlar1 yliksek elektron yogunlugu veya DNA’nin negatif yiikli
kalintilar1 olarak karakterize edilmis bolgeleri ile dogrudan ya da dolayli olarak etkilesirler.

Baskin metal baglanma modu guaninin N7 ve O6 ve adeninin N7 ve N1 ve de
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pirimidinlerin N3 atomlari iizerinden gergeklesir. Metal iyonlar1 ya kismi dehidratize ya da
tamamen hidratize olarak DNA’ya sikica baglanabilirler ve bu baglanma dogrudan ya da
dolayli olabilir. Metal iyonlar1 viicutta ya bagli ya da serbest halde bulunurlar. Gegis
metalleri genellikle bazlarla dogrudan etkilesirken fosfat gruplarina dolayli olarak baglanir.
Gecis metallerinin ¢ogu, piirin bazlarinin N7 ile veya pirimidin bazlarinin N3 atomu ile
kimyasal olarak reaksiyona girerler ve c¢ift sarmali bozarlar. Ge¢is metallerinin G-C
bolgelerine baglanmalari, H2O2 kaynakli oksidasyonun sebep oldugu radikal olusumu
tizerinden DNA’da hasara sebep olur (Anastassopoulou, 2003). Sekil 2.10’da DNA’ya

elektrostatik olarak baglanma 6rnegi verilmistir.
/ /: ;

‘f& #

Co o [Ru(bpy))2*

Sekil 2.10. DNA’ya Elektrostatik olarak baglanma (Sirajuddin ve ark., 2013).

2.6.2.3. Oluklara Baglanma

Oluk baglayicilar genel olarak AT (adenin, timin) segiciligi gosteren molekiiller
olarak siniflandirilirlar. Proteinler birincil olarak biiyiik oluk etkilesimlerini tercih ederler.
Bir diger etkilesim sekli ise kiigiik oluk baglayicilar ile DNA arasinda gergeklesir. Kiiciik
oluk baglayict maddeler genellikle DNA’nin oluk kismimi tamamlayan bir molekiil
yapisindadirlar. DNA’daki kii¢iik oluk baglayicisi i¢in antropotik netropsin iyi bilinen bir
ornektir. Ayni sekilde distamisin A, CC-1065 ve Hoechst 33258°de kii¢lik oluga baglanan
bilesiklerdendir (Palchaudhuri ve Hergenrother, 2007). Bu bilesikler antibakteriyel,
antifungal ve antiviral 6zelliktedirler. Bu bilesiklerin biyolojik etkisi transkripsiyon ve
replikasyonu engellemeleri olarak bilinmektedir.

Hoechst 33258 ve 33342 adiyla bilinen benzimidazol grubu iceren bilesikler en ¢ok
calisitlan DNA baglayici bilesiklerdendir (Sekil 2.11) (David-Cordonnier ve ark., 2007).
Interkalasyon yoluyla DNA’ya baglanan yapilar DNA yapisinda degisikliklere neden
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olurken oluk baglayicilar DNA’ya 6zgii yapida belirgin bir degisime neden olmazlar
(Blacburn ve Gait, 1996).

Hoechst
33258

'’ ]

Sekil 2.11. DNA’nin kiigiik oluguna baglanmis Hoechst 33258

(http://www.wikiwand.com/en/Hoechst_stain)

2.7. Schiff Bazlarinin DNA ile Etkilesimlerinin Belirlenmesinde Kullanilan
Yontemler

2.7.1. Agaroz Jel Elektroforez Yontemi

Bu yontemde DNA’nin tanimlanabilmesi, sahip oldugu formun saptanmasi,
buyiikligi ve DNA yapisinda meydana gelen degisikliklerden kaynakli form
degisimlerinin gézlemlenmesi esas alinir. Yapay niikleik asit pargalanma ajanlari igin ii¢
tip kesme mekanizmasi vardir. Bunlar serbest radikal olusumu, fosfodiester bag hidrolizi
ve eliminasyon mekanizmasidir. Bu mekanizmalara 6zel 3 tip de bdlinme ajani
bulunmaktadir. Bunlar; serbest radikal olusturan ajanlar, hidrolitik kesme ajanlar1 ve
eliminasyon mekanizmasina 6zgii ajanlardir (Pogozelski ve Tullius, 1998).

Serbest radikal olusturan ajanlar, niikleik asit {izerinde bulunan riboz, deoksiriboz
veya bazlara saldirabilecek ozelliklere sahip ajanlardir. Bu ajanlar reaksiyon sisteminde
serbest radikaller olusturarak ortamdaki hidrojen atomlarii uzaklastirir ve bazlarin

oksitlenmesine sebep olarak niikleik asit zincirlerini pargalarlar (Molenveld ve ark., 2000).
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Hidrolitik olarak kesme ajanlari da niikleik asitleri fosfodiester bag hidrolizi
mekanizmasiyla pargalayan ajanlardir. Fosfor atomuna saldirabilmesi igin bir niikleofil
saglar ve niikleofilik yer degistirme reaksiyonunun gerceklesmesi sayesinde DNA
kesilmesine neden olabilir (Pogozelski ve Tullius, 1998).

Eliminasyon mekanizmasi ajanlarmin ise, triptofanil tortusunun, stoklama
etkilesimlerinin de yardimiyla bazlar ortamdan uzaklastirildiktan sonra bos kalan alani
dolduracag diistiniilmektedir (Molenveld ve ark., 2000).

Agaroz jel elektroforez yontemi kullanilarak yapilan ilag-DNA etkilesimleri
calismalarinda genellikle pPBR322 plazmid DNA’s1 kullanilir (Sekil 2.12). Bu plazmid
DNA, ¢ift sarmall1 halkasal formda ve 4361 bp uzunlugundadir.

Bsulsl 23
T 1Hindlll 29
coRl, Xapl 4359 ' Eco32l 185
BamHIl 375
Aatll 4284]] ' / Niel 229
Sspl 4163, l\ | ! / Tstl 389

Scal 3844 /SgrAI 409 Pael 562

Xagl 622

Pvul 3733
Sall 651
Pstl 3607 Boxl 712
Vspl 3537
Eco31l 3433 .Eco52l 939
o — BspG8l 972
Eam11051 3361___, ~ Buel 1063

Kpn2l 1664

Sapl 2350/ / ;".l' N\ \Puunt 2064 Bael 1005
Ndel 2205/ || '\‘.Pfol 2117
Bst11071 2244/ | \Espal 2122
BsaAl 22251I Psyl 2217

Sekil 2.12. pBR322 plazmid DNA (http://www.bioxtal.com/mappbr.php)

Plazmid DNA siiper sarmal yapidadir. DNA’nin bu formuna Form I, ¢ift sarmalin bir
iplik¢iginde kirik olusursa Form Il, sarmalda iki veya ikiden fazla sayida kirik olusur ise
linear form olarak adlandirilan Form IIT olusur (Sekil 2.13. b). DNA jel elektroforezde
yiiriitiildiikten sonra UV 15181 altinda goriintiilleme yapilirken Form I’in diger formlara gore
daha hizli ilerledigi goriiliir. Bunun nedeni Form I’in yiik yogunlugunun diger iki formun
yik yogunlugundan fazla, hacminin ise diisiik olmasi ile agiklanabilir. Form | ve Form

[II’e oranla yogunlugu daha diisiik olan Form II jelde daha yavas ilerler. Form Il ile Form |
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arasinda Form Il1’{in ilerledigi gozlenir (Sekil 2.13. a).

Fom n 'L : ‘-:" ¢ X 1;',.’
Form III Y ;8 3
Form I b Qg™
Stiper sarmal Aqilmis dairesel Dogrusal
(Form1) (Form II) (Form III)
a b

Sekil 2.13. a. Jel elektroforezinde plazmid DNA’nin {i¢ formunun goriiniimii b. Plazmid
DNA’nin ii¢ formu

2.7.2. UV-Vis Absorpsiyon Yontemi

DNA ve ilag etkilesimlerinin belirlenmesi amaciyla yaygin bir sekilde kullanilan
UV-Vis absorpsiyon yonteminde DNA’nin sahip oldugu m-elektron sistemleri ile ilacin
sahip oldugu elektron sistemlerinin birbirleri ile etkileserek DNA’nin ve ilacin UV-Vis
absorbansindaki meydana gelen degisiklikler belirlenir (Raman ve ark., 2014).

Ilag oldugu diisiiniilen bilesik miktarinin sabit bir oranda tutularak iizerine diizenli
bir sekilde artan miktarda DNA eklenmesiyle her bir DNA ekleme isleminden sonra 6l¢iim
alinir. Olgiimler alindiktan sonra ilaca ait spektrumdaki absorbans ve dalga boyundaki
degisimler kaydedilerek DNA ve ilag arasindaki etkilesim tiirii hakkinda bilgi sahibi olunur
(Raman ve ark., 2014).

DNA-ilag etkilesiminde eger absorbsiyonda herhangi bir artma goézlemlenirse
baglanmanin elektrostatik etkilesim aracilifiyla oldugu sdylenir ve bu etkilesim seklinde
absorbansin artmasi durumu hiperkromik etki olarak da adlandirilir. Ancak absorbsiyon
siddetinde azalma gozlemleniyor ise baglanmanin interkalasyon yoluyla oldugu bu
etkilesim seklinin de hipokromik etki oldugu sdylenir. DNA ve ila¢ arasindaki etkilesimde
diisiik dalga boyuna dogru kayma goézlemlenir ise buna hipsokromik kayma (maviye
kayma) eger daha yiiksek dalga boyuna kayma gozlemleniyorsa batokromik kayma
(kirmiziya kayma) adi verilir (Zou ve ark., 2001) (Sekil 2.14).

18



Absorbans

A Hiperkromik

[\

Hipsokromik Batokromik

200 nm 600 nm

Hipokromik

Sekil 2.14. UV-Vis absorpsiyon titrasyonunda dalga boylarindaki kaymalar

2.8. Antimikrobiyal Aktivite

Bakterilerin veya mayalarin yol actig1 bulasict hastaliklarin tedavisi, 6nemli ve zorlu
bir halk saghigi sorunu olmaya devam etmektedir (Jones ve ark., 2008). Bu tiir
enfeksiyonlar genellikle bagisikligi azalmis, neoplastik bozukluklart olan ve organ
transplantasyonu gerceklesmis hastalar1 etkiler (Nathan, 2004). Bunun baslica nedeni,
medikal teknolojideki ilerlemelerin yavashigi ve insan immiin yetmezlik virisi
pandemisinden dolay1 bagisikligr baskilanmis konak sayisinin artmasidir (Wills ve ark.,
2000). Ustelik, ortak patojenler ve intrinsik birincil dirence sahip yeni patojen tiirleri,
mevcut antimikrobiyal ajanlara kars1 hizla sekonder direng gelistirmektedir (White ve ark.,
1998).

Hastalarda goriilebilen enfeksiyonlar1 dnlemek veya tedavi etmek i¢in kullanilan
antibiyotikler milyonlarca insanin hayatin1 kurtarmig veya Omriinii uzatmaya yardimci
olmustur. Antibiyotikler duyarli bakterileri oldiiriir veya bastirir. Bununla birlikte bu
baskilanma, bakterilerin antibiyotige kars1 direng gelistirmesine ve dolayisiyla antibiyotige
direncli bakterilerin gelismesine izin verir. Ortaya ¢ikan antibiyotige direngli
mikroorganizmalarin neden oldugu bulasict hastaliklar ciddi bir sorundur ve diinya
toplumuna ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Genel olarak hem Gram pozitif hem de Gram
negatif bakteri suslar1 6nemli bir saglik problemi olusturmaktadir. Mevcut antimikrobiyal
ajanlar i¢in mikroorganizmalarin artan direnci, yontemleri belirlemek, ortaya ¢ikan

enfeksiyonlarla miicadele etmek, biiyiimelerini engellemek ve mikroorganizmalari
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oldiirmek i¢in yeni aragtirma alanlarinin ortaya ¢ikmasini gerektirmektedir (Lemire ve ark.,
2013). Kimyasal maddelerin, mikroorganizmalar tiizerindeki oldiiriicii ve tremelerini
durdurucu etkileri dolayisiyla bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmalar1 oldukga eskiye
dayanmaktadir (Y1lmaz, 2003).

Schiff bazlarinin, antimikrobiyal aktivitelerinin oldugu arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir (Amin ve ark., 2010; Kumar ve ark., 2016). Bu ¢alismalardan elde edilen
bilgilere gére mikroorganizmalarin duyarliliklarinin belirlenmesinde, sik¢a kullanilan 2
yontem vardir.

¢ Disk Difiizyon Teknigi: Uygulanmasinin kolaylig1 ve maliyetinin az olmasinin yani
stra, bir petri kabinda birden fazla antibiyotige karst mikroorganizmalarin duyarliligini
belirleyerek, etkili ilacin saptanmasi esasina dayanan yontemdir. Bu yiizden en fazla tercih
edilen tekniklerden biridir.

e Tiip Diliisyon Teknigi: Bu teknik antimikrobiyal ilaglarin MiK (minimal inhibisyon
konsantrasyonunu) ve MLK (minimal letal konsantrasyon) degerlerini belirlemek igin
stkca  kullamlir. MIK  ydnteminde  mikroplaklardaki  besiyeri  icerisinde
mikroorganizmalarin, antibakteriyel ve antifungal ajanlarin seri diliisyonlar: ile muamele
edilmesi s6z konusudur. Bu yontemde, antimikrobiyal ajanlarin seri dillisyonlarinin
bulundugu mikroplaklardaki tiremenin varligi bulanikligin olusmasi ile belirlenir (Reller ve
ark., 2009).

2.9. Mutajenik ve Antimutajenik Aktivite

2.9.1. Mutajenik Aktivite

Organizmalarin hiicresel bilgi yonetim merkezlerinin (DNA veya RNA) molekiiler
yapilarinda meydana gelen degisiklerle organizmanin mutasyona ugramasina sebep olan
fiziksel veya kimyasal etmenler mutajen olarak adlandirilmaktadir. Mutajen oldugu
diisiiniilen bir¢ok maddenin kansere neden olabilecegi yapilan ¢alismalarla kanitlansa da
her mutajen karsinojen Ozellige sahip olmayabilir. Karsinojenitenin mutajenite ile
iligkisinin  fazla olmasindan dolayr karsinojen oldugu diislinilen maddelerin
belirlenmesinde mutajenite esas alinmaktadir (Singer ve Grunberger, 2012).

Mutajenlerin etki mekanizmalarinin tam olarak aydinlatilmasi ile birlikte belirli
cevresel mutajenlerin canlilar iizerinde kansere sebep olabilecegi siiphesi ortaya
cikarilmistir. Kimyasal maddelerin canlilar iizerindeki etkinliklerinin aragtirilabilmesi i¢in
cesitli test sistemleri gelistirilmistir. Gelistirilen bu sistemler giivenli test sistemleridir. Bu

giivenligi saglayan basamaklar; kromozomlarda olusan hatalarin belirlenmesi, revertant
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mutasyon calismalar1 ve genotoksisite ¢alismalarinin in vivo olarak gergeklestirilmesidir

(Czyz ve ark., 2002).

2.9.2. Antimutajenik Aktivite

Mutajenik maddelerin etkilerini ya da bu maddelerin DNA ile olan etkilesimlerini
engelleyen maddeler antimutajen olarak adlandirilmaktadir. Antimutajen bir madde,
promutajen olarak adlandirilan bir bilesenin mutajene doniistimiinii engelleyerek, mutajeni
inaktif hale getirebilir veya mutajenin DNA ile olan etkilesimini 6nleyebilmektedir. Bu
ozellikteki maddelere desmutajenler ismi verilir (Samejima ve ark., 1995).

Mutajenler, desmutajenler araciligiyla tamamen veya kismen inaktif hale getirilir

(Bhattacharya, 2011). Sekil 2.15°de antimutajen etki mekanizmalar1 sematik olarak

gosterilmistir.
o \
H,O0, ‘OH

o Promutajen

) Mutajen

_# Tamir sistemi

.
7 x Mutasyon

Sekil. 2.15. Antimutajen etki mekanizmalar1 (Stoczynska ve ark., 2014)

Ozellikle mutasyon kaynakli kanser vakalarinin artisi ile antikarsinojen ve
antimutajen maddelerin arastirilmasi artmistir. Mutajen olan her ajan kanser hastaligina
neden olmasa da, mutajenite ve karsinojenite arasindaki iliskiden dolayr mutasyonu
belirlemek ve onarimini yapmak kanser hastaliginin arastirilmasinda oncii ¢alismalar

arasimna girmektedir. Her ne kadar mutajen ve kanserojen etkenlerin ortamdan tamamen
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uzaklastirilmas1 zor olsada antimutajenik ajanlarin yenilerinin sentezlenmesi ve

tanimlanmasi arastirmacilar tarafindan sikca galisilmaktadir (De Flora ve Ramel, 1988).

2.10. Ames Testi

Ames testi, Salmonella typhimurium bakterisine ait LT2 atasal susunun in vitro
mutasyonlar sonucunda olusan ve iireme ortaminda gelisemeyen hiicre ya da hiicre hatlar
olarak bilinen mutantlarinin kullanildig1 bir test sistemidir (Ames ve ark., 1973).

