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OZET

3-AMINOPIRIDIN BILESIKLERININ ANTIMUTAJENIK ETKILERI,
BIYOLOJIK AKTIVITE VE DNA iLE ETKILESIMLERININ ARASTIRILMASI

Pmar GOK
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman : Yrd. Dog. Dr. Neslihan DEMIR
26/01/2017, 68

Bu c¢alismada  3-aminopiridin  Schiff  bazi  bilesikleri;  2-[(pridin-3-
yilimino)metil]fenol (Bilesik 1) ve 4-nitro-2-[(pridin-3-yilimino)metil]fenol (Bilesik 2)’nin
mutajenik, antimutajenik, antimikrobiyal, DNA baglanma ve DNA kirma aktiviteleri
arastirildi. Bilesiklerin mutajenik ve antimutajenik etkileri Ames testi ile Salmonella
typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslari kullanilarak g¢alisildi. Bilesik 1 ve Bilesik
2’nin hem TA98 hem de TA100 mutant suslarinda mutajenik etkisinin olmadigi gézlendi.
Antimutajenik aktivite calismalar1 sonuglarina gore ise her iki bilesigin giiglii antimuajenik
etki gosterdigi belirlendi. Antimikrobiyal aktivite, broth mikrodiliisyon metodu ile
bakterilere ve mayalara karsi test edildi. Bilesiklerin bakterilere kars1 128-16 ng/uL ve
mayalara karst 64-32 ug/uL konsantrasyonlarinda antimikrobiyal aktivite gosterdikleri
saptandi. Bilegiklerin DNA’ya baglanma ozellikleri UV-Vis absorpsiyon titrasyonu
yontemi ile Calf Thymus-DNA (CT-DNA) kullanilarak ¢alisildi. Calisma sonucunda
Bilesik 1’in interkalatif ve elektrostatik olarak, Bilesik 2’nin ise elektrostatik olarak
DNA’ya baglandig1 saptandi. DNA kirma ¢aligsmasi agaroz jel elektroforezi yontemi ile
pBR322 plazmid DNA kullanilarak yapildi. Her iki bilesiginde hem hidrolitik hem de
oksidatif olarak DNA’y1 kirdig: belirlendi.

Anahtar sozciikler: Schiff Bazi, Mutajenite, Antimutajenite, Antimikrobiyal

Aktivite, DNA Baglanma, DNA Kirma
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIMUTAGENIC EFFECTS, BIOLOGICAL ACTIVITY
AND INTERACTION WITH DNA OF THE 3-AMINOPYRIDINE COMPOUNDS

Pinar GOK
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Biology
Advisor: Assist. Prof. Dr. Neslihan DEMIR
26/01/2017, 68

In this study, mutagenic, antimutagenic, antimicrobial, DNA binding and DNA
cleavage activities were investigated of 3-aminopyridine Schiff bases (2-[(pyridin-3-
ylimino) methyl]phenol (Compound 1) and 4-nitro-2-[(pyridin-3-ylimino) methyl] phenol
(bitistir) (Compound 2). The mutagenic and antimutagenic effect of the compounds were
investigated using Salmonella typhimurium TA98 and TA100 mutant strains by Ames test
The Compound 1 and Compound 2 did not show any mutagenicity in both TA98 and
TA100 mutant strains. According to the results of antimutagenic studies, both compounds
showed strong antimutagenic effects. Antimicrobial activity was tested by broth
microdilution method against bacteria and yeasts. Antimicrobial activity was detected at
concentrations of 128-16 ug/uL against bacteria and 64-32 ug/uL against yeasts. The
binding activities of the compounds to DNA were studied using Calf thymus (CT-DNA)
by the UV-Vis absorption titration method. As a result of the study, it was determined that
Compound 1 bind to DNA via intercalative and electrostatic on the other hand, Compound
2 bind to DNA via electrostatic binding mode. The DNA cleavage study was performed
using pBR322 plazmid DNA by agarose gel electrophoresis. The study determined that
both compounds cleveage DNA by both hydrolytic and oxidative.

Keywords: Schiff Base, Mutagenicity, Antimutagenicity, Antimicrobial Activity,
DNA Binding, DNA Cleavage
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BOLUM 1
GIRIS

Schiff bazlari, farmasotik kimyada en yaygin kullanilan bilesiklerdir. Aldehit veya
ketonlarin primer aminler ile kondenzasyonu sonucu olusan Schiff bazlari, medikal alanda
kullanilan 6nemli bilesiklerdir. Ozellikle tiyazoldan olusan Schiff bazlar1 agri kesici ve
iltihaplanmaya kars1 kullanilmaktadir. Kanser ile miicadelede kullanim alani genisleyen Schiff
bazi komplekslerinin antikanser aktivitesi Ozelligi gostermesinden dolayir tip diinyasinda
onemli bir konuma yerlesmistir. Bununla birlikte antimikrobiyal (Sridhar ve ark., 2001),
antimalaryal (Rathelot ve ark., 1995), antiviral (Sriram ve ark., 2006), antitimor
(Mladenova ve ark., 2002) etkisi bulunmaktadir.

Giinlimiizde herhangi bir ilag piyasaya siiriilmeden once bazi giivenlik testlerinden
gecmesi ve ilacin biyolojik etkinligini kapsayan bilgi sahibi olunmasi; bu bilgilerin
kapsamli veri tabanlarinda toplanmasi 6ngoriilmektedir (Gollapudi and Krishna, 2000). Bu
nedenle gesitli toksisite testleri uygulanmaktadr.

Son yillarda gesitli tilkeler, yeni ilaglarin genotoksisite testlerinin dogru bir sekilde
yiirlitilmesi konusunda bazi kilavuzlar hazirlamaktadirlar. Bu kilavuzlar genellikle iiglii
grup testlerini 6ngérmektedir. Bu testlerden birinci grup, bakteriyel geri mutasyon testleri;
ikinci grup, kromozomal hatalar1 belirleyebilmek amaciyla in vitro’da memeli hiicreleriyle
yapilacak testler ve tigiincli grup test olarak in vivo’da ise memeliler kullanilarak yapilacak
testlerdir. Bu test sistemlerinden birinci grup bakteriyel geri mutasyon testleri
arastirmacilar tarafindan daha cok tercih edilmektedir. Bunun nedeni ise bakteriyel test
sistemlerinin daha gabuk, daha kolay ve giivenilir sonuglar vermesidir.

Yeni ilaglar gelistirilmesine yonelik ¢alismalar yapilirken giivenilirligi konusu
miimkiin oldugunca erken ¢oziimlenmelidir. En 6nemli giivenlik yaklagimlar1 farmakoloji
(ilag-hedef etkilesimlerine dayanan toksisite), kimya (yapi), toksikoloji (in vivo hiicre
kiiltiirleri), ila¢g metabolizmasi, farmakokinetik ve risk faktorleridir (fizyolojik, cevresel ve
genetik). Sonuglar dogrultusunda yeni ilaglarin gelistirilmesi sirasinda in vitro toksikolojik
yontemler kullanilarak en az toksikolojik Ozellik gosteren kimyasallarin sec¢imi
yapilmalidir.

Son yillarda tedavi amaciyla kullanilan ilaglar igerisinde ilk siralarda antimikrobiyal
etkili ilaglar olmasina ragmen mikroorganizmalarin bu ilaglara kars1 ¢ok cabuk direng
kazaniyor olmasi, mikroorganizmalarin biyokimyasina ait bilgilerin yeteri kadar olmamasi

ve mikroorganizmalara karsi ilaglarin icerdigi bazi yan etkiler bu ilaglarin kullanim



alanlarini oldukga kisitlamaktadir. Bu nedenlerden dolayi, arastirmacilar daha giicli etkiye
sahip, daha az toksik etkiye ve genis spektruma sahip antimikrobiyal ajanlar1 arama
caligmalarina yonlenmektedir. Bakterilerin antibiyotiklere kars1 gostermis oldugu direncin
molekiiler isleyisi olduk¢a kompleks ve cesitlidir. Kesiflerinden bu giine kadar tiim farkl
antibiyotiklere kars1 bakteriler direng¢ kazanabilmektedir (Alanis, 2005).

Direng; genetige bagl direng ve genetige bagli olmayan diren¢ olmak iizere 2 farkli
yoldan gelisebilir. Degisik sebeplerin etkisiyle olusan direng gelismesi, baz1 enfeksiyonal
hastaliklarin ~ tedavilerinde  6nemli sorun olusturmakta ve bu sorunlarda,
mikroorganizmalarin yol actig1 enfeksiyonlarda mortalite ve morbidite insidansini giderek
arttirmaktadir (Pfaller ve Diekema, 2004). Antibakteriyel ve antifungal ajanlara karsi
goriilen hizli direng gelisimi, antimikrobiyal ila¢ {izerine yapilan ¢alismalar1 hizlandirmas,
yeni ve etkili ajanlar kesfetmeye yoneltmistir. Arastirmacilar direng gelisimini 6nlemenin,
ozellikle varolan ilaglarin digindaki yeni ila¢ ve molekiillerin gelistirilmesiyle olabilecegi
diisiincesindedirler. Bu sebeple farkli yapilar tagiyan ¢ok sayidaki bilesik ile arastirmalar
yapilmaktadir (Fang ve ark., 2010).

Hiicre canliliginin siirdiiriilmesinde ¢ok biiyiik 6nem arz eden DNA,; antibiyotik,
antiviral ve antitimdral ilaclar i¢in hedef olarak se¢ilmistir. Bu nedenle DNA'ya baglanan
pekcok ilag gelistirilmistir. Schiff bazlar1 gibi kiiciik yapiya sahip molekiiller ile yapilan
caligmalarda DNA'ya baglanma 6zellikleri arastirilmaktadir. Bunun nedeni ise antikanser
ve antibiyotik ilaglarinin hiicre i¢i hedeflerinin biiyiik bir ¢ogunlugunun DNA olmasidir.
Son yillarda DNA'ya interkalasyon modu ile baglanan kiiciik molekiillere yonelik yapilan
caligmalar ilgi odagi haline gelmistir (Friedman ve ark., 1992). Kii¢iik molekiillii bilesikler
biyoteknoloji ve nanoteknoloji gibi tedaviye yonelik uygulamalarda ve niikleik asit
konformasyonlarinin ¢alisilmasinda 6nemli araglar haline gelmistir.

Yapay olarak elde edilen niikleazlar ile yapilan caligmalar ila¢ sanayi ve
biyoteknoloji alanlarinda c¢ok Onemlidir. DNA'y1 belirli bolgesinden kirabilen veya
baglanabilen bilesikler kuskusuz yeni antibiyotik ilaglar ve kemoterapik ajanlarin
gelistirilmesi konusunda biiytik katki saglayacaktir.

flagc hammaddesi olmak iizere sentezlenen 3-aminopiridin bilesikleri aminler ve
pridinden olugmaktadir. Proteinlerin, amino asitlerin, peptitlerin, RNA ve DNA'nin
yapisinda bulunan amino (-NH2) grubu birgok 6nemli biyokimyasal olaylarda rol alirlar
(Fessenden ve Fessenden, 1990). Piridin, ilk olarak 1849 yilinda Anderson tarafindan

kemik yaginin izole edilmesi ile bulunmugtur (Anderson, 1849).



Piridin halkas1 iceren bilesiklerin bir¢ogu dogada yaygin olarak bulunmaktadir.
Ornegin B6 vitamini ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat gibi biyokimyasal olarak
bliyiik 6neme sahip molekiillerin yapisinda yer alir. Ayrica piridin birgok ilag, boya ve
alkolid’in yapisinda da biiytik bir rol oynamaktadir (Acheson, 1976).

Aminopiridin bilesikleri glinlimiizde merkezi sinir sistemi hastaligi olan Multiple
Sklerosiz (MS) hastaligimmin tedavisinde kullanilan ila¢ hammaddesidir (Solari ve ark.,
2001; Korenke ve ark., 2008). Bu c¢alismada 3-aminopiridin bilesiklerinin farkli
hastaliklarin tedavilerinde kullanilmak iizere ila¢ olabilme potansiyellerinin arastirilmasi
icin mutajenik ve antimutajenik etkileri Ames testi ile, antimikrobiyal &zellikleri broth
mikrodiliisyon yontemiyle, DNA ile olan etkilesimleri; UV-Vis absorpsiyon titrasyonu
yontemi ile, DNA kirma aktivitesi ise agaroz jel elektroforez yontemi ile belirlenmesi

amaglanmistir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Schiff Bazlan

2.1.1. Schiff Bazlar1 ve Ozellikleri

Schiff Bazlar1 Alman bir kimyager olan H.J. Schiff tarafindan ilk olarak 1864 yilinda
elde edilmistir. Schiff bazlar1 genel olarak R,C=NR formiilii seklindedir (Schiff, 1869).
Schiff bazlar1 aldehitlerin ve ketonlarin uygun reaksiyon kosullarinda primer aminler ile

kondenzasyonu sonucu olusur. Yapilarinda karbon-azot ¢ift bagi (C=N) bulundurur (Sekil
2.1).