Bu mutant suslar ¢ogalmalari i¢in gerekli olan histidin aminoasidini sentezleyemez
ve bulunduklar1 ortamda histidin olmadigi siirece gelismeleri ve koloni olusturma
yetenekleri yetersiz kalmaktadir. Bu testteki amag¢ da histidin sentezleme yeteneklerini
kaybetmis olan Salmonella suslarinin, disaridan herhangi bir kimyasal ajan araciligiyla
ikinci bir mutasyon olusturularak histidin aminoasitini sentezleyebilme ve iireyebilme
yeteneklerini geri kazanmalarim1 saglamaktir. Salmonella/mikrozom testi olarak da bilinen
Ames testi, ilag hammaddesi olabilecegi diisiiniilen ve sentezlenen bilesiklerin karsinojen,
mutajen ve toksik etkilerinin olup olmadigimni belirlemek amaciyla bakteriyel mutasyon
testleri igerisindeki o6zelliklerinin ayrintili bir sekilde aydinlatilmis olmasi, uygulanmasinin
pratik olmasindan dolay:1 arastiricilarin en ¢ok tercih ettikleri test sistemidir (Maron ve Ames,
1983; Mortelmans ve Zeiger, 2000). Bu test sisteminde kullanilan gesitli mutant suslar ve
genetik ozellikleri Cizelge 2.1’de verilmistir. Genellikle Ames test sisteminde bakteriyel
mutajenlerin biiyiilk ¢cogunlugunun belirlenmesinde 6nemli rol oynadiklar1 kabul géren
TA98 ve TA100 mutant suslar1 kullanilmaktadir (Gatehouse ve ark., 1990).

Test suslarinda bagska mutasyonlar da olusturulmasiyla gesitli kimyasallara karsi
hassasiyetlerinin arttirilmasi amacglanmistir (Mortelmans ve Zeiger, 2000). Biitiin suslar,
hiicre duvarlarinda bulunan lipopolisakkarit tabakanin yapimindan sorumlu olan
genlerinde bir mutasyon (rfa) tasimaktadirlar. Bu yilizden hiicre duvarlar1 hasarhidir. Rfa
mutasyonuna sahip Dbakteriler biiyiikk molekiillere karst duyarlidirlar. Bakteri
duyarliligindan kaynakli normalde hiicre duvarindan gegemeyecek kadar biiylik molekiiller
hiicreye girerek bakterinin 6lmesine neden olmaktadir.

Baz1 kimyasallarin, metabolik aktiviteler sonucunda mutajenik 6zellik kazanmalari
s0z konusudur. Ames testinde kullanilan mutant suslarin, memelilerdeki enzim sistemine
sahip olmadiklar1 bilinmektedir. Bu ylizden test edilen maddenin memelilerdeki
metabolizmasini taklit etmek amaciyla, sitokrom P-450 enzim sistemi ile beraber gesitli
metabolik enzimlerin karigtirilmasiyla elde edilen bir karigim kullanilir. Bu karisim kisaca

S9 olarak adlandirilan ve genel olarak si¢an karacigerinden elde edilerek disaridan
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mikrozomal enzimleri bulunduran bir karisimdir. S9 karisiminin eklenmesiyle, test edilen
maddenin enzim aktivasyonunun sonucuna gore mutajenik bir etkisinin olup olmadig:

hakkinda bilgi sahibi olunmaktadir (Maron ve Ames, 1983; Mortelmans ve Zeiger, 2000).

Cizelge 2.1. Ames testinde kullanilan ¢esitli mutant suslar ve genetik 6zellikleri

Suslar Histidin LPS  Onarmm R Faktor Bilesik
Mutasyonu Siniflari
TA97 hisD 6610 Rfa AuvrB pKM101 Cergeve Kaymasi
TA98 hisD 3052 Rfa AuvrB pKM101 Cergeve kaymast
TA100 hisG 46 Rfa AuvrB pKM101 Baz ¢ifti degisimi
Oksidanlar, X-
TA102 hisG4 28 Rfa AuvrB Plazmid Isinlar, U.V.,
pAQ1_his yok Mitomisin C,
Bleomisin
ve Kinonlar
TA1535  hisG 46 Rfa AuvrB Plazmid Baz ¢ifti degisimi
yok
TA1537  hisC 3076 Rfa AuvrB Plazmid Cergeve kaymasi
yok
TA1538  hisD 3052 Rfa AuvrB Plazmid Cergeve kaymasi
yok

TA98 mutant susunda bulunan HisD3052 mutasyonu, histidinol dehidrogenaz
enzimini kodlayan HisD geninde olusan bir mutasyondur. Bu mutasyon tiirii gerceve
kaymas1 mutasyonudur. Cergeve kaymasi mutasyonu HisD geni iginde 8 kere tekrarlanmis
olan G-C dizisi yakinlarinda bulunan bir bazdaki delesyon ile meydana gelmektedir.

TA100 mutant susundaki HisG46 mutasyonu ise, histidin sentezinde kullanilacak
olan ilk enzimi kodlamakla gorevli olan HisG geninde olusan bir mutasyondur. TA100

susundaki baz ¢ifti degisimlerini tetikleyen mutajenik kimyasallarin sayesinde geri dontisiimlii
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olabilmektedir.

Rfa mutasyonu, S. typhimurium mutant suslarina ait hiicre duvarinda lipopolisakkarit
tabakanin {iretiminden sorumlu olan genlerde ortaya ¢ikan mutasyon tipidir. Bu mutasyon
sayesinde normal sartlarda hiicre igine giremeyecek kadar biiyiik molekiiller hiicre igine
girebilirler.

UvrB mutasyonu ise UvrB geninde meydana gelen delesyonun bir sonucudur. UvrB
geni, DNA tamir mekanizmasindaki ekzisyonda gorev alan enzimi kodlamaktadir. Bu
mutasyon S. typhimurium’un TA102 mutant susu disindaki tiim mutant suslarinda
bulunmaktadir. UvrB mutasyonu birgok mutajeni ortaya ¢ikarmakta hassasiyetin artmasina
sebep olmaktadir.

pKM101 plazmidi, kendisinin hiicredeki varligini belirlemek ve de hata yapma
olasiligi olan DNA tamir mekanizmasini uyarmak igin uygun bir isaretleyici

bulundurmaktadir (Mortelmans ve Zeiger, 2000).

2.11. Antioksidan Savunma Sistemlerinde Schiff Bazlariin Yeri

Canl1 hiicrelerdeki karbonhidrat, yag, protein ve DNA molekiillerinin oksidasyonunu
engelleyen veya inhibe eden bilesikler antioksidan olarak adlandirilir (Ertiirk, 2006).
Antioksidanlar siyanobakterilerin fotosentez yapmaya baslamasiyla ortaya ¢ikan oksijen
zehirlenmesine karsi gelistirilmis savunma mekanizmalaridir (Nollet ve Todra, 2010).
Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu 6nlemekle beraber ayni1 zamanda varolan
serbest radikalleri de siiplirme Ozelliklerine sahiptirler. Bu sekilde hiicrenin zarar
gormesinin Oniine gegerler. Yapisinda genellikle fenolik fonksiyon tasiyan molekiiller bu
ozelliklere sahip antioksidanlardir (Diri, 2006).

Reaktif oksijen tiirlerinden kaynaklanan hasarlarin 6nlenmesi i¢in viicudumuzda
¢esitli savunma mekanizmalar1 olusmustur. Antioksidanlar, okside olabilen bir substrat ile
kiyaslandiginda substrata gére daha diisik konsantrasyonlara sahip olduklari
gozlenmektedir. Ayni zamanda substrat oksidasyonunda geciktirici ozellikte ya da
oksidasyonu azaltic1 herhangi bir substrat olarak tanimlanmaktadir (Donelly, 1996).

Molekiillerin yiikseltgenme ve indirgenme 6zelliklerini igeren kimyasal reaksiyonlar
her hiicrede ger¢eklesmektedir. Bu reaksiyonlarin sonucunda dis orbitalinde bir veya
birden fazla eslesmemis elektron bulunduran, kararsiz atom veya atom gruplari olarak
isimlendirilen serbest radikaller olusmaktadir. Bu serbest radikaller biyolojik olarak bazi
organik substratlar ile reaksiyona girebilecek elektronlara sahip olan kararsiz

molekiillerdir. Serbest radikaller gibi radikal olmadigi halde canli sistemlerde yiiksek
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konsantrasyonda bulunduklarinda hiicre organellerine zarar veren reaktif molekiiller de
bulunmaktadir.

Fizyolojik sartlarda serbest radikallerin, biyolojik membranlardaki etkileri oksidan
ve antioksidan mekanizmalar ile bir denge halindedir. Serbest radikaller antimikrobiyal
savunma sistemlerinde ve sinyal iletiminde de rol alirlar. Cesitli antioksidan sistemler,
canlilar1 serbest radikallerin oksidasyonundan korumaktadir (Joseph ve Knight, 1999).

Bilesiklerin antioksidan savunma sistemindeki aktivitelerini belirlemek icin ¢esitli tayin
yontemleri gelistirilmistir. Antioksidan aktivite belirleme yontemleri yedi baslik altinda
incelenir. Bunlar;

¢ Toplam antioksidan belirleme yontemi

e Metal baglama aktivitesini belirleme yontemi

e Siiperoksit anyon radikalini giderme aktivitesini belirleme yontemi

¢ Oksijen radikal absorbans uygulamasi (ORAC)

e Indirgeme giiciinii belirleme yontemi

e ABTS katyon radikali giderme aktivitesini belirleme yontemi

e DPPH Radikalini giderici aktivitesini belirleme yontemi

DPPH radikalini giderici aktivite yontemi diger antioksidan tayin yontemleri ile
karsilastirildiginda nispeten daha kisa siirede antioksidan aktiviteleri degerlendirmek igin
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Antioksidanlarin DPPH radikali {izerindeki
etkilerinin, hidrojen verici 6zelliklerinden kaynaklandigi diistiniilmektedir (Berners-Price,
2007). DPPH kararli bir serbest radikaldir ve bir elektron veya hidrojen radikalinin stabil
bir dia manyetik molekiil haline gelmesini saglar (Corona-Bustamante ve ark., 2010).
Etanol igerisindeki kararli bir DPPH radikalinin absorpsiyonu azami 517 nm’dir. Bu
yiizden DPPH radikallerinin rediiksiyon kabiliyeti, antioksidanlar tarafindan indiiklenen
517 nm'de emilimindeki azalma ile belirlenir. DPPH radikalinin emilimindeki azalma,
antioksidanlarin sebep oldugu antioksidan molekiiller ile radikal arasindaki reaksiyon
ilerledik¢e radikalin hidrojen kaybederek temizlenmesine yol agar. Bu degisim mor
renkten sariya renk degisikligi olarak fark edilir. Bu nedenle DPPH genellikle
antioksidanlarin antioksidatif aktivitesini degerlendirmek i¢in bir substrat olarak kullanilir

(Dharmaraj ve ark., 2001).
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2.12. Schiff Bazlarin Biyolojik Aktiviteleri ve DNA’yla Etkilesimleri ile Tlgili
Yapilmis Calismalar

Schiff bazlar1 genis biyolojik aktivitelere sahip olmalar1 ve farmasotik alanda sikga
kullanilmalar1 dolayisiyla ¢ok fazla ilgi goéren ve geg¢mis yillardan beri oldukca fazla
calisilan bilesiklerdir.

Chittilappilly (2007), 3-hidroksi kinoksalin-2-aldehit ile o-fenilendiamin, O-
aminofenol veya aminobenzimidazol yogunlastirilmasiyla olusan Schiff bazlarinin
rutenyum ve neodimyum komplekslerinin ve o-fenilendiamin, o-aminofenol veya
aminobenzimidazol ile salisilaldehitten tliretilen Schiff bazlarinin  rutenyum
komplekslerinin antibakteriyel ve antifungal aktivitelerini incelemistir. Ligand ve
komplekslerin antibakteriyel aktiviteleri Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa suslarina, antifungal aktiviteleri ise Aspergillus niger susuna
kars1 disk difiizyon yontemi kullanilarak arastirilmistir. Genel olarak kinoksalin esasli
Schiff bazlarindan tiiretilen neodimyum komplekslerinin Klebsiella pneumoniae'ye karsi
etkili oldugu belirlenmis, ancak rutenyum komplekslerine kiyasla bu etkinin daha disiik
oldugu bulunmustur. Kinoksalin esasli Schiff bazlarindan tiiretilen rutenyum
komplekslerinin Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa'ya karsi etkili oldugu fakat
bu bakteri suslari {izerinde neodimyum komplekslerinin herhangi bir etkisinin bulunmadig:
tespit edilmistir. Neredeyse biitiin ligandlarin Aspergillus niger’e karsi antifungal etkisinin
oldugu goriilmiistiir. Ancak rutenyum komplekslerinin neodimyum komplekslerine gore
daha etkili oldugu belirlenmistir.

Kulkarni ve ark. (2009), 8-formil-7-hidroksi-4-metilkumarin ve o-fenilendiamin/
etilendiamin'den tiiretilen Schiff bazlarinin ve La(III), Th(IV) ve Vo(IV) komplekslerinin
in vitro antimikrobiyal aktivitelerini aragtirmiglardir. Schiff bazlart ve metal
komplekslerinin Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella typhi'ye karsi
oldukg¢a etkili oldugunu belirlemislerdir. Funguslardan Aspergillus niger, Aspergillus
flavus ve Cladosporium'a karst da oldukga etkili olduklarini belirtmislerdir.

Mariappan (2010), 2-aminobenzotiyazol, o-fenilendiamin ve o-vanillin Schiff bazlar
ile glisin, L-alanin, L-valin, L-fenilalanin ve 1,10-fenantrolin kullanarak ligandlari,
Ni(CH3CO0)2.4H20, MnCl2.4H.0, CoCl2.6H.0, Cu(CH3CO0)2.H.O ve Zn(CHs
C00)2.2H,0 kullanarak metal komplekslerini sentezlemistir. Schiff bazlar1 ve metal
komplekslerinin antibakteriyel etkisi Salmonella typhi, Vibrio parahaemolyticus,
Escherichia coli, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis ve

Pseudomonas aereuguinosa suslarina, antifungal etkisi ise Saccharomyces cerevisiae,

26



Penicillum, Tricoderma virida, Candida albicans, Aspergillus niger ve Mucour suslarina
kars1 disk diflizyon yontemi kullanilarak g¢alisilmistir. Ayrica Schiff bazlar1 ve ligand
komplekslerinin DNA kesme aktivitesinin incelenmesi jel elektroforezi yontemi
kullanilarak H2O, varhiginda ve hidrolitik olarak gergeklestirilmistir. o-vanillin-2-
aminobenzotiyazol Schiff bazi ile Mn(II), Co(Il), Ni(Il), Cu(Il) ve Zn(II) kullanilarak
sentezlenen metal kompleksler, Schiff bazina gore daha iyi biyolojik aktivite gostermistir.
o-vanillin-2-aminobenzotiyazol ve 1,10-fenantrolin ile Mn(ll), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll) ve
Zn(II) kullanilarak sentezlenen ligand kompleksleri mikroorganizmalara kars1 daha giiglii
antibakteriyel aktivite gostermistir. Ayrica komplekslerden Cu(Il) kompleksi hem H20-
varliginda hem de hidrolitik olarak DNA kesme aktivitesi gostermistir.

El-Sherif ve Eldebss (2011), 2-Aminometiltiofenil-4-bromosalisilaldehit Schiff bazi
ve metal komplekslerini sentezlemislerdir. Gram pozitif ve Gram negatif bakteri suslarina
kars1 disk difiizyon yontemi kullanilarak antimikrobiyal aktiviteleri igin taranmustir.
Calisma sonuglari, metal komplekslerinin gii¢lii antimikrobiyal 6zellik sergiledigini ve
deneysel kosullar altinda ana ligand ile karsilastirildiginda daha fazla inhibitor aktivite
gosterdigini bildirmislerdir.

Varghese (2011), kinoksalin-2-karboksaldehit ile hidrazin hidrat (qch), 1,2-
diaminoetan  (qce), 1,3-diaminopropan  (gcp), 1,4-diaminobiitan  (qcb), 1,2-
diaminosikloheksan (gcc) veya 1,2-diaminobenzen (qco) yogunlastirilmasiyla olusturulan
Schiff bazlarinin, bakir tuzlari (Cu(OAc)2-4H20, CuCl2-2H20, Cu(NO3)2:3H.O ve
Cu(Cl0O4)2:6H20.) ile hazirlanan Cu(Il) komplekslerinin DNA kesme aktivitesi
incelenmistir. Cu(Il) komplekslerinden (13-18)’in DNA kesme etkinligi pUC18 plazmid
DNA kullanilarak jel elektroforezi yontemi ile test edilmistir. Cu(Il) komplekslerinden
(14) ve (16)’nin yliksek DNA kesme aktivitesi gosterdigi belirlenmistir.

Jayaseelan (2011), bir seri yeni iki g¢ekirdekli Schiff bazi ligandlar, 3,3'-
diaminobenzidin ile ftalaldehid monoksim, 23-biitandion monoksim ve O-
hidroksiasetofenon arasindaki yogunlagma ile hazirlanmistir. Bu Schiff bazi ligandlarinin,
Cu(ID), Ni(II), Co(II) ve Mn(Il) kompleksleri de sentezlenmistir. Bu komplekslerin DNA
baglama aktiviteleri CT-DNA kullanilarak UV-Vis absorbsiyon yontemiyle belirlenmistir.
Sonug olarak Cu(ll) komplekslerinin interkalatif baglanma moduyla DNA'ya baglandigi
gorilmistiir. Ligandlar ve komplekslerinin DNA kesme aktiviteleri, H.O, varliginda
pBR322 plazmid DNA kullanilarak jel elektroforez yontemiyle incelenmistir. Tim
komplekslerin ligandlardan daha giiglii kesme aktivitesi sergiledigi bildirilmistir.
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Mahalakshmi (2012), c¢alismada kullandigi Schiff bazi ligandlarii, 3,3°4,4’-
tetraminobifenil ile 2-aminobenzaldehid, pentan-2,4-dion ve 2-karboksibenzaldehid'in
yogunlastirilmasiyla  sentezlemistir.  Bu  ligandlarin =~ Bakir(Il),  Nikel(Il) ve
Oksovanadyum(lV) kompleksleri olusturulmustur. DNA kesme aktiviteleri, pUC18
plazmid DNA kullanilarak H>O> varliginda jel elektroforez yontemiyle gézlemlenmistir.
Sonuglar, Bakir(Il), Nikel(I1) komplekslerinin Oksovanadyum(lV) kompleksine gore daha
fazla DNA kesme aktivitesi sergiledigini ortaya koymustur. Ayrica Bakir(IT), Nikel(II) ve
Oksovanadyum(IV) komplekslerinin ligandlara gore artan niikleaz aktivitesi gosterdigini
ortaya koymustur.

Arjmand ve ark. (2012), tetrapeptid ligandlarinin Cu(ll) ve Zn(1l) komplekslerinin
sentezini bildirmiglerdir. Komplekslerin DNA baglanma ve DNA kesme aktivilerini
incelemislerdir. Metal komplekslerinin in vitro DNA baglanma ¢alismalari, komplekslerin
DNA'ya (serbest ligandlara kiyasla) tercihen oluk baglanma yoluyla baglandigini ortaya
koymuslardir. Bakir komplekslerinin plazmid DNA'y1 oksidatif olarak, bunun yanisira
¢inko komplekslerinin ise, DNA’y1 hidrolitik olarak kestigini belirlemislerdir.

Ajlouni ve ark. (2012), 2-hidroksi-1-naftaldehid ve 1,6-heksandiaminden sentezlenen
Schiff baz ligandinin ve Ln(I11) komplekslerinin antibakteriyel aktivitesini arastirmiglardir.
Antibakteriyel aktivitelerini arastirmak i¢in Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella ve
Escherichia coli bakterilerine karsi ¢alisma yapmislardir. Sentezlenen komplekslerin
cogunun bakterilere karsi iyi antibakteriyel aktiviteye sahip olduklarini ve komplekslerin
antibakteriyel aktivitesinin ilgili ligandinkinden daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir.
Ayrica ligand ve kompleklerin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal
tizerindeki stipiiriicii etkisini degerlendirmislerdir. Ln(111) komplekslerinin, serbest liganda
kiyasla DPPH radikalini siipiirmede son derece etkili oldugunu bildirmislerdir.

Pragathi (2012), aromatik karbonil bilesikler ve diaminler kullanarak monokondenze
tic disli Schiff baz ligandlari, aromatik karbonil bilesikler ve uzun diaminler kullanarak
dort disli Schiff baz ligandlari, iki farkli karbonil bilesigini ve bir diamini esit mol oraninda
yogunlagtirarak asimetrik dort disli Schiff baz ligandlari, aromatik karbonil bilesikleri ve
1,3-diamino 2-propanol kullanarak bes disli Schiff baz ligandlar1 sentezlemistir. Bu
ligandlarin  Cu(Il) ve Ni(Il) komplekleslerini olusturmustur. Ligandlar ve metal
komplekslerinin DNA baglanma aktivitesini ve DNA kesme aktivitesini incelemistir.
Ligandlar CT-DNA'ya herhangi bir baglanma afinitesi gostermemis ancak ilgili ligandlara
metal iyonu eklenmesiyle olusturulan metal komplekslerinde afinite biiylik o6l¢iide

arttirilmistir. Ligandlar 6nemli bir niikleaz aktivitesi gostermezken, metal kompleksleri
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dikkate deger bir aktivite gostermistir. Cu(Il) komplekslerinin, oksidan madde (H20-)
varliginda daha fazla niikleaz aktivitesi gosterdigini bildirmistir. Ayrica oksidan
yoklugunda bile bazi komplekslerin kayda deger DNA kesme aktivitesi gosterdiklerini
belirlemistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda Cu komplekslerinin Ni komplekslerinden daha
fazla DNA kesme aktivitesi sergiledigini kanitlamistir.

Deshpande ve ark. (2013), Schiff bazlarini, 2-amino-4,6-dimetil benzotiyazol ile 2-
Hidroksi-naftalen-1-karbaldehid, 3-metil-tiyofen-2-karbaldehid'in  yogunlastirilmasiyla
sentezlemislerdir. Ligandlarin, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus
aureus ve Bacillus subtilis gibi ¢esitli bakterilere karsi antibakteriyel aktivitelerine
bakilmig ve yiikksek antibakteriyel aktivite gosterdiklerini bildirmislerdir. Ayrica
ligandlarin Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, Fusarium moneliforme ve
Aspergillus flavus gibi g¢esitli mayalara karsi antifungal aktivite gosterdigini
belirlemislerdir.

Awale ve ark. (2013), antimikrobiyal ajanlarin yeni bir simifin1 bulmaya yonelik
calismalar i¢in bir benzotiyazol pargasmi igeren benzilidin-2-imino-1,3-benzotiyazol
bilesikleri sentezlemislerdir. Yeni sentezlenen bilesikler, kontrol olarak Ampisilin
kullanilarak agar diflizyon yontemi ile Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin
temsilcilerine (Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis) karsi test edilmistir. Bilesiklerin
test edilen bakterilere kars1 genis bir spektruma sahip oldugunu gostermislerdir.

Parveen ve ark. (2013), dipeptid (Pro-Gly ve Pro-Leu) ¢inko komplekslerinin
sentezini rapor etmislerdir. Metaloniikleaz aktivitesinin DNA tarafindan taninmasini
saglamak i¢in, ¢inko iyonu peptit motifine baglanmistir. Zn(ll) -Pro-Gly kompleksi, Zn(Il)
-Pro-Leu kompleksine kiyasla, CT DNA'ya daha biiyiik bir baglanma afinitesi gosterdigini
ve DNA'nin kiigiik oluguna baglandigin1 gézlemlemislerdir. Kompleksin jel elektroforezi
ile pBR322 plazmid DNA kullanilarak DNA kesme aktivitesine bakmislardir. Metal
komplekslerinin DNA'y1 hidrolitik yolla kestigini belirlemislerdir.

Sakthilatha (2013), 2-amino-5-nitrobenzaldehit ve p-fenilen diamin, benzidin, 4,4'-
diaminodifenileter, 4,4'-diaminodifenilmetan ve 4,4'-diaminodifenilsiilfon gibi ¢esitli zincir
uzunlugundaki aromatik diaminler ile bes yeni Schiff baz ligand1 sentezlemistir. Bu Schiff
baz ligandlarmin Cu(ll), Ni(ll) tuzu ve VOSOs ile reaksiyonu sonucunda metal
kompleksleri olusturulmustur. Schiff baz ligandlar1 ve metal kompleksleri CT-DNA ile
etkilesime sokulmus ve Cu(ll) ve Ni(ll) komplekslerinin, oksovanadyum(IV) kompleksleri
ve Schiff baz ligandlarina kiyasla daha iyi baglanma afinitesi gosterdigi belirlenmistir.

Tim ligandlarin ve bunlarin komplekslerinin oksidatif ajan yoklugunda DNA'y1 daha etkili
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bir sekilde kestigi ortaya koyulmustur. Schiff baz ligandlarinin (Li-Ls) ve bunlarin metal
komplekslerinin antioksidan aktiviteleri, DPPH radikaline karsi degerlendirilmistir.
Antioksidan aktivite {lizerine yapilan deneyler, ligandlarin ve bunlarin komplekslerinin
radikalleri yok etmek i¢in yiiksek potansiyel ilaglar olarak yararli olabilecegini
gostermistir.

Begum ve ark. (2014), Pramipeksol  (N6-propil-4,5,6,7-Tetrahidro-,1,3-
benzotiyazol-2,6-diamin) ile O-Vanilin (2-hidroksi-3-metoksi benzaldehit)
yogunlastirilmasindan elde edilen genel formiili ML2 ile Cu(ll), Ru(ll) olan
komplekslerinin biyolojik aktiviteleri ve DNA ile etkilesimlerini arastirmiglardir.
Bilesiklerin, ¢alisilan Escherichia coli, Klebsiella ve Bacillus subtilis bakterilerine karsi
antibakteriyel aktivite gosterdigi bulunmustur. DNA ile etkilesim c¢aligmalari igin UV-Vis
absorpsiyon spektroskopisi yontemiyle DNA baglanma modlarin1 belirlemeye
calismiglardir. Calisma sonucunda komplekslerin CT-DNA ile etkilesiminin hipokromisite
yoniinde oldugunu ve interkalatif baglanma moduyla DNA’ya baglandigini tespit
etmislerdir.

Alizadeh ve ark. (2014), kiral ilaglarin DNA hedefine yonelik biyolojik tercihini
degerlendirmek igin, Cu(ll) ve Zn(ll), L.p-florobenzotiyazol Schiff baz valin kompleksleri
1 ve 2 (a ve b)'nin yeni metal bazli kemoterapdtik ajanlarini sentezlemislerdir. Ligand ve
1-2 kompleksleri (a ve b) igin in vitro DNA baglanma ¢alismalari, (-enantiyomerik Cu(ll)
kompleksi la tarafindan daha biiyiik baglanma egilimi ve bunun bir kemoterapétik ajan
olarak islev gérme potansiyelini ortaya c¢ikaran Kb, K ve Ksv degerleri ile nicel olarak
tespit edilmistir. pPBR322 plazmid DNA'yla yapilan DNA kesme ¢alismalari, hidrolitik
kesme yoluyla 2a'ya kiyasla la'nin daha yiiksek kesme aktivitesi ortaya koydugunu
gostermislerdir. 1 ve 2 komplekslerinin (a ve b) ayrica 2 Gram-negatif (Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) ve 2 Gram-pozitif (Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis MTCC 121) bakterilere kars1 antibakteriyel aktivite
gosterdigini belirlemislerdir.

Koger ve ark. (2014), yeni ¢ok fonksiyonlu hidroksifenilimino ligandlarini (L1, L2
ve L3), liken metaboliti olan usnik asit ile 2-aminofenol, 3-aminofenol ve 4-aminofenol
yogunlastirarak sentezlemislerdir. Tiim ligandlarin ve bunlarin metal komplekslerinin
antimutajenik aktiviteleri Ames-Salmonella ve Escherichia coli WP2 mikrobiyal analiz
sistemleri  kullanilarak  belirlenmistir. Caligsmalar sonucunda ligandlarin  giicli
antimutajenik aktivite gosterdigini rapor etmislerdir. Genel olarak, ligandlarin Co ve Mn

komplekslerinin gii¢lii antimutajenik aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir.
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Abu-Dief ve Nassr (2015), 5-bromosalisilaldehit ile amino asitler (L-alanin, L-
fenilalanin, L-aspartik asit, L-histidin ve L-arginin) arasindaki yogunlastirmadan tiiretilen
bes yeni Cu(II) kompleksi sentezlemislerdir. Schiff bazlarin1 ve Cu(ll) komplekslerini, iki
Gram pozitif bakteri (Micrococcus luteus ve Bacillus cereus) ve bir Gram negatif bakteriye
(Pseudomonas aeruginosa) karsit antibakteriyel etkinlikleri i¢in in vitro olarak test
etmiglerdir. Biitiin komplekslerin, organizmalara kars1 Schiff baz ligandlarindan daha fazla
aktivite gosterdigini ve metal komplekslerinin, bakteri tiirlerine kars1 Schiff baz ligandi ile
karsilastirildiginda daha giiglii bir aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Deshpande ve ark. (2015), segilmis heterosiklik a-hidroksi aldehit ve o-hidroksi
ketonlar ile 2-amino-4,6-dimetil  benzotiyazoliin  heterosiklik ~ Schiff bazlarim
sentezlemislerdir. Sentezlenen bilesiklerin 2 Gram negatif (Escherichia coli, Salmonella
typhi) ve iki Gram pozitif (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) bakteriye karsi
antibakteriyel etkinliklerini, antifungal etkinliklerini Aspergilus niger, penicillium
chrysogenum, Fusarium moneliforme ve Aspergillus flavus’a karsi arastirmiglardir.
Aktivite verileri Schiff bazi ligandlarinin pozitif kontrollere kiyasla diisiik antifungal ve
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu gostermislerdir.

Crystal (2015), 2-hidroksi benzaldehid ve 2-amino-p-tolil asetik asitten tiiretilen
Schiff bazlar1 sentezlemistir. Ayn1 zamanda bu Schiff bazlarimin Fe(Il), Co(II), Ni(Il),
Cu(ll), Zn(Il) ve Cd(II) gecis metalleri kullanilarak sentezlenen kompleksler (1) ile
3(amino)-p-tolilpropanoik asit) ve 2-hidroksibenzaldehit’ten tiiretilen Schiff bazlariyla
bunlarin Fe, Co, Ni, Cu, Ni, Zn ve Cd ge¢is metalleri kullanilarak sentezlenen
komplekslerin (2) DPPH radikaline kars1 antioksidan 6zellikleri incelenmistir. 1. grupta
yer alan kompleksler, Fe(ll) kompleksi haricinde DPPH radikaline karsi iyi antioksidan
ozellik sergiledigi gozlemlenmistir. 2. grupta yer alan komplekslerin DPPH radikaline kars1
antioksidan aktivitelerinin, kompleks konsantrasyonundaki artisla dogrusal oldugu
gozlemlenmis ancak Fe(ll) kompleksinde higbir aktivite goriilmemistir.

Sani ve Dailami (2015), 2-hidroksi-1-naftaldehid ve hidrazin monohidratin
reaksiyona sokulmasiyla tiiretilen Schiff baz ligand1 (HL) ile Co(II) ve Ni(II) gecis metal
komplekslerini sentezlemislerdir. Ligand ve komplekslerin in vitro antimikrobiyal
aktivitelerine bakmuglardir. Ligand ve komplekslerin bakterilerin (Escherichia coli,
Klebsella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus
aureus) yani sira maya suslariin da ¢oguna karsi (Candida albicans, Fusarium solani,
Aspergillus fumigates) aktif oldugunu gostermislerdir. Ayrica 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) serbest radikallerine kars1i fenolik Schiff bazimmin antioksidan aktivitesini
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aragtirtlmiglardir. Fenolik Schiff bazinin giiglii bir antioksidan aktivitesinin oldugunu
ortaya koymuslardir.

Amnerkar ve ark. (2015), biyolojik aktif bilesikler, 4-(6-stibstitiie-l,3-benzotiyazol-2-
illamino-1,3-tiyazol-2-amin  (9-12) ve 4-6-siibstitiie-1,3-benzotiyazol-2-il)amino-2-(4-
stibstitiiefenil-metiliden)amino-1,3-tiyazol  (13-28) sentezlemislerdir.  Sentezledikleri
bilesikleri antibakteriyel, antifungal ve antihelmintik aktiviteler igin test etmislerdir. Bu
bilesiklerin neredeyse tamami, iki Gram negatif bakteri (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa), iki Gram pozitif bakteri (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) ve patojen
fungal suslar (Candida albicans, Aspergillus niger) igin orta ile gii¢lii aras1 antibakteriyel
aktivite ve solucan tiiriine (Pontoscotex corethruses) karsi iyi antihelmintik aktivite
gostermiglerdir. Test edilen bilesikler arasinda bilesik 23 ve 24 olarak adlandirilan
bilesiklerin sirasiyla Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere karsi maksimum aktivite
gosterdigini bildirmislerdir.

Bhoi ve ark. (2015), 2-aminobenzotiyazol serisi sentezlemislerdir. Sentezledikleri
bilesikleri, 2 Gram pozitif (Micrococcus luteus MTCC 11948, Bacillus cereus MTCC
8557) ve 2 Gram negatif (Enterobacter aerogens MTCC 8558, Escherichia coli MTCC
1610) bakteriye kars1 in vitro antibakteriyel aktiviteleri agisindan degerlendirilmistir. Test
edilen bilesiklerin hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilere karsi 6nemli bir
aktivite gosterdigini belirlemislerdir.