O
R
|| ~
R—NH, + R—C—R -~ /,C—N R+ HiG
R
Primer amin Aldehit ya da keton Schiff ban

Sekil 2.1. Schiff bazlarinin olusum reaksiyonu (Carey ve Sundberg 2000)

Schiff bazlar1 organik bilesikler olarak yaygin kullanilmaktadir. Boya, pigment,
polimer stabilizatorii ve organik sentezlerde katalizor olarak kullanilirlar (Dhar ve Taploo,
1982). Imin ve azometin gruplar1 dogal, dogal yolla elde edilen ve dogal olmayan
bilesikler halinde goriilmektedir (Da Silva ve ark., 2010). Aldehit ve aminlerin gesitli
oldugundan ¢ok sayida Schiff bazinin elde edilebilmesi miimkiindiir. Fakat elde edilen her
Schiff bazi i¢in iyi bir ligand oldugu sonucuna varilmamalidir. Ornegin; Schiff bazlarinin
icerisinde en iyi ligandlar orto konumundaki - NHz, -SH, -OH ve -OCHs gibi gruplar
bulunduranlardir.

Schiff bazlari, iizerlerinde bulunan N, O ve S dondr atomlar1 vasitasiyla rahatlikla
kompleks yapisi olusturabilmektedir. S6zii edilen dondr atomlarin gesitliligi tiire baglh
olabildigi gibi bu atomlarin sayisinin kompleks yapisina da etkisi biiyliktiir fakat olusan
kompleks yapisi sadece dondr atomlarina bagli olarak sekillenmez. Tasidiklart dondr

atomlarin tiirii ve sayisina da baghdir.



2.1.2. Schiff Bazlarimin Biyolojik Aktiviteleri

Schiff bazlari, ila¢ alaninda kullanilan Onemli bilesiklerdendir. Antibakteriyel
(Sridhar ve ark., 2001), antifungal (Singh ve ark., 2006) ve antitimor aktivite gosteren
(Mladenova ve ark., 2002) alanlarda biyolojik uygulamalar1 bulunmaktadir. Diamino 4
digli Schiff bazlar1 ve onun kompleksleri, biyomolekiilerin yapisi ve biyolojik siireclerini
anlamak i¢in biyolojik model olarak kullanilirlar (Kovacic, 1967). Schiff bazi ve
komplekslerinin antimikrobiyal ajanlar olarak iimit wverici 06zellikler gosterdikleri

arastiricilar tarafindan yapilan ¢alismalarla da bildirilmistir (Shi ve ark., 2007).

2.1.2.1. Antibakteriyel Aktiviteleri

Bakterilerin neden oldugu hastaliklarda artan Olim oranlari, bakterilerin
antibiyotiklere kars1 gosterdigi direngle iligkili oldugundan hastaliklarda tedavinin etkisini
yitirmesine neden olmaktadir. Bu nedenle daha etkili mekanizmalar ile aktivite gosteren
yeni antibakteriyel ajanlarin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Schiff bazlari, yeni antibakteriyel ajanlarin gelistirilmesinde umut verici bir
noktadadirlar. Ornegin N-(salisildien)-2-hidroksianilin, Mycobacterium tuberculosis
H37Rv’e karst 8 pg/mL diizeyinde olduk¢a etkilidir (De Souza ve ark, 2007). Son
calismalarda ise 5-kloro-salisilaldehit’in primer aminlerle kondensasyonundan elde edilen
bir dizi antibakteriyel Schiff Bazi tiirevi elde edildigi bildirilmistir (Fita ve ark, 2006).

2.1.2.2. Antifungal Aktiviteleri

Fungal etkiler yalnizca yiizeydeki dokularla sinirli kalmadigi gibi, 6nemli derecede
fungal enfeksiyonun hayati tehdit ettigi bildirilmistir (Sundriyal ve ark., 2006). Bunun en
esas sebebi, agir cerrahi ameliyat geciren, immun sistemi baskilanmis tedavi goren,
immunodeficiency sendromuna (AIDS) yakalanmis, kanser tedavisi géren v.b. hastalarin
giderek artan bir sekilde risk altinda olmasidir (Nucci ve Marr, 2005). Antifungal ajanlarin
gelistirilmesi ve arastirilmast zorunlu bir hale gelmistir. Bilinen bazi Schiff Bazlar

antifungal etkileriyle umut vaat etmektedir (Da Silva ve ark, 2011).

2.1.2.3. Antimalaryal Aktiviteleri

Sitma Hastaligi, tropikal bolgelerde olduk¢a yaygin olup ciddi yaygmn saglik
sorunlarindan birisidir. Her yil, yaklagik 500 milyon kisi bu hastaliga yakalaniyor ve
yaklagik 1 ila 3 milyon kadari hayatim1 kaybetmektedir, Slenlerin %90°nimi1 alt-sahara

Afrika bolgesinde yasayan ¢ocuklar olusturmaktadir (Bohach ve ark., 2007).



Bu hastaligin insandaki ana sebebi, Anofil cinsi disi sivsirsinegin tasidigi
Plasmodium vektoriidiir (Kayser ve ark., 2003). Schiff bazlari, antimalaryal ajanlarin
tasariminda ilging kimyasal 6zellikler gosterirler. Rathelot ve arkadaslar1 azometin bagina
sahip 5-nitroisoquinolinleri sentezleyerek bu bilesiklerin antimalaryal aktivitelerini in vitro
ortamda arastirmiglardir. Schiff bazi olarak sentezlenen bilesiklerden 5-nitroisoquinolin en

fazla antimalaryal aktiviteyi gosteren bilesik olmustur (Rathelot ve ark., 1995).

2.1.2.4. Antiviral Aktiviteleri

Viral hastaliklar, bagisiklik sistemi ile iliskili hastalarin yasamini tehdit ederler ve
yonlendirici tedavi teknikleri de bu problemle basa ¢ikmak zorundadir. Bu hastaliklar i¢in
pekeok tedavi secenegi olsa da viriislerin yiiksek dereceli mutasyon yeteneklerinden dolay1
antiviral ajanlar heniiz yeteri kadar etkili degildirler. Hatta belki de yan etkilerinden dolay1
ilave problemlere yol a¢maktadirlar. Salisilaldehit Schiff bazlarindan olan 1-amino-3-
hidroksiguanidin tosilatlar yeni antiviral ajanlarin tasarlanmasinda iyl bir zemin
olustururlar. Yapilan ¢alismada, 1-amino-3 hidroksiguanidin tosilat tiirevli Schiff
bazlarinin, fare hepatit viriislerinde gelisimi 3,2 pM derisiminde bile %50 oraninda

azalttig tespit edilmistir (Sriram ve ark, 2006).

2.1.2.5. Terapotik Aktiviteleri

[ltihaplanmaya kars1, alerji, agr1 kesici olarak etkiye sahip olan Schiff bazlari
mevcuttur. Ozellikle Tiyazoldan olusan Schiff bazlar1 agr kesici ve iltihaplanmaya karsi
kullanilmaktadir. Salisil aldehit, glisin, L-alanin ve 2,4-dihidroksi benzaldehitten
hazirlanan Schiff bazlarinin metal komplekslerinin antitimor etkiye sahip oldugunu
bildirilmektedir. Olusan bu metal komplekslerin aktiflik sirasit Ni > Cu > Zn > Co’dir
(Kumar ve ark., 2009). Kanser ile miicadelede kullanim alani genigleyen Schiff bazi
komplekslerinin antikanser aktivitesi 6zelligi gdstermesinden dolay: tip diinyasinda 6nemli
bir konuma yerlesmistir. Bu bilesiklerin arastirmalarda reaktif olarak kullanilmasina
devam edilmektedir. Schiff bazi i¢eren diorgano-kalay (IV) komplekslerinin, antitimor
olarak etki gostermesi saglik bilimi igin 6nemli bir arastirma alan1 olmustur (Yin ve ark.,
2001).



2.2. Mutasyon

DNA molekiillerinin bilgiyi depolama, esleme, aktarma ve desifre etme Ozelligi
genetik fonksiyonunun temelini olusturur. Genetik sifre igeren DNA'min kalitsal
degisiklikleri kendiliginden olabilecegi gibi ¢esitli etkenlere bagli olarakta meydana
gelebilir bu kalitsal degisiklikler mutasyon olarak adlandirilir. DNA replikasyonu sirasinda
hatalara kars1 bircok 6nlem alinmasina ragmen replikasyon miikemmel bir islem degildir
(Pasternak, 2005). Sik goriilmemekle birlikte bir veya daha fazla baz ciftini etkileyen
hatalar olusabilir. Buna ek olarak cesitli kimyasallar, ultraviyole 1sin, radyasyon ve
radyoaktif bilesikler gibi dis etkenler DNA molekiiliiniin niikleotit dizisini kalic1 olarak
degistirebilirler (Pasternak, 2005). Mutasyonlar germ hiicrelerinde ya da somatik
hiicrelerde olabilir. Germ hiicrelerinde olanlar kalitimla gegebilir ve genetik hastaliklar
kadar genetik ¢esitliligin ve evrimin de temelini olustururlar. Somatik hiicrelerde olanlar
lokalize hiicre oliimiine, hiicresel fonksiyon degisikligine ve tiimor olusumuna Yol
acabilirler (Klug ve ark., 2009).

Mutasyonlarin etkilerinin ve c¢esitlerinin biiyiik degiskenligine gore genetikgiler
birkag farkli sekilde siniflayabilirler (Klug ve ark., 2009). En genis anlamda mutasyonlar

iki temel grupta ele alinir. Bunlar “gen mutasyonlar1” ve “kromozom mutasyonlari” dir.

2.2.1. Gen Mutasyonlari

Bir genin genomda sayisinin ve yerinin degismeden sadece yapisinin degismesidir.
Genetik sifre, kodon adi verilen ti¢lii niikleotid gruplarindan meydana gelir ve her kodon
bir amino asiti kodlamaktadir (sonlanma kodonlar1 harig), gen dizilerinde meydana gelen
herhangi bir degisiklik sifrelenen bilgiyi bozabilmektedir. Sifrede degisikliklere neden olan

cesitli tipte gen mutasyonlar1 bulunmaktadir.

2.2.1.1. Baz Degisimi Mutasyonlar:

Herhangi bir gen bolgesinde bulunan baz ile baska bir bazin yer degistirmesiyle
olusan mutasyonlaradir. Boyle bir mutasyonda bazlarin degisimi iki farkli sekilde
gerceklesebilir. Pirimidin bazinin yine bir pirimidinle ya da piirin bazinin yine bir piirin ile
yer degistirmesi transisyon mutasyonu olarak ve bir pirimidinin bir piirinle karsilikli yer
degistirmesi ise transversiyon mutasyonu olarak adlandirilir. Genlerin kodlama yapan
dizilerinde meydana gelen transisyon veya transversiyon mutasyonlari kodonlarda
degisime neden olurken, amino asitlerde de degisiklige neden olur ve bu degisim bazen

ciddi sorunlar yaratabilmektedir.



=y Transisyon

G/A  Piirin
C/T  Pirimidin

T A

Sekil 2.2. Baz degisimi mutasyonlari: Transisyon ve transversiyon

2.2.1.2. Cerceve kaymasi mutasyonu

Genlerin ¢ogunlukla sik tekrar eden baz dizelerinin bulundugu boélgelerde bir ya da
birkag baz ¢iftinin eklenmesi yada ¢ikarilmasi ile olusan mutasyondur. Bu tip mutasyon,
DNA’da baz cifti degisikliginin oldugu yerden itibaren kodonlarda bir ya da birkag
niikleotitlik kaymaya neden olur. Bunun sonucunda kodlanan proteinin amino asit sirasi

degisir ve farkli isleve sahip protein iiretilebilir (Lewis, 2009).

2.2.2. Kromozom Mutasyonlari
Kromozom mutasyonlar1 iki yolla gergeklesmektedir; kromozomlarin yapisinin

degismesi ve kromozomlarin sayisinin degismesi seklindedir.

2.2.2.1. Kromozomlarin Yapisinin Degismesi
Kromozomlar genel olarak ya kendiliginden ya da iyonize edici radyasyon, kimyasal
bilesikler ve fiziksel stres ile kirilabilir. Kromozomal kirilmalar ya kromotit ya da
kromozom diizeyinde gergeklesmektedir (Bozcuk, 2005). Kromatitler bazen krossing-over
olmadan par¢a degisimine, kaybolmasina veya kazanilmasina sahip olabilir. Bu degisimler
genel olarak asagidaki gibidir.
1. Delesyon: Kromozomun bir kisminin koparak yok olmasidir.
2. Duplikasyon: Bir kromozomun herhangi bir par¢asinin tekrarlanmasi durumudur.
3. Inversiyon: Bir kromozomun iginden kopan bir parganmin 180° dénerek koptugu
yere tekrar baglanmasidir.
4. Translokasyon: Bir kromozomun yok olan bir pargasinin diger bir kromozoma

yapigmasidir.



2.2.2.2. Kromozomlarin Sayisinin Degismesi
Kromozomlar her zaman mitoz ve mayoz bdlinme sirasinda diizenli bir sekilde
ayrilamayabilir ve kromozom sayis1 bakimindan farkli hiicreler olusabilir.
a. Aneuploidi (Anoployidi)
Kromozomlardan birinin ya da birden fazlasinin degismesi seklindedir.
e Monosomi: Diploid bir bireyde tek bir kromozom eksik olmasina denir.
e Trisomi: Herhangi bir kromozomdan hiicrede iki tane bulunmasi gerekirken ii¢ tane
bulunmasina denir.
e Tetrasomi: Bir kromozomdan iki tane yerine dort tane bulunmasi durumudur.
e Nullisomi: Bir fertte bir kromozomun, homologu ile beraber eksik olmasidir.
e Polisomi: Bir takimdaki kromozomlarin birinin ya da birkaginin sayisinin fazla
olmasi olayidir.
b. Euploidi (oyployidi)
Kromozom sayisinin tiimiiniin haploit veya tam katlar halinde artmasidir. Bazen de
diploit kromozomlarin sayisinin yarisini igermesidir.
e Monoploidi: Bir canlinin orijinal kromozom takiminin yarisina sahip olma
durumuna monoploidi denir.
e Poliploidi: Canlinin sahip oldugu genomdaki kromozom sayisinin 3n, 4n, 5n, 6n

seklinde kromozom takiminin artmasi1 durumudur (Temizkan, 1994).