Shallangwa (2015) c¢alismasinda, bazi Schiff bazlarin1 (kodlanmis GAS1-5), 4-
Aminobenzensiilfonamid ve bazi se¢ilen karbonil molekiillerinin 385 watt giiciinde 1
dakika boyunca MW 1sinlamasi ile yogunlastirilmasiyla sentezlemistir. Bu Schiff bazlarini
daha sonra, iki Gram pozitif ve iki Gram negatif bakteri (Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) ve bir mantar (Candida albicans)’a
kars1 antimikrobiyal aktiviteleri bakimindan degerlendirmistir. Tiim sentezlenmis bazlarin
secilen mikroorganizmalara karsi referans ilaglardan daha iyi antimikrobiyal etki
sergilediklerini bildirmistir.

Altundas ve ark. (2016), baz1 yeni 2-(2-hidroksibenzilidenamino)-5,7-dihidro-4H-
tieno[2,3-c]piran-3-karbonitril serisi (4a-f) sentezlemiglerdir. Bu maddeler, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi H,
Pseudomonas putida, Brucella abortus, Staphylococcus epidermis, Micrococcus luteus,
Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes, Shigella dysenteriae thype 7’ye karst
antibakteriyel ve Candida albicans'a kars1 antifungal aktiviteleri agisindan incelemislerdir.

Calisilan bilesiklerin ¢ogu (4a, 4b, 4d, 4e) bakteri ve mayaya karsi etkili bulunmustur.
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Bilesik 4f, standart antibiyotiklere kiyasla Pseudomonas putida, Brucella abortus,
Staphylococcus aureus, Candida albicans ve 4c, Brucella abortus ve Staphylococcus
epidermis’e karsi aktivite sergiledigi goriilmistiir.

Kumar ve ark. (2016), Mn(ll), Fe(lll), Co(ll) ve Ni(ll)'nin tetraazamakrosiklik
komplekslerini sablon yontemi ile sentezlemistir. Komplekslerin DNA baglanma
etkinlikleri incelenmis ve CT-DNA ile etkilesiminin interkalasyon yoluyla oldugunu
gostermislerdir. Makrosiklik  komplekslerin, Gentamisin gibi standart ilaglarla
karsilastirildiginda, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus’a karsi antibakteriyel ve Candida albicans’a karsi antifungal
aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Guhathakurta ve ark. (2017), metanolde benzil ve 2-hidrazino benzotiyazoliin 1:1
yogunlastirilmasi ile yeni bir Schiff baz ligandi olan 2-(benzotiyazol-2-il-hidrazono)-1,2-
difenil-etanon (LH) sentezlemislerdir. LH ve 6nceden aktive edilmis CuClo¢2H>O'nun
reaksiyonu sonucunda bis(u-kloro)bis(2-(benzotiyazol-2-il-hidrazono)-1,2-difenil-
etanoat)-2Cu(ll) ve [Cu2(u-C1)2(L)2] (I) meydana gelmistir. Hem LH hem de (I) yapilan
DNA baglanma ¢aligsmalarinda CT DNA'ya ligand ve kompleks i¢in biiyiik oluk baglama
etkinligi gostermistir.

Aziz ve Seda (2017), potasyum tetradentat Schiff baz ligandin1 igeren 2-
aminofenoliin 2,5-tiofendikarboksaldehit ile yogunlastiriimasiyla elde edilen yeni bir seri
Co(l1), Ni(ll), Cu(ll) ve Zn(IT) mononiikleer komplekslerini sentezlemislerdir. Ligand ve
komplekslerin antibakteriyel aktiviteleri, agar disk difiizyon metodu kullanilarak
arastirilmigtir. Antioksidan 6zellikleri DPPH yontemiyle calisilmis ve tiim komplekslerin
iyi birer radikal siipiiriicii 6zellige sahip oldugunu bildirmislerdir. DPPH radikalini
stiptirticti etki ¢alismalarinda kontrol olarak kullanilan Trolox’a oranla kompleklerin daha
giiclii bir antioksidan 6zellige sahip oldugunu tespit etmislerdir. Dahasi, ICso degerleri
bilesiklerin 3> 1> 4> 2 sirasina gore antioksidan kapasite gosterdigini dogrulamistir.
Baglanma calismalari, tiim komplekslerin interkalasyon modu ile CT-DNA ile etkilesime
girdigini ve baglanma afinitesinin de sirasiyla Cu(ll) > Co(ll) > Zn(1l) > Ni(ll) oldugunu
gostermiglerdir. Ayrica, metal komplekslerinin DNA kesme 6zellikleri de pPBR322 plazmid
DNA kullanilarak agaroz jel elektroforez yontemiyle arastirilmisti. DNA kesme
calismalar1 sonucunda da Cu(ll) kompleksinin diger komplekslere oranla DNA’da daha
biiyilik hasara neden oldugunu bildirmislerdir.

Ibrahim ve ark. (2017), ¢esitli hastaliklarla iliskili oldugu diisiiniilen serbest

radikallerin temizlenmesi ile alakali 6zelliklerini belirlemek i¢in iki konumlu Schiff bazi
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iceren Ni(II), Co(II), Cu(Il) ve Zn(Il) metal komplekslerinin antioksidan ve somon baligi
spermi DNA’s1 ile baglanma Ozelliklerini ¢alismiglardir. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH), demir iyon selasyon (FIC), ferrik indirgeyici antioksidan giicii (FRAP), toplam
antioksidan aktiviteler (fosfomolibden metodlar1) ve hidroksil radikal (OH) siipiirme
aktiviteleri gibi farkli yontemlerle antioksidan aktivitelerine bakilmistir. Metal
komplekslerinin, klasik antioksidanlar olan askorbik asit, etilen diaminetetraasetik asit
(EDTA) ile kiyaslandiginda doza bagli antioksidan aktiviteleri bulunmustur. DNA
baglanma c¢alismalar1 sonucunda komplekslerin DNA’ya interkalasyon yoluyla
baglandigimi bildirmislerdir. Bilesiklerin DPPH radikalleri, OH radikalleri ve Fe(ll)
iyonlarina karsi ¢ok reaktif olduklarini belirlemislerdir. Ayrica bilesiklerin Fe(l1l) iyonunu
Fe(ll) ve Mo(VI) iyonunu da Mo(V) formuna aktif olarak indirgemekte oldugunu
gostermislerdir.

Anupama ve ark. (2017), tgli Cu(Il) kompleksleri [Cu(Il)(L)(bpy)Cl] 1,
[Cu(In)(L)(Fen)CI] 2, [L =2,3-dimetil-1-fenil-4(2-hidroksi-5-metil benzilidenamino)-
pirazol-5-on, bpy =2,2'bipiridin, fen =1,10 fenantrolin)] sentezlemislerdir. Cu(Il)'nin CT-
DNA ile etkilesimi absorpsiyon ve floresans spektroskopik yontemleri kullanilarak
arastirilmistir. Sonuglar, komplekslerin DNA icin 10* MYlik bir afinite sabitine sahip
oldugunu ve etkilesim modunun interkalatif mod oldugunu ortaya koymustur. DNA kesme
caligmalar1 sonucunda, komplekslerin DNA'y1 herhangi bir harici ajan olmadan kestigini
belirlemislerdir. Ayrica, metal komplekslerinin DPPH radikaline kars1 6nemli bir radikal
temizleme etkinligi oldugunu saptamiglardir.

Manjunath ve ark. (2017), oktahedral geometrili Co(ll), Ni(ll) ve Cu(ll)
kompleksleri ve ONO verici alanlardan koordine edilen 4-aminoantipirin (SBI) ve 8-
formil-7-hidroksi-4-metilkumarin/5-formil-6-hidroksikomarin (SBII)’den tiiretilen Schiff
bazlar1 kullanilmistir.  Bilesiklerin  antimikrobiyal — 6zelliklerini MIK  testi ile
belirlemislerdir. Antimikrobiyal ¢alismalarin sonuglari sirasiyla standart ilaglar Gentamisin
ve Flukanazol ile karsilastirilmistir. SB-I'in Pseudomonas aeruginosa 'ya ve Aspergillus
niger'e karsi oldukga aktif oldugu, buna karsilik SB-11'nin Aspergillus flavus ve Aspergillus
niger mayalarina kars1 etkinlik gosterdigi gozlenmistir.

Kesavan ve ark. (2017), yeni bir dogal sitotoksik ve antiinflamatuar alkoloid olan
Luotonin A (L)’nin [Cu(L)H20CI]CI (1) ve [Cu(L)2]Cl2 (2) komplekslerini sirasiyla 1:1 ve
2:1 ligand/metal mol orami ile bakir (II) kloriir ve L kullanarak sentezlemislerdir.
Komplekslerin DNA baglanma etkinlikleri CT-DNA kullanilarak UV-Vis absorbsiyon
titrasyonu yontemi ile belirlenmistir. Kompleks 1 DNA’ya elektrostatik bir sekilde
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baglanirken, kompleks 2’nin interkalasyon yoluyla DNA’ya baglandigini gostermislerdir.
Komplekslerin antioksidan aktiviteleri DPPH radikal siiplirme yontemi ile degerlendirilmis
ve gliglii antioksidan aktivitelerinin oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica komplekslerin E.
coli, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophila,
Staphylococcus aureus, Serratia marcescens ve Proteus vulgaris’e karsi antibakteriyel,
Candida albicans, Aspergillus niger ve Penicillium chrysogenum’a kars1 da antifungal
etklinliklerine bakmislardir. Kompleks 1’in kompleks 2 ve L’den daha giiglii antibakteriyel

etkinlige sahip oldugunu belirlemislerdir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada Kullamlan Schiff Bazlar

Calismada kullanilmis olan 4-metilbenzo[d]tiyazol-2-amin tiirevleri Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii, Anorganik Kimya
Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog. Dr. Mustafa YILDIZ tarafindan sentezlenerek yapilar
aydinlatilmistir. Bilesiklerin Kimyasal yapilart Sekil 3.1, 3.2 ve 3.3°de gosterilmistir.

Sekil 3.1. N- Ferrosenkarboksilidene-4-metilbenzo[d]tiyazol-2-amin (Bilesik 1)

A

HO

—

S

Sekil 3.2. 2-Etoksi-6-((4-metilbenzo[d]tiyazol-2-yilimino)metil)phenol (Bilesik 2)
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HO OH

—

S

Sekil 3.3. 4-((4-Metilbenzo[d]tiyazol-2-yilimino)metil)benzene-1.3-diol (Bilesik 3)

3.2. DNA Kesme Aktivite Calismalari

DNA kesme aktivite calismalar1 i¢in gerekli olan kimyasallar sodyum hidroksit
(NaOH), potasyum kloriir (KCI), potasyum dihidrojen fosfat (KH2PQOj), glasiyal asetik asit
(CH3COOQH) ve etilendiamintetraasetik asit (EDTA) Merck firmasindan; pBR322 plazmid
DNA Thermo Scientific firmasindan; etidiyum bromiir Sigma Aldrich’ten; tris bazi,
sodyum kloriir (NaCl) ve hidroklorik asit (HCI) Merck’ten satin alindu.

100 mM’lik Tris-HCI tamponu (pH: 7,6) hazirlanmasi icin,

¢ 150 mL saf su ile 2,42 g Tris ¢ozdiiriildi.

e HCl ile pH’1 7,6 olacak sekilde ayarlanarak saf su ile 200 mL’ye tamamland.

¢ 0,22 um ¢apli membran filtreler araciligiyla steril hale getirilerek oda sicakliginda
sakland1.

6X Agaroz Jel Elektroforez yiikleme tamponu hazirlanirken;

e 0,5M EDTA, %30 gliserol, %0,3 ksilen siyanol ve %0,3 bromofenol mavisi 10 mL

olacak sekilde hazirland: ve kullanilacagi zamana kadar +4 °C’de saklandh.
10X TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) tamponu (pH: 8,0);
« 48,4 g tris, 5,5 mL glasiyal asetik asit ve 0,5M’lik (20mL) EDTA karistirilarak 800

mL’lik distile su ile ¢ozdiriildi.
« pH’1 8,0 ayarlanarak son hacmi 1000 mL olacak sekilde distile su ilave edildi.
e Oda sicakliginda muhataza edildi.

%1 Agaroz Jel hazirlamak icin;

e 0,8 g Agaroz ve 80 mL Tris asetat tamponu isitmali manyetik karistirici da
hazirlandi.

o Sicaklig1 60 ‘C olacak sekilde sogutulduktan sonra 3 pl etidyum bromiir ilave edilip
karistirildi.
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3.2.1. Agaroz Jel Elektroforez Yontemi

DNA kesme ¢alismalarinda pBR322 plazmid DNA kullanildi.

e Calisma i¢in Oncelikle 4-metilbenzo[d]tiyazol-2-amin bilesiklerinin DMSO ile
SmM’lik stok ¢ozeltileri hazirlandi.

e Bilesiklerin hazirlanan stok ¢ozeltilerinden Tris-HCI tamponu (pH:7,6) ile 5 farkli
konsantrasyonu hazirlandi.

Calisma hem hidrolitik hem de oksidatif olarak gergeklestirildi. Hidrolitik kesme
aktivitesi i¢in;

e 2 uL pBR322 plazmid DNA, 2 uL Tris-HCI tamponu ve sirasi ile 25, 50, 100, 200
ve 400 uM konsantrasyonlarda bilesiklerden ilave edildi.

e Oksidatif kesim aktivitesi tayininde ekstra 2 uL H20- ilave edildi.

e Karigimin son hacmi 20 pul.’ye tamamlandi.

e 3 saat siireyle karanlik bir ortamda 37 °C’de inkiibasyona birakildu.

e Inkiibasyon islemi bittikten sonra hazirlanan agaroz jel tankina alindi.

e Orneklere 4 pL. 6X DNA vyiiriitme tamponu ilave edildi.

e Ornekler jel iizerinde bulunan kuyucuklara yiiklendi.

e Elektrodlarin iizeri tamamen kapanacak sekilde TAE tamponu eklendi.

e | saat siireyle 60 V’luk voltajda elektroforez edildi.

e Jelin goriintiilenmesi UV (bio-imaging systems) altinda yapildi.

3.3. DNA Baglanma Calismalar

DNA baglanma ¢alismalarinda kullanilan Dana timusu DNA’s1 (CT-DNA) ve
etidyum bromiir Sigma Aldrich’ten; tris bazi, hidroklorik asit (HCI) ve sodyum Kkloriir
(NaCl) Merck’ten satin alindi.

10 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA (TNE) tamponu:

e 1,21 g tris, 2,92 g NaCl ve pH’1 8,0 olan 0,5 M’lik EDTA’dan 2 mL alinarak 800

mL’lik distile suda ¢6zdiiriildii.

e (Cozdirme isleminden sonra HCI ile pH’1 7,4 ayarlanarak hacmi 1000 mL’ye
tamamlandi.

e 0,22 pum capindaki membran filtreler araciligiyla steril hale getirilerek oda

sicakliginda saklandi.
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3.3.1. UV-Vis Absorpsiyon Titrasyonu

e Test bilesiklerinin 0,05 M’lik konsantrasyonlart DMSO ile hazirland.

e Son konsantrasyonlar1 10-30 mM olacak sekilde TNE tamponu ile seyreltildi.

e Seyreltme isleminde kullandigimiz tampon (TNE) aymi zamanda kor olarak da
kullanildi.

e Uygulama sirasinda bilesiklere ait konsantrasyon sabit tutularak CT-DNA
konsantrasyonu kademeli bir sekilde artirilarak eklendi.

e Her CT-DNA eklenmesinden sonra, kuartz kiivetteki karisim 5 dakika boyunca oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon sonrasinda kiivetteki bilesiklerin spektrofotometrede (PG Instruments
T+80 UV/Vis spectrophotometer) 200-600 nm arasinda kor’e karst okumalari
gerceklestirilerek DNA baglanma modlart belirlendi.

Spektrofotometre okumalarindan elde edilen veriler test bilesiklerinin DNA’ya hangi
modla baglandigin1 géstermektedir. Absorbans siddetindeki degisimlerin hesaplanmasinda

kullanilan formiil asagida verilmistir.

9%H=[(Ai-As)/ (Ai)] x 100 (3.1.)

Ai: Serbest haldeki bilesigin absorbans siddeti
As: DNA ilavesinden sonra maksimum konsantrasyondaki bilesigin absorbans
siddeti.

3.4. Antimikrobiyal Aktivite
Antimikrobiyal aktivite ¢alismalar1 Clinical Laboratory Standarts Institute (CLSI)
tarafindan belirtilen prosediir dogrultusunda mikrodiliisyon yontemi kullanilarak

gerceklestirildi (Isenberg, 1998).

3.4.1. Antimikrobiyal Aktivite Caliymalarinda Kullanilan Besiyerleri

Nutrient Agar: Antibakteriyel ¢alisma kiiltiirlerinin hazirlanmasi i¢in kullanildi.

Hazirlanisi:

e 150 mL distile su igerisine 3 g nutrient agar eklendi ve otoklavda steril hale
getirildi.

Mueller-Hinton Broth (MHB): Bakterilerin antimikrobiyal etkilerini belirlemekte
kullanildi.
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Hazirlanisi:
¢ 100 mL distile suya 6,5 g MHB eklenerek ¢ozdiirtildii.

e pH’1 7,4 e ayarland1 ve otoklavda sterilizasyon islemi uygulandi.

Roswell Park Memorial Institute medyum (RPMI): Mayalarin antimikrobiyal

etkilerinininin saptanmasinda kullanildu.
Hazirlanisi:
« 10,4 g RPMI, 6,5 g glukoz ve 34,53 g MOPS 900 mL distile su ile ¢ozdiiriildii.
e Coziinen karisimin pH’1 7,4 e ayarland1 ve membran filtreden gegirilecek steril
edildi.

Saboraud Dextroz Agar (SDA): Maya kiiltiirlerinin hazirlanmasi i¢in kullanildi.

Hazirlanisi:
e 100 mL distile suya 6,5 g SDA eklenerek ¢ozdiiriildii ve daha sonra otoklavda steril

hale getirildi.

3.4.2. Antimikrobiyal Aktivite Calismalarinda Kullanilan Mikroorganizmalar
Calismada kullanilan Gram pozitif bakteriler;

e Staphylococcus aureus ATCC 25923,

e Enterococus faecalis ATCC 29212 ve

e Bacillus subtilis ATCC 6633’tiir.
Gram negatif bakteriler;

e Escherichia coli ATCC 25922,

e Escherichia coli NRRL B-3704,

e Proteus vulgaris 13315 ve

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 10142’dir.
Mayalar;

e Candida albicans ATCC 60193 ve

e Candida tropicalis ATCC 13803 ’tir.

3.4.3. Minimum inhibisyon Konsantrasyon Testi (MiK)

Bu ¢aligmada 96’11 U seklinde kuyucuklara sahip steril mikroplaklar kullanildi.

e Bakteri kiiltiirlerinin hazirlanmasinda bakterilerin NA’ya; maya kiiltiirlerinin ise
SDA’ya ekimleri yapild1 ve kiiltiirler 20 saat siire ile 37 "C’de inkiibe edildi.

e Inkiibasyon islemi bittikten sonra ¢alisma sirasinda iireme yogunlugu fazla olan
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kolonilerden 6ze yardimi ile 6rnek alinarak serum fizyolojik igerisine eklendi ve bakteri
yogunlugu 0,5 McFarland’a esitlendi.

e2 mL alinarak 38 mL’lik serum fizyolojige eklenerek 1:20 oraninda seyreltme
yapilmis oldu.

e Seyreltme islemi bittikten sonra her bir kuyucuga 0,1 mL MHB koyuldu.

o Mikroplaklardaki ilk kuyucuklara 0,1 mL olacak sekilde bilesiklerden eklendi.

e 10 uL 1:20 oraninda seyreltilmis olan bakteri kiiltiirii ilave edildi.

¢ Kuyucuklarda bulunan karigim mikropipet yardimiyla karistirildi.

e Bilesgiklerin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek amaciyla 512 pg/ulL
konsantrasyondan baslayarak seri diliisyonlar1 yapildi.

e Hazirlanan mikroplaklar bakteriler icin 24 mayalar icin ise 48 saat siireyle 37 'C’de

inkibe edildi.

3.5. Mutajenite ve Antimutajenite
Mutajenite ve Antimutajenite calismalarinda kullanilan kimyasallar ve besiyerleri

Sigma-Aldrich ve Merck firmalarindan temin edilmistir.

3.5.1. Mutajenite ve Antiutajenite Calismalarinda Kullanilan Stok Cozeltiler ve
Besiyerleri

50X VB tuz ¢ozeltisi (Vogel-Bonner E ortami) Mutajenite ve antimutajenite

deneylerinde kullanilan histidin-biyotin-ampisilin agar, histidin-biyotin ve minimal glukoz
agar plaklarinin hazirlanmasinda kullanild.

Hazirlanist:

¢ 100 mL’lik 50X VB tuz ¢dzeltisi hazirlamak icin, 45 °C sicakliktaki 67 mL distile
suya sirastyla 1 g magnezyum siilfat, 10 g sitrik asit monohidrat, 50 g potasyum fosfat ve
17,5 g sodyum amonyum fosfat tetrahidrat eklendi ve ¢ozdiiriildii.

e Cozelti 100 mL’ye tamamlandi.

e (Cozelti otoklavda steril hale getirildi ve oda sicakliginda saklandi.

Nutrient Broth (NB): Ames testinde kullanilacak olan gecelik kiiltiirdeki test

suslarinin tiretimi i¢in kullanildi.

Hazirlanisi:

¢ 40 mL distile su igerisine 1 g nutrient broth ilave edildi ve ¢ozdiirtildii.

e (Cozilinen karisim daha sonra 20°ser mL olarak ayr1 ayr1 siselere alindi.
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e Hazirlanan besiyerleri son olarak otoklavda steril hale getirilerek kullanilincaya
kadar +4 “C’de saklandh.
%20’lik Glukoz Cozeltisi: Deneydeki HB, HBA ve MGA plaklarinin hazirlanmasi

icin kullanildi.
Hazirlanisi:
¢ 10 mL’lik distile suya 2 g glukoz eklenerek ¢ozdiiriildii.
e Cozelti otoklavda steril edilerek kullanimina kadar +4 °C’de saklandi.

%0,5°1ik Histidin Cozeltisi: Deneylerdeki HB ve HBA plaklarinda kullanildi.

Hazirlanisi:
¢ 5 mL’lik distile su icerisine 0,025 g L-Histidin eklendi ve manyetik karistirict ile

tamamen ¢dziinmesi saglandi.
e Karisim 0,22 pm ¢apli membran filtreden gegirilerek steril hale getirildi.
e Kullanimia kadar +4 °C’de saklandi.

0.5 mM’lik Biyotin Cozeltisi: HB ve HBA plaklarda kullanildi.

Hazirlanist:
¢ 0,015 g D-Biyotin 150 mL’lik distile suya eklenerek 1sitict 6zellikteki manyetik

karistici ile tamamen ¢ozdiiriildii.
e Karisim membran filtreden gegirilip steril hale getirildi.
e Daha sonra kullanilmak iizere +4 °C’de saklandu.

0,02 N NaOH Cdzeltisi: Ampisilin ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanildi.

Hazirlanisi:
¢ (0,008 g NaOH 10 mL distile suya eklendi ve ¢ozdiiriildii.
%0,8-0,02 N NaOH Ampisilin _Cozeltisi: Mutajenite  ve Antimutajenite

caligmalarinda HBA plaklarimin hazirlanmasinda ve pKM101 plazmidi tagiyan suslarin
kontroliinde kullanilir.

Hazirlanisi:

¢ (0,2 g ampisilin trihidrat 25 mL distile su ile ¢6zdiirtildi.

e Membran filtreden gecirilerek steril hale getirildi.

e Daha sonra kullanilmak iizere +4 °C’de muhafaza edildi.

Sodyum-Fosfat Tamponu (pH=7,4): Deneylerdeki top agara ilave edilmek igin
kullanildz.

Hazirlanisi:
e Toplamda 250 mL sodyum fosfat tamponu hazirlamak i¢in ilk 6nce 0,2 M’lik
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sodyum dihidrojen monohidrat ¢ozeltisi hazirlandi.

e Daha sonra yine 0,2 M’lik disodyum hidrojen fosfat dihidrat ¢ozeltisi hazirlanarak
bu iki ¢dzelti birbiri ile karistirildi.

e pH’1 7,4 olacak sekilde ayarlandi ve otoklavda steril hale getirildi.

%0,9 Tuz c¢ozeltisi (Serum Fizyolojik): Deneylerde c¢alisilacak olan bakteri

kiltiirlerinin seyreltilmesinde kullanildi.
Hazirlanisi:
¢ 0,45 g NaCl 50 mL dH2O0 ile karistirilarak otoklavda steril edildi.

0,5 mM Histidin/Biyotin Cozeltisi: Mutajenite ve Antimutajenite deneylerinde top

agara ilave olarak kullanildz.

Hazirlanisi:

¢ 500 mL distile suya 0,062 g D-biyotin ilave edilerek isiticili manyetik karistiricida
tamamen ¢Ozdurtldi.

e Cozeltinin lizerine 0,048 g L-Histidin eklenerek tekrar ¢ozdiiriildii.

e Karisim membran filtreden gegcirilerek steril hale getirildi ve kullanilincaya kadar
+4 °C’de saklandh.

Kristal Viyole Cozeltisi (%0,1): Rfa mutasyonunun kontroliinde kullanildi.

Hazirlanisi:
¢ 0,01 g kristal viyole 10 mL distile su ile karigtirildi.

e Cozelti cam siseye alinip karanlikta ve +4 "'C’de muhafaza edildi.

Histidin/Biyotin/Ampisilin (HBA) Agar: Deneylerde kullanilacak olan master

plaklarin hazirlanmasinda ve ampisiline direngliligin kontroliinde kullanildi.

Hazirlanisi:

¢ 0,75 g agar distile su ile karistirildu.

¢ Otoklav ile sterilizasyon gerceklestirildi.

o1 mL 50X VB, 5 mL %20’lik glukoz ve %0,5’1lik histidin ¢ozeltileri eklenerek
tamamen ¢ozdurildi.

¢ 0,5 mM’lik biyotin ve ampisilin ¢ozeltileri ilave edildi.

e Karigim steril haldeki petrilere esit miktarlarda dokiildii.

e Petrilerde suslar +4 "C’de muhafaza edildi.

Top (Ust) Agar: Mutajenite ve Antimutajenite deneylerinde kullanilir.

Hazirlanist:
¢ 50 mL distile su igerisine 0,3 g agar ve 0,25 g sodyum kloriir eklendi.
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o [siticili manyetik karistiricida ¢ozdiriilen karistm her biri 2 mL olacak sekilde

deney tiiplerine aktarildi.
e Tiipler otoklavda steril hale getirildi.
e Calisma sirasinda 42 °C su banyosu igerisinde tutuldu.

4-Nitro-o-fenilendiamin (0,1 pg/ul)): TA98 mutant susu igin pozitif kontrol ve

mutajen olarak kullanildi.
Hazirlanisi:
¢ 10 mL DMSO igerisinde 1 mg 4-Nitro-o-fenilendiamin ¢ozdiirtildi.
e Plak bagina 10 pg kullanildi.
e Oda sicakliginda tutuldu.
Sodyum Azid (0,01 pg/ul): TA100 mutant susu ile yapilan ¢aligmada hempozitif

kontrol hem de mutajen olarak kullanildi.

Hazirlanisi:

¢ 0,1 mg sodyum azid (NaN3z) 10 mL distile su igerisinde ¢6zdiiriildii.
e Membran filtreden gegirilerek steril hale getirildi.

e Calismalarda 1 pg/plak kullanildi ve +4 °C’de saklandu.

Nutrient Agar (NA): Mutajenite ve antimutajenite ¢alismalari i¢in gecelik kiiltiiriin

mL’sinde bulunan bakteri yogunlugunun belirlenmesi ve UV ile kristal viyole hassasiyeti
kontroliinde kullanildu.

Hazirlanist,

¢ (0,75 g agar ve 1,25 g nutrient broth 50 mL’lik dH20 ile otoklav ile ¢ozdiiriiliip
steril edildi.

e S1vi halde bulunan agar, steril petrilere her biri esit hacimde olacak sekilde
aktarildi.

Histidin/Biyotin (HB) Agar: Mutajenite ve antimutajenite ¢alismalar1 yapilirken

histidin gereksiniminin kontroliinde kullanilir.

Hazirlanisi;

¢ 50 mL’lik agar hazirlamak igin, 0,75 g agar 42 mL dH2O ile karistirildi.

¢ Agar otoklavda steril edildi.

o Sterilizasyondan sonra karisima sirasiyla; 1 mL 50X VB tuz ¢ozeltisi, 5 mL*
glukoz ve 0,5 mL histidin ¢6zeltisi ilave edilerek ¢ozdiirtildii.

e Cozeltiye 0,5 mM biyotin ¢ozeltisi eklendi ve ¢ozeltinin son hacmi 50 mL olacak
sekilde dH.O eklendi.
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e Son olarak steril petrilere esit miktarda olacak sekilde agar dokiildii.

Minimal Glukoz Agar (MGA):
¢ 100 mL’lik MGA igin, 1,5 g agar ile 83 mL distile su karistirildi.

¢ Otoklavda steril hale getirildi.

o Steril hale gelen ¢ozeltiye sirasiyla, 2 mL 50X VB tuz ¢ozeltisi, 10 mL %20’lik
glukoz ¢ozeltisi eklendi.

e Son hacmi 100 mL olacak sekilde karisim iizerine distile su ilave edildi.

e Son olarak daha Onceden steril hale getirilmis olan petrilere esit miktarlarda
(yaklasik 25 mL) agar dokiildii.

Calismada kullanilan mutant suslar ve bunlara ait olan genotipik 6zellikler Cizelge

3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan mutant suslara ait genotipik 6zellikler

SUSLAR Histidin LPS | R Faktor Onarim Mutasyon tiirii
Mutasyonu

TA98 hisD3052 Rfa pKM101 Auvr B Cerceve kaymasi

TA100 hisG46 Rfa | pKM101 Auvr B Baz ¢ifti degisimi

LPS: Lipopolisakkarit, 4: Delesyon

3.5.2. Suslarin Genetik Ozelliklerinin Kontrolii

3.5.2.1. Suslarin Histidin Gereksinimi

Suglarin histidin gereksiniminin kontroliinde his™ bakteriler ile his™ bakterileri ayirt
etmek i¢in biyotin ve histidin icermeyen MGA agarli plak kontrol plag: olarak kullanildi.
Suslarin histidin sentezleme yetenekleri olmadigi icin MGA’da lireyemezler ama histidin
ve biyotin ortaminda iireyebilirler. Suslarin tiremelerinin kontrolii i¢in;

¢ NB’da hazirlanan gecelik kiiltiirlerden taze HB ve MGA igeren petrilere ¢izgi ekim
yapildi.

e Ekim yapildiktan sonra 37 "C’de 48 ile 72 saat aralifinda inkiibasyona birakildi.
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3.5.2.2. Rfa Mutasyon Kontrolii

Rfa mutasyonu mutant suslarin hiicre duvarlarinin yapisindaki lipopolisakkarit
tabakasinda meydana gelen bir mutasyon tipidir. Bu mutasyon hiicre duvarinin
gecirgenligini arttirmaktadir. Rfa mutasyonunun varligi kristal viyoleye duyarlilik testi ile
belirlendi.

e Mutasyonun varligini belirlemek amaciyla, bir gece dnceden NB’de {liretilen taze
bakteri kiiltiirtinden 0,1 mL alinarak NA’ya ekim yapildu.

e 0,5 cm ¢aplh disk, plagin ortasina yerlestirilerek tizerine 0,01 mL kristal viyole
cozeltisi (%0,1) diske emdirildi. Son olarak petriler 37 "C’de 24 saat inkiibe edildi.

3.5.2.3. uvrB Mutasyon Kontrolii

Mutasyonun kontrolii Ultraviyole (UV) duyarlilik testi kullanilarak gergeklestirildi.
Mutasyon kontrolii igin;

e NB’de bir gece dnceden iiretilmis olan bakteri kiiltiirlerinden alinarak NA olan
petrilere paralel ekim yapildi.

e Petrinin yaris1 UV 15181m1 almayacak sekilde plastik bir tabaka ile kapatildi diger
yarist ise 33 cm yiikseklikten 8 sn boyunca 30 watt’lik germisidal UV 1silarina maruz
birakildi.

e Daha sonra petri 24 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edildi.

3.5.2.4. R Faktor Kontrolii

Ampisilin direng faktorii olarak da bilinen R faktorii barindiran pKM101 plazmidinin
kontroli;

¢ TA98 ve TA100 mutant suslarimin HBA bulunan plaklara ekimleri yapilarak
gerceklestirildi.

e 24 saat 37 "C’de inkiibe edildi.

3.5.2.5. Suslarin Gecelik Kiiltiirlerinin Hazilanmasi

e Suslarin gecelik kiiltiirlerinin hazirlamasi i¢in onceden kullanima hazir hale
getirilmis olan master plaklar kullanildi.

e Master plaklardaki kolonilerden iyi bir sekilde izole olan koloni segilerek 6ze
yardimut ile alinarak 0,063 mL ampisilin bulunduran 20 mL NB’ye aktarildi.

e 16 saat siire ile 37 ‘C’de inkiibe edildi.
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e Gecelik kiiltiirden 500 uL alind1 ve taze NB’ ye aktarildi.

e 3 saat siire ile 37 "C’de inkiibasyona birakilds.

3.5.2.6. Mutajenite ve Antimutajenite Calismalarimin Yapihsi

Calismada 4-metilbenzo[d]tiyazol-2-amin tiirevi Schiff bazi bilesiklerinin potansiyel
mutajenite ve antimutajenite 6zellikleri Ames testi ile ¢alisildi.

e Bilesiklerin 4 farkli konsantrasyonu (0,5, 5, 50, ve 500 ppm) hazirlandi.

e Calismada donmamalarimi saglamak igin 42 “C’lik su banyosunda tutulan histidin
biyotinli top agar igerisine sirastyla 500 pL sodyum/fosfat tamponu, 100 uL test edilen
bilesikler ve 100 pL de bakteri kiiltiirii eklendi.

e Karisim MGA igeren plaklara aktarilarak homojen bir dagilma saglandi.

e Son olarak petrilerin donmasi beklenerek 48 saat 37 °C’de inkiibe edildi.

e Geri donen bakteri kolonileri (his*) sayildi.