2.3. Mutajenite

Mutajenik aktivite, kalitsal materyalde kimyasal bir ajan tarafindan ya da
kendiliginden olusabilen kalic1 baz degisimleri olarak adlandirilir. Son ¢aligmalarda kanser
ve mutasyonun neden oldugu hastaliklarin artmasi kansere ve mutajene karsi yeni ajanlara
yonelik ¢aligmalarin yapilmasi zorunlu hale gelmektedir. Mutasyon olusumuna sebep olan
ajanlara mutajen denir.

Kanser olusumuna sebep olan ajanlara ise kanserojen denir ve bunlar da mutajendir.
Mutajene neden olan her ajan kanserin sebebi olmasa da, mutajenite ve karsinojenite
birbirleriyle iliskilidir, mutasyon arastirmalar1 glinlimiizde ciddi bir hastalik olan kanser
arastirmalarinda da onciil caligmalar arasindadir (Loh ve ark., 2009).

Kansere neden olan ajanlarin analizlerinde mutajenlerin temel alinmasi iki ana
unsura dayanir. Ik neden, genetik kod ile genetik sistemin evrensel olmasidir. Ikinci

neden, mutajeniteyle karsinojenite arasinda iliskinin olmasidir. Bakteriyel test sistemleri ile



yapilan ¢alismalar sonucu mutajen oldugu belirlenen ¢ogu maddenin ayn1 zamanda bir
karsinojen oldugu belirlenmistir. Karsinojen etki icerip igermedigi bilinmeyen 300 madde,
Ames test yontemiyle arastirildiginda 175'inin karsinojen madde oldugu bunun 157’sinin
mutajen oldugu, karsinojen olmayan 108 maddenin 94'iniin mutajen olmadigi

belirlenmistir (Mc Cann ve Ames, 1976).

2.4. Antimutajenite

Antimutajenik aktivite, mutajenik etkisi bilinen maddenin inaktif hale getirilmesini
veya genlerde olusan mutasyonun degistirilmesini ya da Onleyebilmesini saglayan
maddelerdir.  Antimutajenler  etkilerine gore ikiye ayrilir; desmutajen  ve
biyoantimutajenler. Desmutajenler mutajenik maddelerin hiicre igerisine girisini inhibe
eden ve bunu DNA'y1 etkilemeden yapan maddelerdir (Ozbek, 2006). Biyoantimutajenler
ise, mutajenin genetik materyal ile reaksiyona girmesinden sonra hasar gérmiis DNA’nin
tamir ve replikasyon mekanizmalari {izerinde rol oynar (Bhattacharya, 2011).

Mutajenlerin  zarar verici etkilerini en aza indirmenin yollarindan biri
antimutajenlerin kullanimidir. Farkli kimyasallarin mutajenik ve/veya antimutajenik
potansiyel etkilerinin in vivo c¢alismalar ile test edilmesinin daha giivenilir olmasina
ragmen, bu test sistemlerinin daha uzun siirede sonuglanmasi ve olduk¢a maliyetli
oldugundan dolay1 mutajenik ve/veya antimutajenik ¢aligmalarda bakterilerin kullanildig:
kisa zamanli testler yaygin olarak kullanilmaktadir (Paolini ve Forti, 1997).

Bakterilerin hizli iiremeleri, sonucun ¢ok ¢abuk alinabilmesi, kolay uygulanabilir ve
ucuz olmasi gibi avantajlar1 sayesinde bakteriyel test sistemleri mutajenite/antimutajenite

caligmalarinda siklikla tercih edilmektedir (Josephy ve ark., 1997).

2.5. Ames/Salmonella Testi

Ames testi, Bruce Ames tarafindan 1970’11 yillarda gelistirilen ve daha sonra yaygin
olarak kullanilan kisa siirede sonuglanabilen bakteriyel test sistemidir. Ames/Salmonella
testi bakteriyel testler icerisinde ayrintilar1 iyice bilinen, uygulama kolaylig1 ve
hassasligindan dolayr ¢ok fazla kullanilmakta olan yontemdir. Bu test sisteminde
Salmonella typhimurium'un histidin geninde farkli mutasyonlarla olusturulan (his G, his D
yada his C) ve gelisebilmesi igin histidine ihtiya¢ duyan degisik tipteki oksotrofik

mutantlar kullanilmaktadir (Maron ve Ames, 1983).
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Analizin esasi, mutasyon olusturulan S. typhymurium’un histidin sentezleyebilme
Ozelligi tasimayan (His- = oksotrof) suslarin test bileseniyle uygulandiktan sonra ikinci bir
mutasyon gegirip his* hale geri doniismesine dayanmaktadir. Bakteriyel mutasyon olmasi,
kullanilan maddenin potansiyel zarar1 hakkinda oncii bir uyar1 belirtir. Bu sebeple Ames

testi diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.6. DNA

DNA, tiim organizmalar ile bazi virlislerde biyolojik islevler i¢in gerekli bilgileri
tagiyan niikleik asittir. DNA, niikleotid birimlerinden olusan iki uzun polimer zincir
sarmalindan meydana gelir ve bu polimer zincirler birbirlerine fosfodiester baglari ile
baglanmislardir. Hiicre i¢cinde kromozom olarak adlandirilan yapilarin i¢inde yer alir. Bu
sarmal iplikler arasindaki bosluklar takip edilerek iki tane oluk bulunur. Bu oluklar baz
ciftlerine bitisiktirler ayrica onlara baglanabilmek i¢in bir alan olustururlar.

DNA sarmalinda bulunan oluklar birbirlerinin tam karsisinda bulunmadiklarindan
dolay1 biiyiikliikleri farklidir. Bunlardan 22 A genisliginde olan oluga biiyiik oluk (major
groove), 12 A genisligindeki oluga ise kiiciik oluk (mindr groove) olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. DNA’ nin ii¢ boyutlu yapis1 (Gokge, 2012)

2.7. fla¢c Molekiillerinin DNA ile Etkilesimleri

Kanser ilaglarinin cogu DNA ve RNA'y1 hedef alarak onlarin sentezini bozmaktadir.
Tiyoguanin, merkaptopiirin ve methotrexat gibi antimetabolitler ya DNA'ya baglanmakta
ya da niikleotid Onciillerinin sentezini bozmaktadirlar. Bazi alkilleyici ajanlar kovalent
yapilarla DNA'ya baglanip DNA'ya zarar vermektedirler.

Epifillotoksinler ve antrasiklinler DNA'nin tekrar baglanmasin1 engellerler.
Vinblastin ve paklitaksel gibi bazi ilaglar ise tiibiilin fonksiyonuna hasar vererek eslesen
kromozomlarin ig iplik¢ikleri tarafindan hiicrenin kutuplarina ¢ekilmesini engeller (Akyol,
2004). Antikanser ve antibiyotik ilaglarinda temel etki mekanizmasi DNA etkilesimi

tizerinedir.
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2.7.1. DNA Baglanma

flagc molekiilerinin DNA'ya baglanmas: ile DNA-ilag arasindaki etkilesimleri
anlayabilmek, klinikteki uygulamalara yeni ve etkili ilaglar1 kazandirabilmek ve niikleik
asitlere kars1 hassas kimyasal problar gelistirilebilmek amaciyla DNA baglanma bu
alanlarda ¢ok kullanilmaktadir. Ciinkii antikanser ve antibiyotik ilaglarinin hiicre igi
hedeflerinin biiyiik bir gogunlugu DNA’dir.

Molekiiller, DNA’ya kovalent bag veya molekiiller aras1 zayif etkilesimler (non

kovalent bag) ile baglanabilmektedir.

2.7.1.1. lla¢ Molekiillerinin DNA'ya Kovalent Baglanmasi

Antikanser ilaglardan biri olarak bilinen cisplatin {cis diamindikloroplatin (I1), cis-
[PtCI12(NH3)2]}, DNA sarmalinda bulunan iki komsu guanin bazinin N(7) azot atomlari
ile kovalent baglar olusturmaktadir (Sherman ve Lippard,1987) (Sekil 2.4). Cisplatin ile
DNA arasindaki baglanma sonucu cisplatin DNA’nin yenilenmesini durdurarak protein

olusumunu engeller ve DNA olugsan hasari tamir edemez bdylece hiicre ¢ogalamaz ve oliir.

I‘ N\

\\

Sekil 2.4.cis-platin’in DNA'ya kovalent olarak baglanmasi
(http://www.atdbio.com/content/16/Nucleic-acid-drug-interactions)
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Cisplatin bagarili bir antikanser ilaci olmasinin yani sira, tedavi sirasinda bazi diger
tiimorlere kars1 zamanla direng olusturmasi ve ciddi yan etkileri nedeniyle de yalnizca belli
kanser tiirlerinde etkilidir (Lippert, 1999). Sonraki yillarda farmakolojik O6zellikleri
iyilestirilmis ve daha az yan etkileri olan nedaplatin, karboplatin ve okzaliplatin olarak
adlandirilan bir dizi platin(Il) bazli yeni ilaglar sentezlenmistir (igsel, 2013). Ozellikle
antikanser 6zelligi olan ilag molekiillerinin DNA ile etkilesimlerinin hizli ve giivenilir bir
sekilde belirlenmesi ilag¢ gelistirme c¢alismalari i¢in olduk¢a 6nem tasimaktadir (Blackburn

ve Gait 1990).
2.7.1.2. Tla¢ Molekiillerinin DNA ile Kovalent Olmayan Etkilesimleri
Ilaglarin DNA'ya baglanmasi ii¢ sekilde gerceklesir:
1) Elektrostatik Etkilesimler (Yiizeye Baglanma)

2) Oluklara Baglanma
3) interkalasyon

— Yiizeye Baglanma

Interkalasyon

—» Oluklara Baglanma

Sekil 2.5. Molekiillerin DNA’ya baglanma sekilleri (igsel, 2013).
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2.7.1.2.1. Elektrostatik Etkilesimler

DNA ile elektrostatik etkilesimler ¢cogunlukla DNA sarmalinin dis yiizeyi boyunca
meydana gelmektedir (Sekil 2.5). DNA, fosfat gruplarindan olusan polianyonik bir zincir
gibidir. DNA ile ¢ozeltideki metal iyonlar1 arasinda olusan elektrostatik baglanma katli
DNA konformasyonlarinin kararliligini saglar. Bu sekilde baglanan yiikler, baglanma
serbest enerjisine katkida bulunuan ve uygun bir entropiye neden olan organik katyonlar,
diger elektrostatik etkilesimler tarafindan negatif fosfat gruplarinin yiiklerinin nétr olmasi
ile serbest kalir. Zit yiiklerin serbest kalmasinin yani sira DNA-protein etkilesimlerinin
oldukga yiiksek yiike sahip molekiillerin serbest baglanma enerjisine yardimci
olmaktadirlar (Blackburn ve Gait, 1990).

2.7.1.2.2. Oluga Baglanma

DNA sarmalinda mindr ve major oluk olmak tizere iki farkli oluk bulunur (Sekil
2.5). Kiiciik molekiillerin ¢ogu DNA’nin kiigiik oluklarina baglanirken, oligoniikleotidler
ve proteinler gibi biiyilik yapilar genellikle biiyiik oluklara baglanir (Bischoff ve Hoffman,
2002).

Iki oluk arasindaki bu fark kimyasal 6zelliklerinin aym olmamasindan kaynaklanir
ve bunlar; hidrojen bag karakteri, elektrostatik potansiyel degisimi, hidrasyon yetenegi ve
sterik etkiler gibi etkenlere dayanir. Mindr oluklara baglanan molekiiller, oluklarin seklini
alarak (hilal seklinde) ve van der Waals etkilesimlerinin olusumuna yardim ederek
baglanmay1 kolaylastirirlar. Ayrica, bu molekiiller genellikle timin (O2) ve adenin (Naz)
bazlarinin atomlari ile hidrojen baglari olusturabilmektedir.

Kiigiik oluklara baglanan molekiillerin ¢ogu, adenin-timin orani zengin bdlgelere
baglanir. Nedeni ise adenin-timin bolgeleri guanin-sitozin bolgelerine gore daha dardir, bu
bolgedeki sterik engel daha az ve elektrostatik potansiyelin ise daha fazla olmasidir.

(Blackburn ve Gait, 1990).

2.7.1.2.3. Interkalasyon

Interkalasyon baglanma sekli, diizlemsel aromatik halkanin DNA’nm baz ciftleri
arasina yerlesmesiyle gerceklesir (Sekil 2.5). Interkalasyon yapan molekiiller, komsu DNA
baz ciftleri arasmma girebilen uygun diizlemsel heterosiklik gruplar icermelidirler.
Interkalasyonun DNA bazlar1 ve molekiiller arasinda istiflenme etkilesimleri ile Kararl

halde oldugu diistiniilmektedir.

15



Interkalasyon yapan molekiiller, DNA’nm ¢ift sarmal yapisimni bozmaktadir.
Interkalasyon olan yerin etrafindaki baz ¢iftleri arasindaki burkulma (biikiilme) acis1 azalir
ve biyopolimerin uzunlugu artar. Bu etkilerin tiimii interkalasyon yapan molekiiliin
uzaklastirilmasiyla ortadan kalkabilmektedir (Lerman, 1963).