Suslarin pozitif kontroli;

¢ TA98 mutant susu i¢in NPD mutajeni, TA100 mutant susu i¢in NaNz mutajeni
kullanilarak gergeklestirildi.

e Her iki sus icinde ayr1 ayr1 kontroller hazirlandi. 222 pL histidin biyotinli top agara
once 500 pL sodyum/fosfat tamponu, daha sonra TA98 i¢in 100 puL. NPD ve TA100 i¢in
NaNs eklendikten sonra 100 pL bakteri kiiltiirii de eklenerek karisim MGA’l1 petrilere
dokiildii.

e Homojen bir sekilde dagilimi gergeklestirilerek petriler donduruldu.

e 37 “C’de 48 saatlik inkiibasyonlar1 gergeklestirildi.

e Inkiibasyon isleminin ardindan geri dénen bakteri kolonileri (his*) say1ldi.

Suslarin negatif kontrolii; suslarin negatif kontrolleri i¢in DMSO kullanildi.

42 °C’deki 222 pL histidin biyotin ¢dzeltisi bulunan top agara sirasiyla 500 pL
sodyum/fosfat tamponu, 100 pL DMSO ve 100 pL bakteri eklendi.

e Karisim MGA igeren plaklara aktarilarak bakterilerin ve tamponlarin homojen bir
sekilde dagilmasi saglandi.

e MGA plaklarin donmasi beklendi ve 48 saat siire ile 37 °C’de inkiibasyona
birakildi.

e Son olarak geri donen bakteri kolonileri (his™) sayildi.

Suslarin _sponton kontrolii; TA98 ve TA100 mutant suslarimin kendiliginden

(spontan) his™ formdan his™ forma gegebildikleri bilinmektedir. TA98 ve TA100 suslarina
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ait spontan his* formdaki bakteri sayilar1, TA98 susu i¢in 20-50 revertant/plak, TA100 igin
ise 75-200 revertant/plak koloni sayisidir. Kontrol igin;

e 42 "C’de bekletilen 222 pL histidin biyotin ¢ozeltisi ihtiva eden top agara énce 500
uL sodyum/fosfat tamponu daha sonra 100 pL bakteri kiiltiirti eklendi.

e MGA’l1 plaklara dokiilerek homojen bir sekilde dagilmasi saglandi.

e MGA petrilerin donmasi beklendi ve 37 “C’de 48 saat inkiibasyona birakilds.

e Inkiibasyon isleminden sonra plaklardaki geri donen bakteri kolonileri (his*)

sayildi.

3.6. Ames Testi Sonuglarinin Degerlendirilmesi

3.6.1. Mutajenik Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Calismalar i¢in kullanilan 4-metilbenzo[d]tiyazol-2-amin tiirevlerinin mutajenik
ozelliklerinin belirlenmesinde negatif kontrolde olusan revertant/plak sayisi dikkate alindi.
Test bilesiklerinin plaklarda olusturdugu geri donen Koloni sayisinin, negatif kontroldeki
koloni sayisinin iki kati veya daha istii oldugu durumlarda mutajenitenin varligi,
konsantrasyona bagli bir sekilde koloni sayisinda herhangi bir artis gézlemlendiginde ise

zay1f mutajenik aktiviteden bahsedilir (Mortelmans ve Zeiger, 2000).

3.6.2. Antimutajenik Ozelliklerin Degerlendirilmesi
Test edilen bilesiklerin antimutajenik aktivitelerinin degerlendirilmesinde inhibisyon

oranlart dikkate alinarak degerlendirme yapildi (Hong ve Lyu, 2011).
inhibisyon Oran1 (%) = [E] x 100 (3.2)

A: Pozitif kontroldeki plak bagina geri donen koloni sayist
B: Test edilen bilesik ve mutajen varliginda plaktaki geri donen koloni sayisi

C: Spontan koloni sayisi/plak

e Bilesigin mutant suslar1 inhibe etme orami eger %?25°ten az olursa bilesigin
antimutajenik 6zellikte olmadigindan bahsedillir.

e Inhibisyon oram1 %25-40 arasinda bir degerde ise bilesigin antimutajenik
Ozelliginin orta dereceli oldugu belirlenir.

e Inhibisyon oranlar1 eger %40 ve daha yiiksek bir degerde olursa, bilesiklere ait
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antimutajenik aktivitenin giiclii oldugu soylenir.
Calismalar sonucunda elde edilen verilerin ortalamalar1 alind1 ve standart sapmalari

hesaplandi.

3.7. Antioksidan Cahsmalari
Calismada kullanilan BHT ve DPPH kimyasallart Sigma-Aldrich firmasindan,

bilesiklere ait ¢ozeltilerin hazirlanmasi i¢in kullanilan etanol Merck’ten temin edildi.

3.7.1. DPPH Radikali Siipiiriicii Etkisi

Deney Brand-Williams ve ark. (1995) gelistirdigi yonteme gore yapilmistir.

¢ (0,025 g DPPH, 100 mL etanolde manyetik karigtirici ile 6 saat siireyle ¢ozdiirtildii.

e Standart ¢oOzeltinin Ao degeri UV spektrofotometresinde 517 nm’de Olgiiliip
kaydedildi.

e Her bir bilesik icin 1 mg/mL’lik stok ¢ozeltiler hazirland1 ve bu stok ¢ozeltiler
sirastyla 20 pg/mL, 40 pg/mL ve 80 png/mL olacak sekilde UV kiivetlerine koyuldu.

e Bilesiklerin potansiyel antioksidan aktivitelerinin kiyaslanacagi pozitif kontrol olan
BHT’de ayn1 konsantrasyonlarda kiivetlere eklendi.

e Daha sonra sirasiyla; 1480 pL, 1460 puL ve 1420 uL. DPPH ilave edildi.

e Tiim kiivetlere 500 puL etanol koyularak 30 dakikalik bir inkiibasyona birakildi.

e Reaksiyonun gergeklesmesi igin beklenen siire sonunda, tiiplerdeki karigimin 517
nm’de UV spektrofotometresinde dlgtimleri yapildi. Absorbans degerleri kaydedildi.

e Bilesiklerin DPPH radikali ile reaksiyona girmesi sonucunda, radikalin olusturdugu
mor rengin siddetindeki azalmaya bagli olarak % inhibisyon degerleri asagidaki formiile
gore hesaplandi ve bu degerler standart BHT c¢ozeltilerinden elde edilen verilerle
karsilastirildi.

Ag—Aj

inhibisyon Degeri (%) = [

AR

]x 100 (3.3)

A: Absorbans
Ax: Kontrole ait absorbans degeri

As: Ornege ait absorbans degeri
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Benzotiyazol Tiirevi Schiff Bazlarimin DNA ile Etkilesimleri

4.1.1. Jel Elektroforez Yontemi ile DNA Kesme Bulgulari

Yapilan ¢alismalar sonucunda tiim test bilesiklerinin pBR322 plazmid DNA’sin
hem hidrolitik hem de oksidatif olarak kestigi belirlendi. Bilesik 1, Bilesik 2 ve Bilesik
3’tin  hidrolitik kesme aktivitesi incelendiginde tiim Dbilesiklerin 25 uM’lik
konsantrasyonlarindan baglayarak tiim konsantrasyonlarinda Form I DNA’nin Form II
DNA’ya donistiigii belirlendi.

Bilesiklere ait oksidatif kesme aktivitesine bakildiginda ise, bilesiklerin pBR322
plazmid DNA’sinda kesme aktivitesine sahip olduklar1 ve DNA’min III. formunun da
olustugu tespit edildi.

Bilesik 1’in oksidatif kesme aktivitesinde, 25 pM, 50 puM ve 100 pM’lik
konsantrasyonlarinda Form I plazmid DNA’nin Form II’ye doniistiigii, 200 uM ve 400
uM’luk konsantrasyonlarinda ise plazmid DNA’nin ii¢ formununda oldugu belirlendi.

Bilesik 2’ye ait oksidatif kesme aktivesi detayli olarak ele alindiginda, bilesigin 25
uM’lik konsantrasyonunda Form I plazmid DNA’nin Form II’ye déniistiigii, 50, 100, 200
ve 400 uM’lik konsantrasyonlarinda ise Form I plazmid DNA’nin hem Form II’ye hem de
Form III’e doniistiigii gozlemlendi.

Bilesik 3’iin oksidatif kesme aktivitesinde bilesige ait 25, 50 ve 100 pM’lik
konsantrasyonlarda Form I plazmid DNA’nin Form II’ye doniistiigli belirlendi. 200 ve 400
uM’lik konsantrasyonlarinda ise Form I’ in yaninda Form II ve Form III sekilleride
goriildii (Sekil 4.1.a,b).

Genellikle yapisinda etoksi bulunan bilesiklerin H2O> varliginda anyon formunda
oldugu ve bundan dolayr niikleofilik bir saldirtya neden olarak DNA’y1 kestikleri
bildirilmistir (Hussein ve ark., 2016).

Buna bagli olarak bilesiklerin oksidatif kesme aktivitelerinin konsantrasyona bagl
bir sekilde arttigi belirlendi. Bilesik 2’nin oksidatif DNA kesme aktivitesinin diger
bilesiklere kiyasla daha diisiik konsantrasyonlarda baslamasinin nedeninin yapisinda

bulunan etoksiden kaynakli oldugu sdylenebilir.
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Bilesik 1

Form II

—_————

a

Bilesik 2
FormII

——————

a

Bilesik 3
Form Il
Form III

—_————

— — — — w— w1y ] ]

a b

Sekil 4.1. a. Hidrolitik kesme (1. DNA, 2. DNA+ 25uM Bilesik, 3. DNA+ 50uM Bilesik 4.
DNA+ 100 uM Bilesik, 5. DNA+200uM Bilesik, 6. DNA+400uM Bilesik), b. Oksidatif
kesme (1. DNA, 2. DNA+ 25uM Bilesik+H202, 3. DNA+ 50uM Bilesik +H202, 4. DNA+
100 uM Bilesik+H202, 5. DNA+ 200uM Bilesik+H202, 6. DNA+400uM Bilesik+H205)

Zeyrek ve ark. (2016), yaptiklar1 galismada, glisin-metil-ester-hidroklorid ve 2-
hidroksi-1-naftaldehit’in reaksiyona sokulmasiyla bir amino asit bazli ve iki noktali Schiff
bazi, (E)-metil2-((2-oksonaftalinl(2H)-iliden)metilamino)asetat (ligand), sentezlemislerdir.
Sentezlenen bilesiklerin DNA kesme aktivitelerini agaroz jel elektroforez yontemiyle
pBR322 plazmid DNA’st kullanarak belirlemislerdir. Jel elektroforez ¢alismalari
sonucunda bilesiklerin plazmid DNA’y1 harici bir ajana (H20: gibi) ihtiyag duymadan
kestigini belirtmislerdir.

Tejaswi ve ark. 2016 yilinda yaptiklar ¢alismada, yeni benzotiyazol Schiff bazlari
sentezlemislerdir. Bilesiklerin DNA kesme aktivitelerini incelemislerdir. Calisma
sonucunda bilesiklerin DNA’y1 hem oksidatif hem de hidrolitik olarak kestigini
gbzlemlemislerdir.

Hussein ve ark. (2016), (E)-2-(3-etoksi-2-hidroksibenziliden) hidrazinkarbotioamid
ve (E)-N-etil-2-((2-hidroksinaftalen-1-il)metilen)hidrazinkarbotioamid sentezlemislerdir.

Bilesiklerin DNA kesme aktivitelerini aragtirmiglardir. Calisma sonucunda iki bilesiginde
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H20> varliginda 6nemli niikleaz aktivitesi gosterdigini bildirmislerdir.
Calismamizi onceki ¢aligmalarla karsilastirdigimizda elde edilen verilerin benzer

sonuglar verdigi gorilmiistiir.

4.1.2. DNA Baglanma Sonuclari

Cift sarmal yapidaki DNA, hidrojen baglarinin komplementer bazlar ile arasindaki
hidrofobik etkilesimler sayesinde birarada tutulur. Ancak DNA herhangi bir denatiire ajana
maruz birakildiginda DNA’y1 birarada tutan hidrofobik etkilesim kuvvetinde azalma olur
ve bu ajan ¢ift sarmal yapinin tek bir sarmala doniismesine sebep olur. Tiim bu olaylar
sirasinda baz-baz etkilesiminde azalma meydana gelir ve serbest haldeki bazlarin
komplementer bazlar ile arasindaki hidrojen baglarinin olusmamasi, DNA ¢ozeltisinin UV
absorbansinda artisa neden olur.

DNA baglanma ¢aligmalar1 sonucunda Bilesik 1’in UV-Vis spektrumunda, kademeli
bir sekilde artinlan CT-DNA konsantrasyonu ile absorbans siddetindeki degisimin
hiperkromizm yoniinde oldugu ve Bilesik 1’de %43-69 hiperkromizm ve 297 nm’de ki
absorbsiyonda 2 nm batokromik (kirmiziya) kayma goriildi.

Bilesik 2°nin UV-Vis spektrumu incelendiginde, kademeli olarak eklenen CT-DNA
konsantrasyonu ile absorbans siddetindeki degisimin Bilesik 1°deki gibi hiperkromizm
yoniinde oldugu belirlendi. Bilesik 1’in UV-Vis spektrumunda %6-58 oranlarinda
hiperkromizm ve 296 nm’de 3 nm batokromik kayma goriild.

Bilesik 3’iin UV-Vis spektrum verilerine bakildiginda artan CT-DNA konsantrastonu ile
dogru orantili olarak absorbans siddetinde de artis oldugu belirlendi. Bilesik 3’teki
hiperkromizm %2-12 ve 294 ile 396 nm’lerde 2 nm batokromik kayma seklinde oldugu
saptand.

Bu veriler Bilesik 1, 2 ve 3’iin CT-DNA ile etkilesiminin elektrostatik oldugunu
gostermektedir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. Bilesik 2’nin UV-Vis absorpsiyon titrasyonu
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Sekil 4.4. Bilesik 3’iin UV-Vis absorpsiyon titrasyonu

Hiperkromik etki, hidrofobik yiizeyleye sahip ligand iceren pozitif yiikli
kompleksler ve bilesikler ile CT-DNAnin negatif yiiklii oksijen fosfat omurgasi arasinda
kovalent olmayan bir sekilde elektrostatik etkilesime bagli olarak ortaya ¢ikar. Bu
etkilesim DNA’nin yapisinda ikincil bir kontraksiyona ve genel hasara neden olur (An ve
ark., 2006). Bununla birlikte hiperkromisite, DNA denatiirasyonunda absorbanstaki artisla
iligkilidir.

Alizadeh ve ark. (2014), benzotiyazol Schiff baz wvalin Cu(ll) ve Zn(ll)
komplekslerini sentezlemislerdir (la ve b, 2a ve b). Komplekslerin DNA baglama
etkinliklerini arastirmiglardir. Calisma sonucunda komplekslerin CT-DNA ile elektrostatik
olarak etkilesime girdigini belirlemiglerdir.

Kalaivani ve ark. (2016), salisilaldehit-4(N)-feniltiyosemikarbazon ve naftaldehit-
4(N)-metiltiyosemikarbazon sentezlemislerdir. Sentezledikleri bilesiklerin DNA baglanma
etkinliklerini arastirmiglardir. Caligma sonucunda bilesik 2°’nin CT-DNA’ya elektrostatik
olarak baglandigini rapor etmislerdir.

Zeyrek ve ark. (2016) yaptiklari caligmada, glisin-metil-ester-hidroklorid ve -2-
hidroksi-1-naftaldehit’in reaksiyona sokulmastyla bir amino asit bazli ve iki noktali Schiff
bazi, (E)-metil2-((2-oksonaftalinl(2H)-iliden)metilamino)asetat (ligand) sentezlemislerdir.
Senztezlenen ligandin UV-Vis spektroskopi c¢alismalari ile ligandin CT-DNA’ya
elektrostatik olarak baglanabildigini gostermislerdir.

Bu bilgiler dogrultusunda ¢alismamizi 6nceki ¢aligmalarla karsilagtirdigimizda DNA

baglanma etkilesimlerinin benzer sonuglara sahip oldugunu sdyleyebiliriz.
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4.2. Antimikrobiyal Aktivite Bulgulan

In vitro duyarlilik testlerinin yapilma amaglarindan biri de hastalik etkeni
mikroorganizmalarin, hastalik etkeninin kullanilan antibiyotige karsi direng gdsterme
olasiklarmi1  degerlendirmektir. Bu ylizden duyarlilik testleri  antibiyotiklerin
kiyaslanmasinda oldukg¢a dnemlidir (Reller ve ark., 2009).

4-Metilbenzo[d]tiyazol-2-amin tiirevi Schiff bazlarinin antimikrobiyal aktivitelerini
test etmek i¢in broth mikrodiliisyon yontemi kullanildi. Calismalarda mikroorganizmalarin
{iremesinin olmadig1 en diisiik konsantrasyon MIK degeri olarak saptandi.

Bilesik 1’e ait MIK sonuglar1 degerlendirildiginde, antibakteriyel aktivitenin tiim
bakteriler i¢in 128-32 pug/mL konsantrasyon araliginda oldugu ve Candida albicans ve
Candida tropicalis’e kars1 antifungal aktivitesinin ise 16 ug/mL konsantrasyonda oldugu
belirlendi.