Interkalasyon yapan molekiiller DNA’da giiclii yapisal bozukluklara neden
olmaktadir. Etidyum bromiir, daunomycin ve proflavin gibi bir¢ok farkli bilesigin DNA'ya
interkalator olarak baglandig bildirilmistir (Igsel, 2013).

Interkalasyon baglanma DNA'ya baglanma sekilleri igerisinde en 6nemli baglanma
tiriidiir. Kanser kemoterapisinde kullanilan Daunomycin ve Adriamycin organik bilesikler
DNA’ya interkalasyon seklinde baglanan molekiillerdir. Ancak, antikanser ilag olarak
etkileri bilinen bu iki bilesigin kardiyotoksisite gibi yan etkilerinin olmasi ve bazi kanser
hiicrelerinin bu bilesiklere kars1 zamanla diren¢ kazanarak etkisini kaybetmesi bu ilaglarin

kullanimini kisitlamaktadir.

2.7.2. DNA Kirma

DNA kirma aktivitesi, biyolojik a¢idan tiim canlilar i¢cin hayati Oneme sahip
enzimatik reaksiyonlar siirecidir. Bu enzimatik reaksiyonlara, restriksiyon enzimleri ve
polimeraz enzimleri 6rnek verilebilinir. Restriksiyon enzimleri, DNA sarmalinin her iki
zincirindeki belirli niikleotitlerdeki dizileri tanir ve ayni anda onlar1 kesen bir enzim
turtidiir (Kessler ve Manta, 1990). Bakteri ve alglerde bulunan bu enzim, viriislere karsi bir
savunma mekanizmasina aittir. Restriksiyon enzimleri konak bakteri hiicresindeki yabanci
DNA!'lar secgerek keserler; konak DNA restriksiyon enziminin etkinliginden korunmak i¢in
ise metilaz ile metillenir. Bu iki olaya restriksiyon modifikasyon sistemi adi verilir.
Restriksiyon enziminin DNA'yt kesmesi, DNA'nin ¢ift sarmalindaki seker/fosfat
omurgasindan iki kesme yaparak gerceklesir.

Polimeraz ise DNA’nin replikasyonu ve onariminda goérev almaktadir. Replikasyon
sirasinda DNA’nin ifade edilecegi bolgeye c¢entikler atarak DNA sarmalin1 gevseterek
replikasyon islemini baglatir. Ayrica replikasyon islemi sirasinda meydana gelen hatali
kodlamalar1 da diizenlerler, replikasyon islemi disinda ultraviyole gibi dis etmenler sonucu
olusan DNA hasarlarin1 da diizenlerler. Bu islemlerin tiimii DNA’dan hasarli bolgeleri
keserek yerine dogru kodlar1 yerlestirme prensibine dayanir. ilag sanayi ve biyoteknoloji
alanlarinda yapay kimyasal niikleazlarin dizayn edilmesi kemoteropik ajanlarin ve
antimikrobiyal ilaglarin gelistirilmesine onciiliik edeceginden oldukca dnemlidir (Addison

ve ark, 1988).
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Shiff bazi ve bakir kompleksi DNA-protein etkilesimlerinin detayli bir sekilde
calisilmasi i¢in gerekli olan DNA-parmak izi deneyleri i¢in kullanilmaktadir. DNA kirma
mekanizmasi iki sekilde gergeklesmektedir, oksidatif kirma veya hidrolitik kirmadir.
Oksidatif kirma, niikleobazlar ya da sekerde meydana gelir. Hidrolitik kirma ise DNA’nin
fosfodiester baginda meydana gelir.

2.8. Schiff Bazlarinin DNA ile Etkilesimlerinin Belirlenmesinde Kullanilan
Teknikler

flag molekiillerin DNA ile olan etkilesimleri son yillarda en ilgi ¢ekici konu haline
gelmistir. Bu etkilesimlerinin arastirilmasi i¢in kullanilan en yaygin yontemler UV-Vis
absorpsiyon titrasyonu, floresans spektroskopisi, izotermal titrasyon kalorimetri, viskozite

oOlgtimleri linear ve dairesel dikroizm spektroskopisi ve agaroz jel elektroforezi yontemidir.

2.8.1. UV-Vis Absorpsiyon Titrasyonu

[lac molekiilleri ile DNA etkilesimlerinin arastirilmasinda siklikla kullanilmakta olan
bir test olup uygulama yontemi oldukga basit ve kolaydir. Ilaglarin DNA iizerindeki etkisi
DNA'nin veya ilacin absorpsiyonunun degismesiyle UV-Vis absorpsiyon titrasyonu
gozlemlenebilir. Calisma, ila¢ konsantrasyonunu Sabit tutarak ve kademeli olarak DNA
eklenmesiyle absorbansindaki degisikliklerin kaydedilmesi ile gerceklesmektedir. Bu islem
stiresi absorbansta bir farklilik olmayincaya kadar uygulanmaktadir.

DNA ile ilag molekiilleri arasindaki etkilesimde, ilag molekiillerinin serbest oldugu
anda DNA'ya baglananabildigi maksimum absorbanstaki kaymalara bakilir. Absorbanstaki
kaymanin azalmasi ya da artmasinin ilag molekiilleri ile DNA’daki etkilesim siddetini
yansitmakta oldugu kabul edilmektedir (Benitez ve Bribiesca, 1999).

Ila¢g molekiillerinin DNA’ya baglanmasi ile absorpsiyonda artma (hiperkromik) veya
azalma (hipokromik); dalga boyunda ise yiiksek dalga boyuna kayma (batokromik) veya
diisiik dalga boyuna kayma (hipsokromik) seklinde degisiklikler meydana gelir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. UV-Vis absorpsiyon titrasyonundaki kaymalar

2.8.2. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA molekiillerine analiz yapilirken ¢esitli metotlar kullanilmaktadir ve agaroz jel
elektroforezi laboratuvarlarda siklikla faydanilan en kolay yontemlerden birisidir. Agaroz
jel elektroforezin avantajlar oldukga basit ve hizli sonug elde edilebilmesidir, bunun yani
sira diger yontemler ile yeteri kadar ayrilamayan DNA pargalar1 agaroz jel elektroforezi
sayesinde ayrilmasi saglanmaktadir.

DNA’nin elektroforetik yonteminin temelinde, bu molekiiliin elektriksel bir alan
icerisinde, jel tizerindeki hareketine dayanmaktadir. Bu hareketin hizi, molekiiliin yapisina,
biiyiikligiine, jelde kullanilan maddenin yogunluguna, uygulanan akima ve iyonik kuvvete
gore degisebilmektedir.

Matriks, jel elektroforezinde destekleyici madde olarak kullanilir ayrica mekaniksel
etkiyi engeller ve molekiillerin biyiikliiklerine gore ayrilmasimi saglar. Matriks agaroz
veya agaroz akrilamid karisimi olabilecegi gibi nisasta ve poliakrilamidten de olabilir.
Poliakrilamid jellerde genel olarak kii¢ciik DNA parcalart ve RNA molekiillerinin ayirimi
saglanir. Fakat poliakrilamid jeli hazirlamak zordur ve uzun siire alir. Bununla birlikte
uygulanacak DNA konsantrasyonu yiiksek olmasi durumunda bu tip jelin kullanimi uygun

degildir. Bu nedenle agaroz jel elektroforezi rutin olarak en yaygin kullanilan yontemdir.
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Bu yontemde; ilag ile etkilesime giren DNA’nin jeldeki hareketinin hizi 6l¢iiliir
ayrica ilacin baglanabilmesi i¢in kapali halkasal DNA (genellikle plazmid DNA) kullanilir.
Plazmid DNA agaroz jel elektroforezinde Form I, Form II ve Form III olmak iizere ii¢
farkli sekilde gbzlemlenir. Form I DNA’nin orijinal siiper sarmal formudur. Bu formdaki
DNA cift sarmalinin herhangi birinde bir kirik olusmasiyla acilmis dairesel form olan
Form II olugmakta, iki ya da daha fazla kirik olusmasiyla ise linear form olan Form il
meydana gelmektedir. Bu bilgiler DNA'y1 kirabilen iiriinlerin tanimlanmasinda son derece
yardimc1 olmaktadir.

Bu calismada kullanilan plazmid, agaroz jel elektroforezi tekniginde cok sik
kullanilmakta olan stiperkivrimli pBR322 plazmid DNA’sidir. pBR322, en fazla kullanilan
klonlama vektorlerinden birisidir ve Escherichia coli’de kullanilmak iizere gelistirilmis
olmakla birlikte ilk ¢ok amacli klonlama vektoriidiir (Bolivar ve ark., 1977). pBR322'nin
uzunlugu 4361 baz cifti olup, ¢ift zincirli halkasal yapiya sahiptir. Ayrica ampisilin ve
tetrasiklin direngli genlerini icerir (Balbas ve ark., 1986) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. pPBR322 plazmid haritas1 (http://parts.igem.org)
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2.9. Schiff Bazlarimin Mutajenite, Antimutajenite, Biyolojik Aktiviteleri ve DNA
ile Olan Etkilesimleri

Schiff bazlarinin bir¢ok biyolojik aktivitesi ve farmasétik 6nemi olmasindan dolay1
oldukca ilgi ¢ekici bilesikler haline gelmistir. Schiff bazlar ile yapilan bir¢ok ¢alismada;
mutajenite, antimutajenite, antimikrobiyal ve DNA etkilesimleri ile bu bilesiklerin 6nemi
gosterilmistir. Bunlardan bazilar1 agsagida 6zetlenmistir.

Jana ve ark. 2017, bir ti¢lii Schiff bazi ligandi, piperidin-2-ilmetil-piridin-2-ilmetilen-
amin (L)'den bir mononiikleer Cu (II) kompleksi [Cu (L) CI2] sentezlemislerdir.
Kompleksin antibakteriyel etkisini minimum inhibe edici konsantrasyon (MIC) yontemiyle
cesitli bakterilere karsi test etmislerdir ve hemen hemen tiim bakterilere karsi iyi bir
antibakteriyel aktivite gosterdigi sonucuna varmislardir. Schiff bazi kompleksinin CT-
DNA ile olan etkilesimleri elektronik absorpsiyon ve floresans spektroskopisi ile
arastirilmig ve kompleksin kismi interkalasyon yoluyla CT-DNA ile etkilestigini
belirlemiglerdir.

Kumar ve ark. (2017), ii¢ izoksazol Schiff bazlarini1 2 - ((E) - (3,5-dimetilizoksazol-
4-ilimino)Metil) -6-metoksifenol (L1), 2 - ((E) - (3,5-dimetilizoksazol-4-ilimino) Metil) -
4,6-diiyodofenol (L2), 2 - ((E) - (3,5-dimetilizoksazol-4-ilimino)Metil]-6-bromo-4-
klorofenol (L3) ve bunlarin Cu (1) komplekslerini [Cu (L1) 2] (1), [Cu (L2) 2] (2) ve [Cu
(L3)] (3) sentezlemislerdir. Elektronik absorpsiyon titrasyonlari, viskozite Olgtimleri ve
floresan sondiirme calismalarindan elde edilen DNA baglanma verileri, Cu (Il)
komplekslerinin CT-DNA'ya interkalasyon moduyla baglandigini belirlenmislerdir. Siiper-
kivrimli pBR322 plazmid DNA ile Cu (II) komplekslerinin DNA kirma deneyleri, H20>
(oksidatif kirma) ve UV 15181 (fotolitik kirma) varhiginda agaroz jel elektroforezi ile
arastirmiglardir. Tiim bilesiklerin DNA'y1 kirma aktivitesinin oldugu sonucuna varilmstir.
Sentezlenen bilesikler, disk yontemi ile antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri igin
incelenmislerdir. Cu (1) komplekslerinin ligandlara gore daha iyi antimikrobiyal aktivite
gosterdigini bildirmislerdir.

Kumaravel ve Raman (2017), yeni sentezledikleri iki imidazol tiirevi Schiff
bazlarinin, ligand ve dort farkli metal Cu (I1), Ni (1), Co (1) ve Zn (1) komplekslerini
caligmiglardir. Calismada kullanilan Schiff bazlarinin DNA baglanma, DNA kirma
aktiviteleri ve antimikrobiyal ozelliklerini (bakteri, mantar ve kiifler ) arastirmiglardir.
Sonug olarak ligand ve komplekslerin genel olarak DNA'ya interkalatif olarak baglandigi
bildirilmistir. Agaroz jel elektroforezi teknigi ile komplekslerin kirma aktivitelerinin

oldugu belirlenmistir. Tiim bilesiklerin nispeten yliksek antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
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saptanmuistir.

Manjunath ve ark. (2017), 4-aminoantipirin ve 8-formil-7- 4-metilkumarin / 5-
formil-6-hidroksikoumarin, hidroksipropilamin'den tiiretilen Schiff bazlarinin Co(ll),
Ni(Il) ve Cu(ll) komplekslerinin biyolojik aktivite ve DNA kirma aktivitelerini
arastirmiglardir. Biyolojik aktive olarak Schiff bazlarinin antibakteriyel ve antifungal
etkilerini minimum inhibe edici konsantrasyon (MIC) yontemiyle incelemislerdir. DNA
kirma aktivitelerini pBRR322 plazmid DNA's1 kullanarak agaroz jel elektroferezi
kullanarak yapmuslardir. Sonug¢ olarak sentezlenen Schiff bazlarmin antibakteriyel ve
antifungal etkilerinin oldugu saptanmustir. Schiff bazlarinin plazmid DNA'sin1 kirdigi
belirlenmistir.

Vafazadeh ve ark. (2016), ti¢ disli Schiff bazi olan bakir (II) komplekslerinin DNA
ile etkilesimlerini arastirmiglardir. Bakir (II) komplekslerinin DNA'ya baglanma 6zellikleri
UV-goriiniir alan spektroskopisi kullanilarak yapilmistir ve bakir (II) komplekslerinin
DNA'ya interkalatif olarak baglandig1 gosterilmistir. DNA kirma aktivitesi ise agaroz jel
elektroforezi yontemleri kullanilarak arastirilmistir. Bakar (II) komplekslerinin DNA kirma
aktivitesinin oldugu sonucuna varilmistir.

El-Sonbati ve ark. (2016), Schiff bazi olan (3-[(2-hidroksi-3-metoksibenziliden)
hidrazo]-1,3-dihidroindol-2-1) ve metal komplekslerini sentezlemislerdir. Sentezledikleri
Schiff Bazi ve dort metal kompleksinin DNA'ya baglanma etkilerini arastirmislardir.
Sonug olarak sentezlenen Schiff Bazi ve dort metal kompleksinin DNA'ya interkalatif
olarak baglandigin1 gostermislerdir.

Yildirnm (2016) yaptigi bir c¢alismada; orijinal (E)-3-[3,5-bis (triflorometil)
fenilimino)metil]benzen-1,2-diol (Ligand 1) ve 2,2'-{4,4'-[2,2'-(etan-1,2-diyilbis(oksi))bis
(etan-2,1-diyil)]bis(oksi)bis(4,1fenilen)}bis(azan-1-yil-1yilidenbis(metan-1-yil-1yiliden)
difenol (Ligand 2) Schiff bazlar1 ve Ligand 1 ve Ligand 2’nin dort farkli metal
komplekslerinin biyolojik aktiviteleriyle DNA etkilesimlerini incelemistir. Schiff
bazlarinin DNA kirma etkisini agaroz jel elektroforezi yontemi ile DNA baglanma
ozelligini ise UV-Vis methodu ile belirlemistir. UV-Vis absorpsiyon titrasyonu sonuglari
bilesiklerin tamammin DNA ile etkilesime girdigini gostermistir. L1'in demir(Il),
kobalt(Il), nikel(Il) kompleksleriyle L2'nin mangan(II), nikel(II) komplekslerinin DNA’ya
interkalasyonla baglandigini  bulmustur. L1 ve L2'nin Cu kompleksi ile L2-Fe
kompleksinin DNA’ya kismi interkalasyon moduyla baglandigi goriilmiistiir. Agaroz jel
elektroforezi ¢aligmalari sonucu, L1'in Fe, Cu ve L2'nin Fe kompleksleri DNA'y1 hidrolitik

ve oksidatif seklinde kirdigi, L2-Ni ve L2-Cu komplekslerinde ise plazmid DNA’y1 sadece
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oksidatif olarak kirdigr goriilmiistiir. Schiff baz1 ve komplekslerinin Gram pozitif ve
Negatif bakteriler ile mayalara karsi antimikrobiyal aktivitelerini minimum inhibe edici
konsantrasyon yontemi ile ¢alisilmis ve ligandlarin antimikrobiyal aktivite gosterdiklerini
bildirmistir.

Yildirrm ve Demir (2016) yaptiklart calismada, glisin metil ester salisiliden
bilesiginin antimutajenik, antimikrobiyal etkisi ve DNA kesme 6zelligi incelemislerdir.
Antimutajenik etkisinin arastirilmasin1 Ames testi ile TA98 ve TA100 suslar1 kullanilarak
belirlemislerdir. Antimikrobiyal aktivitesi broth mikrodiliisyon metodu ile ¢aligmislardir.
DNA kesme ozelligini ise agaroz jel elektroforezi ile tespit etmislerdir. Deney
sonuglarinda bilesigin antimutajenik etkisinin bulundugu, gram pozitif, gram negatif
bakteriler ve mayalar iizerinde etkili oldugu gostermislerdir. Elektroforez sonucuna gore
bilesik ne hidrolik ne de oksidatif olarak incelendiginde herhangi bir kesme 6zelliginin
olmadigini belirlemislerdir.

Igbal ve Hoque (2016), Amoksisilin ve benzaldehit ligandlarindan sentezledikleri
Schiff bazlarmin antimikrobiyal potansiyelini disk diflizyon yontemi ile aragtirmislardir.
Mikroorganizmalardan, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Salmonella typhi,
Escherichia coli, Candida albicans ve Aspergillus fumigatus kullanilmistir. Schiff
bazlarinin mikroorganizmalara karsi etkili oldugunu gostermigler ve en fazla aktivitenin
Salmonella typhi susuna karsi oldugunu belirlemislerdir. Antifungal etkisisinin
antibakteriyal etkisinden daha az oldugunu bildirmislerdir.

Patil ve ark. (2015), Sentezlenen Schiff bazlar1 (o-toluidin / 3-aminobenzotriflorid ile
6-formil-7,8-dihidroksi-4-metilkumarin) ve bunlarin metal kompleksleri [Co (I1), Ni (I1) ve
Cu (ID]'nin DNA kirma ve antimikrobiyal (antibakteriyel, antifungal ve anthelmintik)
aktivitelerini arastirmiglardir. DNA kirma aktiviteleri agaroz jel elektroforezi yontemiyle,
antimikrobiyal aktiviteleri ise disk difiizyon yontemiyle belirlenmistir. Caligsma sonucunda
bazi metal komplekslerinin DNA'y1r tamamen kirdigi, bazilarimin ise kismen kirdig
sonucuna varilmistir. Antimikrobiyal caligmada ise, L1- Cu (II) ve L2- Cu (ll)
komplekslerinin tiim tiirlere kars1 oldukca aktif oldugu bulunmustur.

Bostanct (2014), on bes tane benzotiyazol tiirevli bilesigi calismistir. Mutajenik
etkilerine belirlemek i¢in Ames testi igin S. typhimurium’un TA98 ve TA100 mutant
suslar1 kullanmistir. Arastirma sonunda, test edilen bilesiklerin ikisinin TA100 mutant
susunda giiglii mutajenik, bir bilesigin ise yalnizca TA9S8 i¢in mutajenik etkisinin oldugu,

bunun yani sira bir maddenin her iki susta da mutajenik etki gosterdigi, bir bilesigin ise
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zay1f mutajenik oldugu gozlenmis olup diger on bilesigin mutajenik etkiye sahip olmadigi
belirlenmistir.

Shebl (2014), Schiff bazi ligand1 ve Cu(ll), Fe(ll), Ni(ll), Co(ll) ve VO™
komplekslerinin, antimikrobiyal aktivitelerini ve DNA ile etkilesimini incelemistir.
Antimikrobiyal aktivite i¢in kullanilan mikroorganizmalara (Candida albicans, Aspergillus
flavus, Staphylococcus aureus ve Escherichia coli,) karst antimikrobiyal etkisi
degerlendirmistir. Sonug olarak ligand ve komplekslerinin biyolojik olarak aktif oldugunu
bulmustir. DNA-baglanma o&zelliklerini elektronik emme, floresan ve viskozite
Ol¢iimleriyle incelemis ve Cu komplekslerinin interkalasyon olarak baglandigini
gostermistir.

Kurt (2011), 2,6 diaminopiridinin reaksiyonundan Schiff bazlar1 ve komplekslerini
sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin ve komplekslerin DNA baglanma 6zellikleri
incelenmistir. Sonug olarak sentezlenen bilesiklerden ¢ogunun DNA ile baglandigi,
hidrojen peroksit ortaminda baglanma oraninin daha da yiikseldigi goriilmiistiir bu agidan
sentezlenen bilesikler timit verici olarak kabul edilmistir.

Bal 2010 yilinda, Schiff baz1 ve komplekslerinin (nikel(II), mangan(II), bakir(IT),
cinko(II) ve kobalt(Il)) genotoksik etkisine Ames testi ile ¢alismistir. Aragtirma bulgulart,
kobalt kompleksinin disindaki ligand ve komplekslerin mikrozomal enzim yoklugunda
(S9-) ve varliginda (S9+), TA98 susunun mutajenik etkisinin oldugu goriiliirken, TA100
susunun sadece kobalt kompleksinin mutajenik etkisi oldugunu gostermistir.

Akgiil ve Kaya, (2004), oligo-3-aminopiridin (OAP) Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherchia coli ve Pseudomonas aeruginosa bakterilerine karsi
antibakteriyel aktivitesi i¢in test edilmistir. Disk difiizyon yontemi sonucunda inhibisyon
bolgeleri, 50 ng OAP’nin Gram pozitif suslarina karsi giiclii bir antibakteriyel aktivite
gosterdigini ortaya koymustur, minimum Onleyici konsantrasyonu (MIC), minimum
bakteri 6ldiiriicii konsantrasyon (MBC), sirasiyla, 25 pg/ml 50 pg /ml olarak bulunmustur.
Sonuglar OAP’nin Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecalis’e karsi giiglii bir
antibakteriyel madde oldugunu gdstermektedir.

Onuska ve ark. (1996), Schiff bazi aminoguanidine bilesiklerini Ames testiyle
aragstirmiglardir ve Salmonella typhimurium'un tg farkli (TA97, TA100 ve TA102) mutant
suslarin1 kullanmislardir. Sonug olarak test edilen Schiff bazlarinin mutajenik olmadig ve
bu bilesiklerin gii¢lii antimutajenite ve antibakteriostatik etkisinin oldugu belirlenmistir.
Calismada kullanilan aminoguanidine bilesiklerini bir¢ok hastaligin 6nlenmesinde olasi

farmakolojik ajan olarak diisiintilmiistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada Kullanilan Schiff Bazlar

Bu tez calismasinda kullanilan 3-aminopiridin Schiff bazlari Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii 6gretim iiyesi Dog. Dr. Mustafa

YILDIZ tarafindan sentezlenmis ve yapilari aydinlatilmistir. 3-Aminopiridin  Schiff

bazlarinin kimyasal yapilar1 Sekil 3.1. ve 3.2.’de gdsterilmistir.

Qw@

Sekil 3.1. 2-[(Pridin-3-yilimino)metil]fenol (Bilesik 1)

Sekil 3.2. 4-Nitro-2-[(pridin-3-yilimino)metil]fenol (Bilesik 2)
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3.1.2. Caliymada Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.1.2.1. Mutajenite ve Antimutajenite Cahiymalarinda Kullanilan Kimyasal
Maddeler

Mutajenite ve antimutajenite ¢alismasinda 3-Aminopiridin Schiff bazlarinin farkli
konsantrasyonlarinin (0,5, 5, 50 ve 500 ppm) hazirlanmasinda kullanilan dimetil siilfoksit
(DMSO), TA98 mutant susu i¢in Standart mutajen olan 4-nitro-o-fenilendiamin (NPD) L-
histidin, glikoz, D-biyotin, agar (Difco) Sigma-Aldrich’den temin edildi. Magnezyum
stilffat (MgS04.7H20), potasyum fosfat (K:HPOs), disodyum hidrojen fosfat dihidrat
(Na2HPO4.2H20), sitrik asit monohidrat (CeHgO7.H20), sodyum dihidrojen fosfat
monohidrat (NaH2PO4.H20), nutrient broth (Oxoid), sodyum hidroksit (NaOH), sodyum
kloriir (NaCl), TA100 mutant susu i¢in standart mutajen olan sodyum azid (SA, NaNz)
Merck’den alindi.

3.1.2.2. Antimikrobiyal Cahismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Antimikrobiyal aktivite ¢alismalari igin siilfirik asit (H2SO4) ve baryum Kloriir
(BaClz) Merck'ten; Miiller Hinton Broth (Oxoid) Thermo’dan elde edildi. Bakteriler igin
kulanilan Nutrient agar ve Mueller-Hinton broth; mayalar i¢in kullanilan Saboraud
dekstroz agar ve Roswell Park Memorial Institute Medyum (RPMI); pozitif kontrol olarak
kullanilan Gentamisin, Ampisilin ve Flukonazol antibiyotikleri Sigma Aldrich'den temin
edildi.

3.1.2.3. DNA Etkilesim Calismalarinda Kullamlan Kimyasal Maddeler

DNA baglanma aktivite ¢alismasinda kullanilan CT-DNA’s1 ve etidiyum bromiir
Sigma Aldrich’ten; tris bazi, hidroklorik asit (HCI) ve DNA kirma aktivite ¢alismasinda
kullanilan sodyum hidroksit (NaOH), glasiyal asetik asit (CH3COOH), potasyum
dihidrojen fosfat (KH2PQOjs), potasyum kloriir (KCI) ve hem DNA baglanma hem de DNA
kirma aktivitesi igin Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) Merck'ten elde edildi. pPBR322
plazmid DNA, marker olarak kullanilan DNA ladder ve kontrol olarak kullanilan EcoRI

enzimi Thermo Scientific'ten alindi.
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3.1.3.Mutajenite ve Antimutajenite

3.1.3.1.Mutajenite ve Antimutajenite Calismalarinda Kullamlan Test Suslari

Calismada Ames ve arkadaglan tarafindan gelistirilen S. typhimurium’un TA98 ve
TA100 mutant suslar1 kullamld: (Cizelge 1). Suslar Anadolu Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Hiilya SIVAS tarafindan hediye edildi.