Bilesik 2’nin antibakteriyel aktivitesi incelendiginde aktivitenin 256-64 pg/mL
konsantrasyon araliginda oldugu goézlemlendi. 32 pg/mL konsantrasyonda ise antifungal
aktivite gosterdigi tespit edildi.

Bilesik 3’iin antibakteriyel aktivitesine bakildiginda aktivitenin 128-64 pg/mL ve
antifungal aktiviteninde 32-16 pg/mL konsantrasyon araliginda oldugu goriildii (Cizelge
4.1).

Cizelge 4.1. 4-Metilbenzo[d]tiyazol-2-amin tiirevlerinin MIK degerleri (ug/mL)

Bakteriler Mayalar
» 3
m § %  —  — g wn (7] 'ﬂ
* - - » 2
= |2g/8y/z9/88/88| 292 589|888
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n L &
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Bilesik 1 128 | 128 128 64 64 64 32 16 16
Bilesik 2 64 256 | 256 128 64 128 64 32 32
Bilesik 3 64 128 128 128 128 64 64 32 16

Calisma sonucunda test bilesiklerinin Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler

tizerindeki etkinlikleri incelendiginde Gram negatif bakterilerin iireme etkinlikleri iizerinde
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inhibe edici 6zelliklerinden bahsedilebilir. Bu durumda bilesiklerin antibakteriyel etkisinin
bakterilerin hiicre duvar yapist ile iligkili oldugu diisiinebilir. Cilinkii hiicre duvari, birgok
bakterinin hayatta kalmasi i¢in sarttir ve bazi antibiyotikler, peptidoglikanin sentezindeki
herhangi bir basamagi inhibe ederek bakterileri 6ldiirebilme potansiyeline sahiptirler (El-
Sherif ve Eldebss, 2011).

Tiim bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteleri kendi aralarinda kiyaslandiklarinda en
giiclii aktiviteye sahip olanin Bilesik 1 oldugu goriildii. Bunun nedeninin Bilesik 1’in
yapisindaki Ferrosen’den kaynakli oldugu soylenebilir. Ciinkii Ferrosen, demir ve iki adet
siklopentadienil grubunun olusturdugu bir bilesiktir. Literatiirde yapilan ¢aligmalarda da
Ferrosen ihtiva eden bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerinin daha gii¢cli oldugu
bulunmustur (Chohan ve ark., 2005). Dolayisiyla Bilesik 1, diger bilesiklere gore daha
giiclii bir antimikrobiyal aktiviteye sahiptir.

Patel ve Shaikh (2010), benzotiyazol tiirevi bilesikler sentezlemislerdir. Bilesiklerin
in vitro antimikrobiyal aktivitelerini, iki Gram pozitif (Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes), iki Gram negatif (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa)
bakteri ve {i¢ maya tirii (Candida albicans, Aspergillus niger, Aspergillus clavatus)
tizerinde broth mikrodiliisyon metodu kullanarak belirlemislerdir. Bilesiklerin standart
ilaglarla  karsilastirildiginda  antimikrobiyal  etkinliklerininin ~ giigli ~ oldugunu
gostermislerdir.

Kumaravel ve Raman (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, iki yeni imidazol tiirevi
Schiff bazi, (Z)-1-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)-N-benzilidenmetanamin (L) ve 1-(1H-
benzo[d]imidazol-2-il)-N-(4-nitrobenziliden)metanamin sentezlemislerdir. Imidazol tiirevi
bilesiklerin antbakteriyel aktiviteleri agar difiizyon yontemi ile Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium bakteri
tirleri ve Aspergillus niger, Fusarium solani, Curvularia lunata, Rhizoctonia bataticola,
Candida albicans fungus tiirleri kullanilarak yapilmistir. Tim bilesiklerin yiiksek
antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri oldugunu saptamislardir.

Yildirnm 2017, glisin metil ester salisiliden bilesiginin antimikrobiyal aktivitesini
incelemistir. Antimikrobiyal aktivite calismalarmi broth mikrodiliisyon metodu (MIK) ile
Gram negatif (Escherichia coli, Pseudomonas aerouginosa, Proteus vulgaris), Gram
pozitif (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis) bakteriler ve
mayalar (Candida albicans, Candida tropicalis) ile arastirmistir. Calisma sonucunda
bilesigin Gram pozitif, Gram negatif bakteriler ve mayalar iizerinde etkili oldugunu

gostermistir.
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Literatiir =~ taramalarindan  elde  edilen  sonuglara  goére  calismamizi

degerlendirdigimizde benzer sonuglar verdigi gézlemlendi.

4.3 Mutajenik ve Antimutajenik Aktivite Bulgular:

4.3.1. Suslara Ait Genetik Ozelliklerin Kontrolii

4.3.1.1. Histidin Gereksinimleri

Calismada kullanilan mutant suslar MGA ve HB agar iceren plaklara ekim
yapildiktan sonra inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda plaklar incelendiginde HB agarli
plaklarda tiremenin oldugu ancak histidin aminoasitini icermeyen MGA agarli plaklarda
tiremenin olusmadig goriildii. Bu sonuglara gore, mutant suslarin ikisininde his™ 6zelligi

tasidigt dogrulandi (Sekil 4.5 ve 4.6).

Sekil 4.6 TA100 mutant susunun HB ve MGA plaklarinda tireme siklig
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4.3.1.2. rfa Mutasyonu Kontrolii

Bu mutasyon kontrolii gergeklestirilirken mutant suglara Kkristal viyole hassasiyet
testi uygulandi. Uygulama sonucunda kristal viyole ¢ozeltisi eklenen disklerin etrafinda 14
mm c¢apta seffaf bir zon olustugu goézlemlendi. Bu sonuglara goére kullanilan mutant

suglarin ikisininde rfa mutasyonunu tasidiklart dogrulandi (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. TA98 ve TA100 mutant suslarindaki kristal viyole hassasiyeti

4.3.1.3. uvrB Mutasyonu Kontrolii

TA98 ve TA100 mutant suslarinin bu mutasyona sahip olup olmadiklar1 ultraviyole
(UV) hassasiyeti testi belirlendi. Petri icerisinde UV’ye maruz birakilan kisimda {ireme
olmadigt ama UV ile muamele edilmeyen bdlgede iiremenin gergeklestigi goriildii.
Uygulama sonuglarina gore, kullanilan mutant suslarin uvrB mutasyonunu tasidiklar

dogrulandi (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. TA98 ve TA100 mutant suslar1 uvrB delesyon kontrolii
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4.3.1.4. R Faktorii Kontrolii

Caligsmalarda kullanilan mutant suslarin pKM101 plazmidlerini tasiyip tasimadiklart
HBA plaklara ekim yapilarak iireme durumlarina gore belirlendi. HBA plaklarda {ireme
oldugu goriildii (Sekil 4.9). Uremenin varligi suslarm pKM101 plazmidini tasidiklarini
dogruladi.

Sekil 4.9. TA98 ve TA100 mutant suslar1 R faktorii kontrolii

4.3.2. 4-Metilbenzo[d]tiyazol-2-amin Tiirevlerinin Mutajenik Aktivite Bulgulari
Bu c¢alismada, 4-metilbenzo[d]tiyazol-2-amin tiirevlerinin mutajenik aktiviteleri
Ames/Salmonella test sistemi ile ¢alisildi. Calismada histidin sentezleme yeteneklerini
kaybetmis olan suslar (TA98 ve TA100) kullanildi. Bilesiklerin bu suslarin histidini tekrar
sentezleyebilir hale gelmesini saglayip saglayamadiklar1 belirlenmeye ¢alisildi. TA98 ve
TA100 mutant suslarina ait pozitif, negatif ve spontan kontroller Sekil 4.10, 4.11 ve

4.12°de verilmistir.

Sekil 4.10. TA98 ve TA100 mutant suslarinin pozitif kontrolii
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Sekil 4.12. TA98 ve TA100 mutant susarlmn spontan kontrolii

Bilesiklerin mutajenik 6zellikte olup olmadiklarini belirlemek i¢in histidini yeniden
sentezleyebilen (his* revertant) koloni sayisi ile negatif kontrol grubundaki koloni sayisi
karsilastirilir. Test bilesiklerinin koloni sayisinin negatif kontroldeki koloni sayisinin 2
veya daha fazla katinda olmasi durumunda, bilesik mutajenik sayilir. Zayif mutajenik etki
ise, doza bagl olarak geriye donen bakteri sayisinda bir artis oldugunda ortaya ¢ikar.
(Mortelmans ve Zeiger, 2000).

Bilesik 1’in (N-Ferrosenkarboksilidene-4-metil[d]tiyazol-2-amin), Bilesik 2 (2-
Etoksi-6-((4-metilbenzo[d]tiyazol-2-yilimino)metil)fenol) ve Bilesik 3’in  (4-((4-
metilbenzo[d]tiyazol-2-yilimino)metil)benzene-1.3-diol) tiim konsantrasyonlarinin TA98
ve TA100 mutant suslari tizerindeki geri donen (revertant) koloni sayist negatif kontroldeki
koloni sayisinin iki kat1 kadar olmadigi igin bilesiklerin mutajen aktivite gostermedigi

belirlendi (Cizelge 4.2, Sekil 4.13, Sekil 4.14).
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Cizelge 4.2. 4-Metilbenzo[d]tiyazol-2-amin tiirevi bilesiklerin farkli konsantrasyonlarinin

TA98 ve TA100 mutant suslar izerindeki mutajenik etkileri

His*Revertant Koloni Sayisi/Plak

Uygulama Konsantrasyon

(ppm) TA98 TA100
Ort£SD Ort£SD

0,5 11+2,65 110+1,00
5 14+1,00 114+6,93

Bilesik 1 50 16+1,00 118+3,00
500 17+4,36 127+8,00
0,5 11+1,00 97+4,58
5 15+1,00 11243,61

Bilesik 2 50 18+1,00 118+2,00
500 201,00 134+4,58
0,5 7+1,00 118+3,61
5 742,00 129+1,73

Bilesik 3 50 944,00 150+3,61
500 17+1,00 170+2,65

Pozitif NPD 107 698+8,19

Kontrol ~ SA 103 805+11,36

Esg?rtcl)fl DMSO 20+1,73 115+2,00

Spontan

Kontrol 1442,65 81+1,73

Ort+SD: Ortalama+Standart Sapma
NPD: 4-Nitro-o-fenilendiamin

SA: Sodium Azid

DMSO: Dimetil siilfoksit
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Sekil 4.13. Bilesik 1, Bilesik 2 ve Bilesik 3'iin farkli konsantrasyonlariin S. typhimurium

TA98 mutant susu tizerindeki mutajenik etkileri
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Sekil 4.14. Bilesik 1, Bilesik 2 ve Bilesik 3’tin farkli konsantrasyonlarmin S.

typhimurium’un TA100 mutant susu tizerindeki mutajenik etkileri

Tiimer ve ark. (2008), ii¢ Schiff baz1 ligand1 HoL'-H,L2 sentezlemislerdir. Hal*-

H,L3 ligandlarmin, S. typhimurium TA98 susunda S9 karisimmin mevcudiyetinde ve

yoklugunda mutajenik oldugunu belirlemislerdir. HoL! ve HzL? ligandlar1, TA100 susunda

S9 karisimi varliginda ve yoklugunda mutajenik aktivite gdstermis, ancak ligand HoL*{in,

TA100 i¢in mutajenik olmadigini ortaya ¢ikarmiglardir.
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Ispir ve ark. (2008), 2,6-diasetilpiridin ve 2-piridinkarboksialdehid ile 4-amino-2,3-
dimetil-1-fenil-3-pirozolin-5-on’un reaksiyonundan iki yeni Schiff baz ligandi (L!, L?)
hazirlamislardir. Ames mutajenite testine gore L1 ve L2 ligantlari, S9 karigiminin
varliginda ve yoklugunda S. typhimurium TA98 susu iizerinde mutajenik etki
gostermistir. TA100 susunda L1 ligandi, S9 karisimi yoklugunda zayif mutajen, S9
karisimi varhiginda ise mutajenik etki gostermedigini, ayrica L2 ligandinin S9 karigimi
varliginda veya yoklugunda TA100 i¢in mutajenik olmadigini belirlemisglerdir.

Charehsaz ve ark. (2016), sentezlenmis olan benzotiyazol-piperazin tiirevi Schiff
bazlarmin (1h ve 1j) mutajenik 6zelliklerini arastirmislardir. Ornek 1j°nin, TA98 bakteri
susu lizerinde mutajenik oldugu bununla birlikte bilesik 1h’in da TA98 ve TA100 iizerinde
S9 aktivasyonu varliginda ve yoklugunda mutajenik aktivite gostermedigini tespit
etmislerdir.

Sonug olarak, ¢aligmamizda test edilen ii¢ bilesige ait tiim konsantrasyonlar negatif
kontrol ile kiyaslandiginda bilesiklerin mutajenik bir aktivite gostermedigi belirlendi.

Ayrica caligmamiz litaratiir ile karsilastirildiginda benzer sonugclar elde edildigi goriildii.

4.3.3. 4-Metilbenzo[d]tiyazol-2-amin Tiirevlerinin Antimutajenik Aktivite
Bulgular:

Calismada bilesiklerin antimutajenik aktiviteleri Ames/Salmonella test sistemi ile
belirlenmeye calisildi. Antimutajenik aktivite bulgular1 degerlendirilirken, bilesigin mutant
suglar1 inhibe etme orant %25’in altinda bir degerde ise test bilesiginin antimutajenik
aktivitesinin olmadigi, inhibisyon orami %25-40 arasinda bir degerde ise bilesigin
antimutajenik aktivitesinin orta dereceli oldugu goriiliir. Eger bilesigin inhibisyon oranlari
%40’tan yiiksek bir degerde olursa, test bilesiklerinin giliclii bir antimutajenik aktivitesi
oldugu belirlenir. Bu bilgiler dogrultusunda bilesiklerin antimutajenik aktiviteleri
belirlenmeye calisildi.

Bilesik 1’in 0,5, 5 ve 50 ppm’lik konsantrasyonlart TA98 susuna kars1 antimutajenik
aktivite gostermez iken 500 ppm’lik konsantrasyonunun TA98 susuna karsi orta dereceli
(%27,58) antimutajenik ozellige sahip oldugu goriildi. Bilesik 2’nin 0,5 ve 5 ppm’lik
konsantrasyonlart TA98 susuna karsi antimutajenik aktiviteye sahip degilken, 50 ve 500
ppm’lik konsantrasyonlarinin TA98 susuna karsi orta dereceli (%28,51 ve %33,38)
antimutajenik aktivitelerinin oldugu tespit edildi. Bilesik 3’iin TA98 susuna kars1 0,5
ppm’lik konsantrasyonu antimutajenik 6zelligi olmadigi goriildii. Ancak 5, 50 ve 500
ppm’lik konsantrasyonlarinin orta dereceli (%29,68, %31,73 ve %37,18) antimutajenik

63



aktivitelerinin oldugu belirlendi (Cizelge 4.3, Sekil 4.15).

Bilesik 1’in TA100 mutant susuna karst 0,5 ve 5 ppm’lik konsantrasyonlar1 orta
dereceli (%25,38 ve %37,93), 50 ve 500 ppm’lik konsantrasyonlarinin gii¢lii antimutajenik
aktiviteye (%44,28 ve %48,97) sahip oldugu goriildii. Bilesik 2’nin TA100 susuna karsi
0,5 ve 5 ppm’lik konsantrasyonlari orta dereceli antimutajenik aktivite (%25,83 ve
%33,01) gosterirken 50 ve 500 ppm’lik konsantrasyonlariin giiclii antimutajenik aktivite
(%42,68 ve %49,31) gosterdikleri belirlendi. Bilesik 3’tin TA100 susuna kars1 0,5 ppm’lik
konsantrasyonunun antimutajenik aktiviteye sahip olmadigir ancak 5, 50 ve 500 ppm’lik
dozlarinin orta dereceli antimutajenik aktivite (%26,80, %31,49 ve %36,05) gosterdikleri
belirlendi (Cizelge 4.3, Sekil 4.16).