Cizelge 3.1. TA98 ile TA100 Suslarmin Genetik Ozellikleri

hisD3052 Rfa pKM101 Auvr B Cerceve kaymasi

- hisG46 Rfa pKM101 Auvr B Baz ¢ifti degisimi

*LPS: Lipopolisakkarit

**4: Delesyon

3.1.3.2. Mutajenite ve Antimutajenite Calismalarinda Kullanilan Stok Cozeltiler
ve Besiyerleri

3.1.3.2.1.Vogel-Bonner E ortam (50X VB tuz c¢ozeltisi)

Minimal glukoz agar (MGA), histidin/biyotin/ampisilin (HBA) ve histidin/biyotin
(HB) agar plaklariminda kullanilmak i¢in hazirlandi. Isiticili manyetik karistiric1 tizerinde
67 mL saf su igerisine sirastyla; 1 g magnezyum siilfat heptahidrat (MgSQO4.7H20), 10 g
sitrik asit monohidrat, 50 g potasyum fosfat (KaHPQOg4), 17,5 g sodyum amonyum fosfat
tetrahidrat (NaNH4HPO4.4H20) her biri ¢oziindiikten sonra tek tek eklendi. Cozelti 100
mL saf su ile tamamlandiktan sonra otoklavda steril hale getirilerek oda sicakliginda

muhafaza edildi

3.1.3.2.2. Glukoz Cozeltisi (%20)

HB ve HBA petrilerinin hazirlanmasi i¢in karbon amaciyla kullanildi. Manyetik
karistirict tizerinde 10 mL saf suya 2 g glukoz eklenerek tamamen ¢ozdiiriildii. Otoklav ile
steril edilerek ¢ozelti +4 °C’de saklandi.

26



3.1.3.2.3. Histidin Cozeltisi (%00,5)
HB ve HBA petrilerinde kullanilmak iizere hazirlandi. Oda sicakligindaki 50 mL saf
su igerisine L-Histidin 0,25 g eklenerek tamamen ¢6ziinmesi saglandi. Daha sonra ¢ozelti

membran filtreyle steril hale getirildi, ardindan ¢ozelti +4 °C’de sakland.

3.1.3.2.4. Biyotin Cozeltisi (0,5 mM)

HB ve HBA petrilerinde kullanilmak tizere hazirlandi. Isiticili manyetik karistirici
tizerinde 1sitilan 100 mL saf suya 0,01 g D-Biyotin (MA 244,3 g/mol) ilave edilerek
tamamen ¢Oziinmesi saglandi. Daha sonra ¢oziinen karisim membran filtreyle steril hale

getirilerek ¢ozelti +4°C’de sakland.

3.1.3.2.5. NaOH Cozeltisi (0,02 N)
Ampisilin ¢ozeltisi i¢cin kullanildi. Isiticili manyetik karistirict tizerinde 50 mL saf

suya 0,04 g sodyum hidroksit (NaOH) (MA 40 g/mol) ilave edilerek ¢dziinmesi saglandi.

3.1.3.2.6. Ampisilin Cozeltisi (% 0,8/0,02 N NaOH)
HBA (master) plaklarmin hazirlanmasi i¢in ve pKM101 plazmidi tasiyan suglarin
kontroliin i¢in kullanildi. 25 mL 0.02 N NaOH igerisinde 0,2 g ampisilin trihidrat

¢ozdiiriilerek membran filtre ile steril hale getirildi ve ¢6zelti +4°C’de saklandi.

3.1.3.2.7. Biyotin/Histidin Cozeltisi (0,5mM)

Top agar igerisine konulmak i¢in hazirlandi. Isiticili manyetik karistirici iizerinde
250 mL saf suya 0,031 g D-Biyotin (MA 244,3 g/mol) ilave edildi. Tamamen ¢oziinen
karisima 0,024g L-Histidin. HCI (MA 191,7 g/mol) eklendi. Cozelti membran filtreyle

steril edilerek +4°C’de saklandi.
3.1.3.2.8. Kristal Viyole Cozeltisi (%00,1)

Rfa mutasyonunun kontrolii i¢in hazirlandi. 200 mL saf su ile 0,2 g kristal viyole

karistirildi ve hazirlanan ¢ozelti 151k almayan ortamda ve +4°C’de muhafaza edildi.
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3.1.3.2.9. Sodyum-Fosfat Tamponu (0,2 M)

Calismada top agar igerisine konuldu. 3 mL 0,2 M Sodyum dihidrojen fosfat
monohidrat (NaH2PO4H20), (6,9 9/250 mL) (MA 137,99 g/mol) ve 22 mL 0,2 M
disodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na2HPO42H.0), (8,9 9/250 mL) (MA 177,99 g/mol)
0,2 M’lik iki karisimda ayr1 ayri hazirlandiktan sonra karistirildi ve pH 7,4 olacak sekilde

ayarlanarak otoklav ile steril edildi.

3.1.3.2.10. Tuz cozeltisi (%60,9)
Bakteri kiltiirlerini seyreltmek i¢in kullanildi. 100 mL saf su ile 0,9 g NaCl

karistirilarak otoklav ile steril hale getirildi.

3.1.3.2.11. 4-Nitro-o-fenilendiamin (0,1 pg/nL)

Antimutajenite c¢alismasinda hem mutajen olarak hemde TA98 susunun pozitif
kontrolii i¢in hazirlandi. 10 mL DMSO igersinde 1 mg NPD c¢ozdiiriildiikten sonra
membran filtreyle steril edilerek deneyde 10 ug/plak olarak kullanildi. Mutajen +25 °C’de

saklandi.

3.1.3.2.12. Sodyum Azid (0,01 pg/uL)

Antimutajenite ¢alismalarinda hem mutajen olarak hemde TA100 susunun pozitif
kontrolii i¢in hazirlandi. 10mL saf su igerisinde 0,1 mg saoyum azid (SA)(NaNz)
cozdiiriilerek membran filtreyle steril edilerek deney sirasinda 1 pg/plak olarak kullanildi.
Mutajen +4 °C’de saklandi.

3.1.3.2.13. Histidin/Biyotin Agar (HB)

Histidin gereksinimi kontrolii i¢in kullanildi. 0,15 g agar ve 210 mL saf su karistirildi
ve otoklavda steril olmasi saglandi. Ardindan karisim 55 °C’ye kadar sogutularak sonra
steril 5 mL 50X VB, 25 mL %20'lik glukoz ve 2,5 mL %0,5'lik histidin ¢6zeltisi eklenerek
karistirildi ve ardindan 1,5 mL 0,5 mM'lik biyotin ¢ozeltisi eklendi. Karisim distile suyla
250 mL’ye tamamlanarak ardindan petrilere esit olarak (yaklasik 25 mL) dokiildii.
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3.1.3.2.14. Histidin/Biyotin/Ampisilin Agar (HBA)

Calismalarindaki test suslarinin master plaklarin hazirlanmasi i¢in ve ampisiline
direnglilik 6zelliklerinin kontrolii i¢in kullanildi. 0,159 agar ile 225 mL saf su
karistirildiktan sonra otoklav ile steril edildi. Steril olan karisim 50°C olana kadar beklendi
ve sonra karisim igerisine 5 mL 50X VB, 12,5 mL %20'lik glukoz ve 2,5 mL %0,5'lik
histidin ¢ozeltileri eklendi. Cozeltiler ¢oziindiikten sonra 1,5 mL 0,5 mM'lik biyotin
cozeltisi ve 787,5 mL (% 0,8/0,02 N NaOH) ampisilin eklendi ve elde edilen ¢ozelti
petrilere esit olarak (yaklasik olarak 25 mL) dokiildii.

3.1.3.2.15. Nutrient Agar (NA)

Deneylerdeki 16 saatlik kiiltiiriin hem mL’deki bakteri sayisinin elde edilmesinde
hemde genotip kontroliinde kullanildi. 1,25 g nutrient broth (Oxoid, No:2) ve 50 mL saf su
karistirildiktan sonra 0,75 g agar ilave edildi daha sonra otoklav ile steril edildi. Karigim

soguduktan sonra petrilere esit olarak (yaklasik olarak 25 mL) dokiildii.

3.1.3.2.16. Minimal Glukoz Agar (MGA)

Histidin gereksiniminin Kontrolii i¢in kullanildi. 1,5 g agar ile 83 mL distile suyla
karistirilir otoklavda steril edildikten sonra karisima 2 mL 50X VB eklenerek ¢ozdiiriildi
ve sonrasinda steril halde bulunan 10 mL %20'lik glukoz eklendi. Cozelti, saf suyla 100
mL’ye tamamlandi ve 50°C oldugunda ¢ozelti petrilere esit olarak (yaklasik olarak 25 mL)
dokiildii.

3.1.3.2.17. Top (Ust) Agar

Mutajenite ve Antimutajenite ¢alismalarinda kullanildi. 1000 mL saf su icerisine 6 g
agar ve 5 g sodyum kloriir (NaCl) eklenerek 1siticilt manyetik karistiriciyla ¢ozdiiriildiikten
sonra ¢ozelti tiiplere 2 mL olarak konuldu. Agar konulan tiipler otoklavda steril hale

getrildi. Steril olan tiipler su banyosuna (42°C) alind.

3.1.3.2.18. Nutrient Broth (NB)

Calismalardaki 16 saatlik kiiltiirdeki test suslarini ¢ogaltmak amaciyla kullanildi.100
mL saf su igerisine 2,5 g nutrient broth (Oxoid, No:2) ilave edilerek ¢ozdiiriildii. Daha
sonra ¢oziinen karisim 20 mL olarak erlenlere koyuldu. Ardindan siv1 besiyerleri otoklavda

steril edildi.
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3.1.4. Biyolojik Aktivitenin Belirlenmesi

3.1.4.1. Antimikrobiyal Etki

3.1.4.1.1. Antimikrobiyal Etkinin Belirlenmesinde Kullanilan Test Suslari

3-Aminopiridin bilesiklerinin antimikrobiyal etkinin belirlenmesi i¢in bakterilerden;
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Bacillus
subtilis (ATCC 6633), Escherichia coli (NRRL B-3704), Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aerouginosa (ATCC 10145), Proteus vulgaris (ATCC 13315) kullanildi.
Mayalardan ise Candida tropicalis (ATCC 13803) ve Candida albicans (ATCC 60193)'e
karst degerlendirildi. Bakteriler ve mayalar, Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen-
Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Mustafa YAMAC tarafindan
hediye edildi.

Caligma, Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii’nde belirtilen prosediire uygun
olan broth mikrodiliisyon yontemiyle calisildi (Isenberg, 1998). Calismada kullanilan 3-
aminopiridin bilesiklerinin mikrobiyal aktivitesi minimum inhibe edici konsantrasyon
(MIC) olarak degerlendirildi. Antimikrobiyal etkinin belirlenebilmesi i¢in deney 3 tekrarli
olarak gerceklestirildi.

3.1.4.1.2. Stok Kiiltiirler ve Calisma Kiiltiirleri

Kiiltiirler liyofilize olarak pasajlandi ve -80°C’de saklanan stok kiiltiirler olusturuldu.
Ardindan stok kiiltiirleri, %15 gliserol iceren Brain Heart Infusion Broth i¢inde saklandi.
Stoktaki kiiltlirler Nutrient Agar iceren plaklara ekim yapildi ve bdylece test kiiltiirleri

olusturulmus oldu.

3.1.4.1.3. Besiyerleri

3-Aminopiridin  bilesiklerinin  antimikrobiyal etkinin belirlenmesi amaciyla
uygulanan mikrodiliisyon metodunda Mueller Hinton Broth (Oxoid), agar, Nutrient agar,
Nutrient Broth Saboraud dekstroz ve Roswell Park Memorial Institute medyum (RPMI)

besiyerleri kullanildu.
3.1.4.1.4. Bakterilerin ve Mayalarin Canlandirilmasi

Mikroorganizmalarin canlandirilmasi -80°C’de saklanan suslarin 25°C’ye distiriildiikten

sonra kati1 veya siv1 besiyerine ekimi yapildi ve ardindan 37 °C’de inkiibe edildi.
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3.1.5. la¢c Molekiillerinin DNA ile Etkilesimleri

3.1.5.1. DNA Baglanma

3.1.5.1.1. 8 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA (TNE) Tamponu

80 mL saf su igerisine 0,121 g tris, 0,292 g NaCl ve 0,2 mL 0,05 M EDTA (pH:8.0)
eklenerek ¢ozdiiriilmesi saglandi ve sonra HCI ile pH’1 7.4’¢ ayarlanarak ve saf suyla 100

mL’ye tamamlandi. Membran filtreyle steril hale getirilerek oda sicakliginda saklandi.

3.1.5.2. DNA Kirma

3.1.5.2.1. 10X TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) Tamponu

4,84 g Tris, 0,55 mL glasiyel asetik asite; 2 mL 0,05 M EDTA ilave edildi ve 80 mL
saf su ile ¢ozdiiriilerek ardindan pH'st 8.0 olmasi saglandi. Ardindan ¢ozelti saf su ile 100

mL’ye tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza edildi.

3.1.5.2.2. 100 mM Tris-HCI Tamponu
1,21 g Tris 75 mL distile suda ¢ozdiiriildii. Cozdiiriildiikten sonra HCI ile pH 7.6’ya
ayarlandiktan sonra saf su ile 100 mL’ye tamamlandi ve steril hale getirilerek oda

sicakliginda muhafaza edildi.

3.1.5.2.3. Agaroz Jel

90 mL Tris asetat tamponu ile 0,9 g agaroz karigtirtlip ardindan 1siticili manyetik
karistirict iizerinde kaynatildi. 50-55 °C’ye kadar sogutularak igerisine 3 uL etidyum
bromiir ilave edilip karistirildi. Ardindan tarak yerlestirilmis plastik tabakaya dokiilerek
oda sicakliginda yaklasik 50 dakika jelin donmasi beklendi.