Bilesiklere ait antimutajenik aktivite sonuglar1 birbirleriyle kiyaslandiklarinda
Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin antimutajenik aktivitelerinin TA100 susu iizerinde Bilesik 3¢
oranla yiiksek konsantrasyonlarda daha giiclii oldugu goriildi. Bilesik 1’in yapisindaki
ferrosenin kendisinden baska bilesiklerle bir araya geldiginde daha etkili bir bilesik haline
geldigi bilinmektedir (Meunier ve ark., 1991). Bilesik 1’in antimutajenik aktivitesinin
giiclii olmas1 bununla agiklanabilir. Bilesik 2’nin yapisindaki etoksinin de giiclii bir bilesik
oldugu litaratiir taramalarindan elde edilen bilgilerle desteklenmistir (Hussein ve ark.,
2016). Bilesik 2’nin antimutajenik aktivitesinin gii¢lii olmasinin nedeni de yapisindaki
etoksiden kaynaklanmis olabilir. TA98 susu {izerinde 3 bilesiginde yiiksek

konsantrasyonlarda orta dereceli antimutajenik aktiviteye sahip oldugu goriildii.
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Cizelge 4.3. 4-Metilbenzo[d]tiyazol-2-amin tiirevi bilesiklerin farkli konsantrasyonlarinin

TA98 ve TA100 mutant suslari izerindeki antimutajenik etkileri

His"Revertant Koloni Sayisi/Plak

(ppm) TA98 % TA100 %
Ort£SD Inhibisyon Ort+£SD Inhibisyon
0,5 589+4,36 15,94 621+3,00 25,38
5 566+5,29 19,30 30+10,54 37,93
Bilesik 1
50 537+6,08 23,54 484+5,29 44 28
500 509+2,52 27,58 450+10,54 48,97
0,5 548+5,29 21,93 618+7,55 25,83
5 533+7,94 24,12 566+7,00 33,01
Bilesik 2
50 503+6,24 28,51 496+4,58 42 68
500 470+1,53 33,38 448+5,57 49 31
0,5 562+8,19 19,88 636+7,81 23,34
5 495+2 65 29,68 611+13.45 26,80
Bilesik 3
50 481+3,00 31,73 577+13,00 31,49
500 444+6,43 37,18 544+7,21 36,05
Pozitif NPD 102 698+8,19
Kontrol SA 1073 805+11,36
Negatif
Kontrol DMSO 20+1,73 115+2,00
Spontan
Kontrol 144+2.65 81+1,73

Ort+SD: Ortalama+Standart Sapma
NPD: 4-Nitro-o-fenilendiamin

SA: Sodium Azid

DMSO: Dimetil siilfoksit
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Sekil 4.15. 4-Metilbenzo[d]tiyazol-2-amin tiirevi bilesiklerin S. typhimurium mutant susu

TA98 tizerindeki inhibisyon oranlari

50
45
40
35
30
25
20
15
10

m0,5 ppm
ES ppm
S0 ppm
500 ppm

Inhibisyon (%)

wu

Bilesik 1 Bilesik 2 Bilesik 3

Sekil 4.16. 4-Metilbenzo[d]tiyazol-2-amin tiirevi bilesiklerin S. typhimurium mutant susu

TA100 iizerindeki inhibisyon oranlari

Onuska ve ark. (1996), yaptiklar1 ¢alisma da, sentezledikleri aminoguanidin bakir
(Il) kompleksi igeren Schiff bazli aminoguanidin bilesiklerini, S. typhimurium TA97,
TA100 ve TA102 bakteri suglart kullanilarak Ames testiyle test ettiklerinde mutajenik

olmayan Ozelliklere sahip oldugunu belirlemislerdir. Ayrica, bu bilesiklerin bazilarinin
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pozitif kontrol olarak kullanilan Nitrovine karst giiglii antimutajenik aktivite sergiledigi
gorilmiistir.

Tuyli 2001, 2-stibstitiie fenil benzotiyazoliin BT-3, BT-10, BT-15, BT-18 ve BT-26
kodlartyla isimlendirilen 5 tiirevinin Ames testi ile mutajenik Ozelliklerini belirlemeye
calismistir. Calisma sonucunda BT-18 ve BT-26 kodlu benzotiyazol tiirevlerinin S.
typhimurium’un TA98 mutant susu ve TA100 mutant susu tizerinde herhangi bir mutajenik
aktivite gostermediklerini ve antimutajenik 6zellikte olduklarini gézlemlemistir.

Ashram ve ark. (2009), bir dizi yeni azakrown eter Schiff baz1 (1-3)
sentezlemislerdir. Tim komplekslerin 1:1 stokiyometri ile kararli oldugu bulunmustur.
Endiistride, tarimda ve tipta potansiyel uygulamalari nedeniyle, spot testi ve Ames testi ile
mutajenik ve antimutajenik etkilerini arastirmiglardir. S. typhimurium’un TA1535, TA100
ve TA97 suslarmi kullanarak gerceklestirdikleri Ames testinde Bilesik 1, 2 ve 3'lin
mutajenik olmadigini belirlemislerdir. Bununla birlikte TA102 susu kullanilarak yaptiklar
calismada bilesik 3’lin mutajenik aktivite gosterdigini ancak Bilesik 1 ve 2’nin
antimutajenik 6zellikte oldugunu tespit etmislerdir.

Yildirrm 2017, glisin metil ester salisiliden bilesiginin antimutajenik etkisini
aragtirmistir. Antimutajenite ¢alismalarin1 Ames testi ile S. typhimurium’un TA98 ve
TA100 mutant suslarmi kullanarak c¢alismistir. Calisma sonucunda bilesigin hem TA98
hem de TA100 mutant susu i¢in antimutajenik etkisinin bulundugunu bildirmistir.

Litaratiir taramalarindan elde edilen veriler ¢alismamizdan elde edilen verilerle

karsilastirildiginda benzer sonuglar elde edildigi goriilmiistiir.

4.4. 4-Metilbenzo[d]tiyazol-2-amin Bilesiklerinin Antioksidan Ozellikleri

Calisma da bilesiklerin antioksidan 6zelliklerinin olup olmadigini anlamak igin, 517
nm’de maksimum absorbans veren 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali
kullanilmistir. Biitillendirilmis hidroksi toliien (BHT) pozitif kontrol olarak test edilmistir.
Deney sonucunda test bilesiklerinin hepsinin  BHT’den daha yiiksek bir aktivite
gosterdikleri gortildii. Bilesiklere ait absorbans degerleri ve DPPH giderici aktivitelerinin
% grafikleri Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de verilmistir.
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Sekil 4.18. 4-Metilbenzo[d]tiyazol-2-amin tiirevlerinin ve BHT’nin DPPH radikalini

stiptiriicti etkisi

Bilesik 1’in 20 pg/mL konsantrasyonunda %32,57, 40 pug/mL konsantrasyonunda
%36,67, en yiiksek konsantrasyonunda (80 pg/mL) ise %46,97 oraninda DPPH radikal
giderme aktiviteleri gbzlendi.

Bilesik 2’de de sirasiyla 20, 40 ve 80 pg/mL konsantrasyonlarda %32,63, %35,59 ve
%41,11 oraninda radikali giderme aktivitesi oldugu tespit edildi.
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Bilesik 3’iin 20, 40 ve 80 pg/mL konsantrasyonlarda gosterdigi aktivite sirasiyla
%29,27, %32,77 ve %37,01 olmustur. Tiim test bilesikleri i¢inde en diisiik aktiviteye sahip
olanin ise Bilesik 3 oldugu goriildii.

Bilesik 1, Bilesik 2 ve Bilesik 3’iin tiim konsantrasyonlar1 pozitif kontrol olan
BHT’nin tiim konsantrasyonlari ile karsilastirildiginda absorbans degerlerinin diisiik ve
buna bagli olarak DPPH radikali giderme aktivitelerinin de daha yiiksek oldugu belirlendi.

Biyolojik sistemlerde hem normal metabolizmanin yan iiriinii olarak hem de yabanci
maddelerin etkisiyle meydana gelen serbest radikaller hiicre membranina zarar verirler ve
cesitli hastaliklarda etkilerini gosterirler. Bu bilesiklerin organizmadaki zararli etkilerine
kars1 kiiclik molekiil agirlikli radikal tutucular ve enzimlerden olusan savunma sistemleri
bulunmaktadir. Serbest radikallerin dogrudan tayinleri giictiir ¢iinkii genellikle bir
elektronunu kaybetmis ve bir *‘O’’ atomu igeren kararsiz ve ¢ok kisa dmiirlii bilesiklerdir.
Bu nedenle serbest radikal reaksiyonlarinin {iriinleri ve savunma sistemlerinin incelenmesi
pek c¢ok arastirmaci tarafindan tercih edilmektedir. Antioksidan oldugu diisiiniilen
maddelerin antioksidan olduklarini gdsteren 6zelliklerinden bir tanesi de, ortamda olusan
serbest radikalleri temizlemeleridir. Bir¢cok antioksidan ayni zamanda anti-radikal
Ozelliktedir. Anti-radikaller, radikallerin eslesmemis elektronlarini esler ve onlarin etkisiz
hale gelmesini saglar (Joseph ve Knight, 1999).

DPPH konsantrasyonu azaldik¢a absorbans da azaldigi ve diisiik absorbans
antioksidan aktivitenin arttifi anlamima gelmektedir. Bu bilgiler dogrultusunda DPPH
radikali giderme aktivitesi ile test bilesiklerinin hepsinin antioksidan 6zellikte olduklari
gozlemlendi.

Sonug olarak bilesiklerin antioksidan aktiviteleri birbirleriyle kiyaslandiginda Bilesik
1’in antioksidan aktivitesinin diger bilesiklere oranla daha yiiksek oldugu goriildii. Bilesik
1°deki ferrosenin, sahip oldugu siklopentadienil halkalar1 sayesinde aromatik bir bilesik
oldugu bilinmektedir. Ayrica ferrosen Fe(Il) iyonlar ile elektron destegi alarak benzen
halkasina oranla elektronca daha zengin bir bilesik haline gelir ve bundan dolay1 da radikal
temizleme 6zelligi yiiksektir (Kealy ve Pauson, 1951). Yapisinda ferrosen bulunan Bilesik
1’in antioksidan 6zelligi diger iki bilesige oranla daha kuvvetlidir.

Prakash ve ark. (2010), yeni Schiff baz1 olan imesatinler, izatin'in p-fenilendiamin ile
reaksiyona sokulmasiyla sentezlemistir (5a-5f). Sentelenen bu bilesikleri, DPPH, nitrik
oksit ve hidrojen peroksit radikal siipiirme aktivitesi ile antioksidan aktivite agisindan
taramiglardir. Tim yontemlerde, 3-(4-(3,4,5-trimetoksi benzilidenamino)fenilimino)

indolin-2-one (5d) bilesimi, elektron verici gruplarin varhigi ve bilesik 3-[4-(4-
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nitrobenzilidenamino)fenilimino)indolin-2-one (5f), elektron ¢eken bir grubun varligi
nedeniyle en az aktivite gosterdigini diger bilesiklerin ise giiclii aktivite gosterdiklerini
belirlemislerdir.

Selvam ve ark. (2010), bir dizi yeni thiazolo kinazolin tiirevlerini farkli aromatik
aldehitlerin 4-nitro anilin ile yogunlastirilmasiyla sentezlemislerdir (5a-5f). Sentezlenen
tim bilesiklerin (5a-5f) DPPH radikalini giderici etkilerinin ise pozitif kontrol olarak
kullanilan Vitamin C’den daha diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Bhat ve ark. (2014), Bir dizi hidrazid Schiff bazlarmi farkli hidrazid ve aldehit
tiplerinden sentezlemistir (S1-S6). Sentezlenen bilesikleri, antioksidan aktiviteler igin
DPPH ve ABTS test sistemleri ile taramislardir. Bilesiklerden S4 ve S6 bilesiklerinin,
DPPH ve ABTS antioksidan testine karsi belirgin bir aktivite gosterdigini
gbzlemlemislerdir.

Shanty ve ark. (2017), baz1 yeni Schiff bazlar1 (H1-H7), 2-aminofenol, 2-amino-4-
nitrofenol, 2-amino-4-metilfenol, 2-amino benzimidazol ile tiyofen-2-karboksaldehit ve
pirol-2-karboksaldehit’in yogunlastirilmasiyla sentezlemislerdir. Sentezlenen bilesiklerin
antioksidan aktivitesi DPPH metodu kullanilarak belirlenmistir. Sentezlenen Schiff
bazlariin ICsp degeri hesaplanmis ve standart BHA ile karsilastirildiginda BHAya oranla
daha giiclii radikal temizleme 6zelligine sahip oldugu saptanmustir.

Calismamizi onceki ¢alismalarla karsilastirdigimizda 4-metilbenzo[d]tiyazol-2-amin
tirevlerinin DPPH radikalini siipiiriici etki sonuglarmin benzer sonuglar verdigini hatta
calisma bilesiklerinin litaratiirdeki bir¢ok ¢alismaya gore daha giiclii antioksidan 6zellikte
oldugu goriildii.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bisiklik heterosiklik bilesik olan benzotiyazol, onemli farmakolojik etkinligi
nedeniyle sentetik tibbi kimyada essiz bir materyaldir ve birgok ilacin biyoaktif
farmakoforunu olusturmaktadir ve bu nedenle genis bir sekilde incelenmistir (Dua ve ark.,
2011). Antimikrobiyal, anti-inflamatuar, anti-HIV aktivitesi, analjezik, antikanser ve lipid
peroksidasyon inhibitorleri gibi biyolojik aktiviteler i¢in kullanilabilir (Pereira ve ark.,
2012). Bu bilesikler, molekiiler seviyede bir¢ok potansiyel aktif bolgeyi hedefleyerek
farkli etki mekanizmalar1 sergileyebilecek yeni ilaclarin gelistirilmesi i¢in benzersiz ¢ok
yonlii halka sistemleri olarak gorev yapmaktadir (Burger ve Sawhey, 1968).

Giiniimiizde bir dizi Schiff-bazi metal kompleksi, antioksidan olarak etkili ROS
temizleyiciler olarak arastirilmistir. Glutamik asit salisilaldehit Schiff baz metal
kompleksleri, BSA'ya baglanan Schiff baz metal kompleksleri (BSA-SalGluM, M-Cu, Co,
Ni, Zn) si@ir serumu albuminine (BSA) baglanir. Sonuglar, Schiff baz metal
komplekslerini bagladiktan sonra BSA'nin antioksidan kapasitesinin 10 kattan fazla
arttigin1 gostermistir (Wang ve ark., 2007). Ayrica, bilesiklerin etki sekli, normal hiicre
prosesine miidahale ile sonuglanan, hiicre bilesenlerinin aktif merkezleri ile azometin
grubu yoluyla bir hidrojen bagi olusumunu igerebilir (Dharmaraj ve ark., 2001). Kimyasal
maddeler, dogal olabilecekleri gibi, metabolik olaylar ile de olusabilir veya laboratuvar
ortaminda sentezlenebilir. Bugiin birgok ila¢ 6n maddesi hastaliklarin tedavisi amaglanarak
sentezlenmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda bilesiklerin DNA kesme aktivitesi iki farkli (hidrolitik
ve oksidatif) sekilde agaroz jel elektroforezi yontemi kullanilarak ¢alisildi. Yapilan calisma
sonucunda bilesiklerin 3’liniinde artan konsantrasyonlarda hem hidrolitik hem de oksidatif
olarak DNA’y1 kestigi gézlendi.

Bilesiklerin mutajenik/antimutajenik aktivitesi Ames (Salmonella/mikrozom) testi
ile incelendi. Calisma sonucunda bilesiklerin herhangi bir mutajenik 6zellikte olmadiklar
belirlendi. Ancak bilesiklerin doza bagli olarak kullanilan mutant suslar iizerinde
antimutajenik aktivitelerinin oldugu ve hem baz cifti degisimi mutasyonunu hem de
cerceve kaymasi mutasyonunu engelledigi gézlemlendi.

Bilesiklerin antioksidan &zellikleri yapilan DPPH radikali = siipiiriicii  etki

caligmalariyla belirlendi. Calisma sonucunda bilesiklerin, DPPH {izerinde siipiiriicii etkisi
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bilinen ve pozitif kontrol olarak kullanilan BHT’den daha yiiksek antioksidan o6zellikte
oldugu tespit edildi.

Calismamizda kullanilan, 4-metilbenzo[d]tiyazol-2-amin tiirevi bilesiklerin DNA
kesme ve DNA’ya baglanma c¢alismalar1 sonucundaki veriler, kanser hastaliginin
tedavisinde kullanilabilecek 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir. Bilegiklerin DNA
ile etkilesim mekanizmalarinin in vitro olarak kanser hiicre hatlar1 ve insan hiicreleri ile
calisilmasi ve hastaliklar lizerindeki etkilerinin belirlenmesi onerilmektedir.

Medikal alanda kullanilan antimikrobiyal ilaglarin genis spektrumlu olanlar1 daha
cok tercih edilir. Calismadan elde edilen veriler 1s181nda test bilesiklerinin farkli yontemler
kullanilarak daha fazla bakteri ve maya susu ile de ¢alisilmast ve degerlendirilmesi
gerekmektedir.

Mutajenite ve antimutajenite ¢aligmalar1 degerlendirildiginde ¢alismamizda
kullanilan bilesiklerin, mutasyonlarin sebep oldugu bazi hastaliklar iizerinde (kanser,
kronik inflamasyon, artrit, nérodejeneratif hastaliklar, karaciger hastaliklarinin gelisimi ve
yaslanma siireci gibi) onleyici ve tedavi edici ¢aligmalar icin referans olabilecek nitelikte
olduklar1 goriildii.

Bunun i¢in, bilesiklerin mutajenik ve antimutajenik 6zelliklerini daha iyi anlamak
amaciyla farkli tekniklerden yararlanilabilir. Ornegin; in vivo memeli test sistemleriyle
caligilabilir.

DPPH radikali siipiiriicii etki caligmalari antioksidan 6zellik hakkinda bize bilgi
versede bilesiklerin diger antioksidan tayin yontemleri ile de test edilerek antioksidan

aktivitelerinin ayrintili bir sekilde aydinlatilmasi 6nerilmektedir.
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