3.1.5.2.4. 6X Agaroz Yiikleme Tamponu

0,5 M EDTA, %30 gliserol, %0,3 bromofenol mavisi ve %0,3 ksilen siyanol olacak
sekilde 10 mL hazirlandi ve 4 °C’de muhafaza edildi.
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3.2. Yontem

3.2.2. Mutajenite ve Antimutajenite

3.2.2.1. Mutant Test Suslarinin Genetik Ozelliklerinin Kontrolii

3.2.2.1.1. Histidin Gereksinimi

MGA'nn igerisinde histidin ile biyotin bulunmasindan dolayr MGA plaklari kontrol
amaciyla kullanildi. Test suslart petrilere ekim yapildiklarinda histidin oksotrofu (his’)
igerip icermedikleri anlasilir. Histidin sentezleyebilme 6zellgi olmayan test suslart MGA
plaklarinda iireme olmazken, Histidin/Biyotin agar plaklar1 iizerinde iiremektedirler (Ames
ve ark., 1973). Bunun sonucunda 16 saatlik NB’da kiiltiir elde edildi. Daha sonra MGA ve
HB igeren plaklara ¢izgi ekim yapilarak plaklar 37°C’de 48 saat inkiibasyonda tutuldu.

3.2.2.1.2. uvrB Mutasyon Kontrolii

Bu mutasyonun islevi, bakterilerde ultra viyole (UV) isinlarindan kaynaklanan
replikasyonda olusan hatalarin diizeltilmesini saglayan DNA onarim mekanizmasini
engellemesidir. Mutant suslarin bu mutasyonu igerip icermedikleri UV 1sinlarina duyarlilik
testi ile tanimlanmaktadir. Bu test i¢cin NA plaklarina ¢izgi ekim yapilarak petrinin bir
kismu ¢izgileri kesecek sekilde kapatildi. Plaklar, 30 watt’lik germisidal UV lambasiyla 33
cm ylikseklikten 8 sn 1s1nlara maruz birakilarak ardindan 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda plaklarin UV 1simnmna maruz kalmayan kisminda iireme

goriliir ve bunun sonucunda mutant suslarin uvrB mutasyonu igerdigi belirlenir (Ames ve

ark., 1973).

3.2.2.1.3. rfa Mutasyon Kontrolii

rfa  Mutasyonu, hiicrenin dis yiizeyinde bulunan lipopolisakkarit tabakasini
zayiflatarak makromolekiiliin hiicre igine almasimi saglamaktadir. Mutant suslarin rfa
Mutasyonu bulundurup bulundurmadigi kristal viyole duyarliligiyla degerlendirildi.
Mutasyonun kontrolii i¢in 16 saatlik kiiltiir igerisinden 100 pL test susu alinarak nutrient
agar (NA) igeren petrilere ekim yapild1 ve 0.5cm ¢apindaki steril disk plaginin ortalarina
koyuldu. Daha sonra %0,1’lik kristal viyole ¢ozeltisi igerisinden 10 pL alinarak diskin
tizerine konuldu. Hazirlanmis olan petriler 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyon edildi ve
inkiibasyondan sonra disklerin etrafinda 13-14 mm'lik belirlenen seffaf zon inhibisyon
zonu olarak degerlendirilir. Bu zon hiicreden gecemeyen boyanin, rfa iceren bakteri
hiicresinin igerisine alarak olusturdugu yapidir. Bu sonu¢ mutasyon oldugunu

gostermektedir (Ames ve ark., 1973).
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3.2.2.1.4. R Faktorii Kontrolii

Ampisilin direncine (R faktorii) sahip olan plazmidin (pKM101) belirlenmesinin
kontroliinde kulanilmak tizere mutant suslar (TA98 ve TA100) HBA plaklarina ekildi ve
37 °C’de 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Sonug olarak HBA igerisinde iireyen suslarin
plazmidi (pKM101) igeren suslar oldugu goriildii (Ames ve ark., 1973).

3.2.2.2. Mutant Suslarin Master Plaklarinin Yapim

HBA igeren plaklara test suglar1 bulunan kiiltiirlerden ¢izgi ekim yapilir ve plaklar 37
°C’de 48 saatlik inkiibasyona birakildiktan sonra iyi olan ve normal biiyiikliikteki bir
koloni secilerek 6ze ile alindi. Secilen koloni 2 mL NB igerisine konulmadan 6nce 6,3 uL
ampisilin ¢ozeltisi konulurak ve ardindan koloni ortama ekilirek sonrasinda 37 °C’de 12
saatlik inkiibasyona tabi tutuldu. Inkiibasyonun ardindan hazirlanmis olan taze kiiltiir
icerisinden HBA igeren plaklara ekilerek ve 37 °C’de 48 saatlik inkiibasyona tabi tutuldu.

Elde edilen master plaklari galismada kullanilacagi zamana kadar +4 °C’de saklandi.

3.2.2.3. Mutant Suslarin Uzun Siire Saklanmasi1 ve Stok Kiiltiirlerin
Kullanilmasi

Test suslarinin gerekli genetik kontrolleri yapildiktan sonra HBA plaklarinda ekim
yapilmis olan suslar igerisinden belli bir boyuta gelmis ve iyi izole olan koloniler alindi.
Secilen koloni 63 pL ampisilin bulunan 20 mL NB igerisine ekilerek 37 °C’de 12 saatlik
inkiibasyona tabi tutuldu. Daha sonra ependorf tiiplerinin i¢erisine 100 pL.. DMSO ile 900
uL bakteri kiiltiirtinden eklenerek ependorflar sivi azot icerisinde bekletilerek ardindan -80
°C’de saklandi.

Stok kiiltiirleri kullanmak igin, -80 °C’de bekletilen bakteri kiiltiirlerini alarak oda
sicakligina gelmesi beklendi. Kiiltir 6ze yardimi ile ampisilin konulan NB igerisine
ekilerek 37 °C’de 12 saatlik inkiibasyona birakildi. Daha sonra bakteri kiiltiirleri NB
ortamindan alinarak HBA igeren petrilere ekildi ve ardindan 37 °C’de 48 saat inkiibe
edildi. inkiibasyon sonunda belli bir boyuta gelmis ve iyi izole olan koloniler segilerek 16
saatlik kiiltiirler hazirlanmis oldu. elde edilen 16 saatlik kiiltiirler 37 °C’de 12 saat inkiibe

edildi ve tekrardan HBA igeren petrilere ekildi.
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3.2.2.4. Mutant Suslarin 16 Saatlik Kiiltiirlerinin Elde Edilmesi

16 saatlik kiiltiir i¢in, master plaklardan elde edilmis HBA plaklarindaki belli bir
boyuta gelmis ve iyi izole olan koloniler se¢ildi. Ampisilin (63uL) igeren NB (20mL)
bulunan ortama ekim yapilip 37 °C’de 16 saatlik inkiibasyona tabi tutuldu.

Inkiibasyon sonunda kiiltiirden 500 pL alinarak yeni besiyeri oetaminda 37°C’de 3
saat inkiibe edildi. Deneyde, belli yogunluga (1-2x10° (kob)/mL) ulasmis bakteri kiiltiirii
ile deneyler gergeklestirildi.

3.2.2.5. Sivi Kiiltiiriin mL’sindeki Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

Mutajenik ve antimutajenik etkinin belirlenmesinde kullanilan mutant suslarin sivi
kiiltirtinde mL’sinde bulunan bakterileri yogunlugu, spektrofotometre (ODs4 ~ 0,1-0,2)
sonucuyla belirlendi. Bakterilerin yogunlugunu %0,9 serum fizyolojik kullanilarak
azaltildi. Seyreltme i¢in kiiltiirden 100 pL alinarak 41 °C sicakliktaki 2000 pL top agara
ilave edilerek yapildi iyice karistirilarak NA igeren petrilere koyuldu. Sonrasinda petriler

37 °C’de 24 saatlik inkiibasyona tabi tutuldu.

3.2.2.6. 3-Aminopiridin Bilesiklerinin Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

Mutajenite ve antimutajenite ¢aligmalarda kullanilmadan once bilesiklerin mutant
suslarda sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi gereklidir. 3-Aminopiridin bilesiklerinin
calismada etkili konsantrasyonlariin belirlenebilmesi igin sitotoksik etki ¢aligmasi yapildi.
Sitotoksik konsantrasyonun saptanabilmesi igin dort farkli konsantrasyon 0,5, 5, 50 ve 500
ppm) secildi ve ¢alismada uygulanan suslarda geri donen koloniler belirlendi. Mutajenite
deneyinde negatif kontroldeki koloni sayisi ile karsilastirilirken, antimutajenite
deneylerinde spontan kontrol ile karsilastirildi ve uygulanan konsantrasyonlarda sitotoksik

aktivite gosterip gostermedigi degerlendirildi (Dean ve ark., 1985).

3.2.2.7. Mutajenite ve Antimutajenite Caliymalari

Sentezlenen 3-aminopiridin Schiff bazlar1 bilesikleri potansiyel mutajenik ve
antimutajenik etkileri, Ames test sistemi ile gerceklesti. Mutajenite ve antimutajenite
calismalarinda 3-aminopiridin bilesiklerinin 4 farkli konsantrasyonu (0,5, 5, 50 ve 500
ppm) ile degerlendirildi. Deneylerde S. typhimurium iki mutant susu (TA98 ve TA100)
kullanildi. Deney siiresince 41 °C’de tutulan HB igeren top agar igerisine sirastyla 0,5 mL
sodyum-fosfat tamponu, 0,1 mL test edilen bilesik (DMSO igerisinde ¢oziinmis 3-
aminopiridin bilesikleri), 0,1 mL standart mutajen ile 0,1mL bakteri kiiltiirii eklenip MGA
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iceren petrilere dokiilerek iyice yayilmasi saglandi. Petriler donduktan sonra 37 °C’de 48
saat inkiibe edildi ve sonrasinda petrilerdeki bakteri kolonileri sayildi. 3-Aminopiridin
bilesiklerinin tiim konsantrasyonlari ti¢ tekrarli olarak petrilere ekildi. Deney sirasinda es

zamanli olarak pozitif, negatif ve spontan kontrollerde gerceklestirildi.

3.2.2.8. Pozitif Kontrol

Mutajenite ve antimutajenite deneylerinde mutajen olarak 4-nitro-o-fenilendiamin
(NPD) ve sodyum azid [SA, (NaNz)] kullanildi. Calismalarda NPD 10 ug/plak, SA ise 1
ug/plak olarak hazirlandi.

Deneyde 41 °C’de bekletilen HB bulunan top agar igerisine sirasiyla sodyum-fosfat
tamponu (0,5 mL), standart mutajenden (0,1 mL) ve bakteri kiiltiiriinden (0,1 mL) eklendi.
Hazirlana karisim MGA igeren petrilere dokiilerek iyice yayilmasi saglandi. Petriler
donduktan sonra 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi ve sonrasinda petrilerdeki bakteri

kolonileri sayildi.

3.2.2.9. Negatif Kontrol

Mutajenite ve antimutajenite ¢alsmalarinda kullanilmakta olan standart mutajenler ve
3-aminopiridin bilesikleri DMSO ile ¢6zdiriildii. Bu nedenle ¢oziicii olarak kullanilan
DMSO’nun geriye donen bakteri sayisi lizerinde etkisinin olup olmadigu belirlemek i¢in
negatif kontrol olarak kullanildi. Negatif kontrol i¢in 41 °C’de bekletilen HB bulunan top
agar igerisine sirasiyla sodyum-fosfat tamponu (0,5 mL), DMSO (0,1 mL) ve bakteri
kiiltiriinden (0,1 mL) eklendi. Hazirlana karistm MGA igeren petrilere dokiilerek iyice
yayilmasi saglandi. Petriler donduktan sonra 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi ve sonrasinda

petrilerdeki bakteri kolonileri sayilarak degerlendirme yapildi.

3.2.2.10. Spontan Kontrol
Histidin oksotrofu olan ve g¢alismada kullanilan S. typhimurium TA98 ve TA100
suslar1 kendiliginden (spontan) his* duruma gelebilmektedir.
Geri donen TA98 susu icin;
e 20-50 revertant/plak
TA100 susu ig¢in;
e 75-200 revertant/plak araliginda olmalidir (Mortelmans ve Zeiger, 2000).
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Deneyde 41°C’de bekletilen HB bulunan top agar icerisine sirastyla sodyum-fosfat
tamponu (0,5 mL) ve bakteri kiiltiirlinden (0,1 mL) eklendi. Hazirlana karisim MGA igeren
petrilere dokiilerek iyice yayilmasi saglandi. Petriler donduktan sonra 37 °C’de 48 saat

inkiibe edildi ve sonrasinda petrilerdeki bakteri kolonileri sayildi.

3.2.2.11. Sonuclarin Degerlendirilmesi

3.2.2.11.1. Mutajenik Aktivite

Calismada kullanilan 3-aminopiridin  bilesiklerinin mutajenik aktivite igerip
icermedigi negatif kontrolle karsilastirilarak belirlendi. Test edilen 3-aminopiridin
bilesiklerinde mutajenik aktivitenin var oldugu sdylenebilmesi igin plaklarda olusan koloni

sayisinin, negatif kontroliin iki kat1 veya daha fazlasi olmasi gerekmektedir.

3.2.2.11.2. Antimutajenik Aktivite

Calismada kullanilan 3-aminopiridin bilesiklerinin antimutajenik aktivitesi i¢in %
inhibisyon orani ile belirlendi. Inhibisyon orani %25°den diisiik olan degerler igin test
bilesiklerinin antimutajenik etki gostermedigi, inhibisyon orani %25-40 arasinda olan test
bilesiklerin orta dereceli antimutajenik etki gosterdigi ve %40’tan yiikksek olan test
bilesiklerinin ise gii¢lii antimutajenik etki gosterdigi belirlendi (Negi ve ark., 2003).

Test edilen 3-aminopiridin bilesikleri’nin % inhibisyon orani asagidaki formiiliine

gore hesaplandi (3.1).

. P-B
Inhibisyon Orani (%) = p_g X 100 (3.1)

P; Pozitif kontrolde (sadece mutajen varliginda) geri donen koloni sayisi/plak
B; Test edilen bilesik ve mutajen varliginda geri dénen koloni sayisi/plak
S; Spontan koloni sayisi/plak
Deney sonucunda elde edilen verilerin ortalamalar1 alinarak standart sapmalari

hesaplanda.
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3.2.3. Biyolojik Aktivitenin Belirlenmesi

3.2.3.1. Broth Mikrodiliisyon Antimikrobiyal Duyarhlik Testi (MIC)

MIC testinde ticari olarak gelistirilmis 96 kuyucuklu steril mikropleytler kullanilarak
calisma gergeklestirildi. 3-Aminopiridin  bilesiklerinin 500 ppm’lik konsantrasyonu
kullanild1 ve test bilesiklerinin seri bir sekilde seyreltilmesi ile yapildi. Petride {iremis olan
kolonilerden benzer ozelliktekiler alindi. Inokulum siispansiyonu igin log fazi biiyiime
yontemi uygulandi. Siispansiyon yogunlugu 1-2x10®8 CFU/mLD’dir. Inokulum 0.5
McFarlanda gore ayarlandi ve sonrasinda siispansiyon karistirilarak  orijinal
stispansiyondan 1000 pL alinip 19 mL serum fizyolojigin igerisine eklendi. Pipet yardimi
ile her bir kuyucuga 10 pL konuldu ve tiim kuyucuklara 0,1 mL Miiller Hinton Broth
besiyeri ilave edildi.

Mikropleytdeki ilk kuyucuga 0,1 mL test bileseni 3-aminopiridin bilesikleri eklendi.
Kargtirilma isleminden sonra 0,1 mL besiyeri igerisinden geri alindi. Boylece test
bilesiklerinin seri diliisyonlar1 yapildi ve 10. kuyucuktaki fazla olan kisim diger
kuyucuklardaki ile esit miktarda olmasi i¢in atildi. 12. kuyucuk disindaki tiim kuyucuklara
inokulum siispansiyonu eklendi.

Mikrodiliisyon yonteminde bakterilere karsi kullanilan plaklar 37 °C’de 24 saatlik
inkiibasyona mayalara karsi kullanilan plaklar ise 37 °C’ta 48 saatlik inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresi sonucunda iireme goriilmeyen diisiik konsantrasyon olan

minimum inhibe edici konsantrasyon (MIC) yontemi ile degerlendirildi.

3.2.4. ila¢ Molekiillerinin DNA ile Etkilesimleri

3.2.4.1. DNA Baglanma

3.2.4.1.1. UV-Vis Absorpsiyon Titrasyonu

Bu ¢alismada CT-DNA ve TNE (10 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl ve 1 mM EDTA)
tamponu kullanildi. Tampon ¢ozeltisi pH 7.4 olacak sekilde hazirlandi. Bilesiklerin DMSO
ile 0,05 M’lik stok ¢bzelti hazirlanarak son konsantrasyonlari 20 mM olacak sekilde TNE
tamponu ile gergeklestirildi. Kor olarak stok c¢ozeltilerin son konsantrasyonlarin da
seyreltilmesinde kullanilan TNE tamponu kullanildi.

Bu deneyde her iki bilesiginde konsantrasyonlar1 sabit tutularak, CT-DNA’nin
konsantrasyonu ortama belli miktarlarda eklenerek gergeklestirildi. CT-DNA, kuartz
kiivete ilave edildikten sonra karistirtlip 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon ardindan spektrofotometrede 200-600 nm arasinda okumalar yapilarak
bilesiklerin CT-DNA’ya hangi modla baglandig1 belirlendi.
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Titrasyon sonucunda elde edilen veriler ile bilesiklerin CT-DNA’ya hangi modla
baglandigim1  gosteren baglanma sabiti degeri hesaplanabilmektedir. Bu sabitin

hesaplanabilmesi igin asagida verilen formiil kullanilmustir (3.2).

[CT-DNA]/(ea- &f) = [CT-DNA]/(eB - &f) + 1/Kb(eB - &f) (3.2)

Formiilde ea; oOlciilen konsantrosyandaki soniim katsayisi, €8; CT-DNA’ya tiim
bilesiklerin baglanmasi sonrasindaki soniim katsayisi ve &f; serbest haldeki bilesigin soniim
katsayisidir. [CT-DNA]/(ea - €f) karst [CT-DNA] verileri grafige gecirilirip egimden Kb
degeri bulunur.

Absorbans siddetindeki degisimler ise yiizdelik oranlariyla hesaplanabilmektedir. Bu

degisimlerin hesaplanabilmesi i¢in asagida verilen formiil kullanilmistir (3.3).

%H= [(Ai-As) / (Ai)] x 100 (3.3)

Bu esitlikte Al, bilesigin serbest haldeki absorbans siddetini, As maksimum

konsantrasyonda CT-DNA ilave edildikten sonra bilesigin absorbans siddetini gosterir.

3.2.4.2. DNA Kirma

3.2.4.2.1. Agaroz Jel Elektroforez Yontemi

Tez calismasinda her iki bilesigin DNA kirma aktivitesini saptamak igin, %90
stiperkivrimli formda olan pBR322 plazmid DNA’s1 ile ¢alisildi. Bilesiklerin DMSO ile 5
mM’lik stok ¢ozeltileri hazirlanip 100 mM Tris-HCI tamponu ile seyreltilerek dort farkls
konsantrasyonu (25, 50, 100 ve 200 uM ) hazirlandi. Pozitif kontrol olarak plazmidte ¢ift
zincir kirigma sebep oldugu bilinen EcoRI restriksiyon enzimi, marker olarak ise 1 kb’lik
DNA ladder kullanildi.

Bilesiklerin DNA kirma aktiviteleri, oksidatif ve hidrolitik olarak iki sekilde ¢alisildi.
2 ubL pBR322 plazmid DNA, 2 pL Tris-HCI tampon ve bilesiklerin dort farkl
konsantrasyonlari (sirasiyla 25, 50, 100 ve 200 uM) ilave edildi. Oksidatif kirma aktivitesi
deneyinde hidrolitik kirma aktivitesinden farkli olarak oksitleyici ajan (2 uL H20,)
kullanildi. Ardindan karisimin hacmi 20 pl’e tamamlandi ve 3 saat karanlikta 37 °C’de

inkiibasyona birakild1.
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Inkiibasyon sirasinda TAE tampon ¢ozeltisinde %1°lik agaroz jel hazirlanarak jel
elektroforez tankima alindi. Inkiibasyondan sonra, 20 uL’lik érnekler 6X DNA (4 pL)
yiiriitme tamponu ilave edilerek jel iizerindeki kuyucuklara yiiklendi. Ardindan 60 dakika
60 V’luk voltajda yiiriitiildi. Yiirlitme bittikten sonra jel UV 15181 altinda fotograflandi.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Schiff Bazlarimn Mutajenite ve Antimutajenite Etkileri

4.1.1. Mutant Suslarin Genetik Ozelliklerinin Kontrolii

Bu tez caligmasinda Salmonella typhimurium'un TA98 ve TA100 mutantlarinin
orijinal genetik ozelliklerinin kontrolii sonucunda kullanilan suslarin mutajenite ve
antimutajenite ¢aligmalar1 i¢cin uygun oldugu sonucuna varildi.

Histidin Gereksinimi: Calismada S. typhimurium iki mutant susunun, HB agar
bulunan petrilere ve igerisinde biyotin bulunan MGA petrilerine ekilmis olup inkiibasyon
sonucunda HB iceren petrilerde iireme olurken, histidin bulunmayan MGA igeren
petrilerde ise tireme olmadig belirlendi. Bu sonuglar suslarin histidin ihtiyacinin oldugunu

gostermektedir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

Sekil 4.2. S. typhimurium TA100 susunun histidin gereksinimi durumu
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uvrB Mutasyonu: Calismada S. typhimurium'un TA98 ile TA100 suslarinin
ultraviyoleyle hassasiyeti belirlendi. Sonu¢ olarak petrilerin UV’ye maruz birakilan
kisimlardaki suslarda tireme olmazken, korunan kisimlardaki suslarda tireme goriildii. Bu

durum sonucunda suslarin uvrB mutasyonu tasidigi gosterildi (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. S. typhimurium suslarinin uvrB mutasyon kontrolii

rfa Mutasyonu: Calismada S. typhimurium iki susuna kristal viyoleyle hassasiyet
testi uygulandi. Uygulama sonrasinda, kristal viyole ¢ozeltisiyle muamele edilmis disklerin
cevresine 14 mm'lik zon goriildii ve boylece iki susunda rfa tasidigi sonucuna varildi

(Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Kristal viyole ile hassasiyet testi
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R Faktorii: Caligmadaki mutant suslarin ampisilin direnci gosteren pKM101

plazmidin varligit HBA igeren petrilerde tiremesi ile tanimland1 (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. S. typhimurium suslarmin R faktori kontrolii

4.1.2.Mutajenik Etki Sonuclar:

Bu tez calismasinda, 3-aminopiridin bilesiklerinin mutajenik &zellige sahip olup
olmadiklari Ames test yontemi ile belirlendi. Asagida pozitif (Sekil 4.6), negatif (Sekil 4.7)
ve spontan (Sekil 4.8) kontrolleri verildi. Deneyde histidin sentezleyemeyen oksotrof
suslarin (S. typhimurium TA98 ve TA100) histidini sentezleyip sentezleyemedigi 3-
aminopiridin bilesiklerinin farkli konsantrasyonlari ile belirlenmeye calisildi. Mutajenite
arastirmalart sonunda elde edilen bulgular 3-aminopiridin bilesikleri (Bilesik 1, Bilesik 2)

icin Cizelge 4.1°de verildi.

Sekil 4.6. S. typhimurium suslarinin pozitif kontrolii
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Sekil 4.7. S. typhimurium suslarinin negatif kontrolii

Sekil 4.8. S. typhimurium suslarinin spontan kontroli

Bilesik 1’in mutajenite sonuglarina gore TA98 ile TA100 susuna uygulanan dort
farkli konsantrasyonda da mutajenik etki gostermedigi belirlendi.

Bilesik 2’in ise TA98 ile TA100 susuna uygulanan dort farkli konsantrasyonda
mutajenik etki gostermedigi belirlendi. Calisma sonucunda her iki bilesikde de mutajenik
etki goriilmedi (Cizelge 4.1, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).

Calismada test bilesiklerine paralel olarak yiiriitilen pozitif, negatif ve spontan
kontrollerde belirlenen koloni sayisi literatiire uygunluk gostermektedir (Mortelmans ve
Zeiger, 2000).
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Cizelge 4.1. 3-Aminopiridin bilesiklerinin farkli konsantrasyonlara gore S. typhimurium'un

TA98 ve TA100 suslari lizerindeki mutajenik etkileri

His™ Revertant Koloni Sayis1/Plak

Uygulama Konsantrasyon
(ppm)
TA98 TA100
Ort=SD Ort=SD
05 18.33£01,52 121,66201,52
- 5 22.33+02,51 136,00£04,58
Bilesi 50 23.33405,68 165,000435
500 26,66+1,52 167.33+06,41
05 13.66:02.51 93,00+04.58
. 17,33£02.30 108,66+07.76
Bilesik 2 50 23.0042,00 115,3305,03
500 25.33401,15 126,66£05.,85
Pozitif -~ \pp 102 545.00+15,14
Kontrol
SA  10°% 930,00+10,00

Negatif DMSO

Kontrol 17,00+£02,22 175,00+01,50
Spontan
Kontrol 14,33+03,01 155,66+02,31

*Ort£SD: Ortalama+Standart Sapma

** NPD: 4-Nitro-o-fenilendiamin
***SA: SodiumAzid

***NPD ve SA konsantrasyonu (mg/mL)
**x*¥DMSO: Dimetil siilfoksit
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Sekil 4.9. Bilesik 1 ve Bilesik 2'nin dort farkli konsantrasyona goére S. typhimurium'un

TA98 mutant susu tizerindeki mutajenik etkileri
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Sekil 4.10. Bilesik 1 ve Bilesik 2'nin dort farkli konsantrasyona gore S. typhimurium'un

TA100 mutant susu tizerindeki mutajenik etkileri
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Ozurkcan ve arkadaslar1 2013 yilinda, B-aminoketon bilesiklerinin mutajenik ve
antimutajenik etkilerini bakteriyal test sistemleriyle belirlemislerdir. Bilesiklerin higbirinde
mutajenite Ozelligi olmadigi, bazi dozlarmin ise antimutajenite 6zelliginin oldugu
sonucuna varmislardir.

Korkmaz ve Mercangoz (2012), sentezledikleri 1-etil-2,4,5-trifenil-1H-imidazol ve
tirevlerinin mutajenik  etkilerini  Ames testiyle incelemislerdir. Calismada S.
typhimurium'un iki mutant susu (TA98 ve TA100) iizerindeki etkilerine S9‘lu (+) ve
S9’suz (-) ortamlarda bakilmis ve ¢alismanin sonunda 1-etil-2,4,5-trifenil-1H-imidazol ve
tiirevlerinin hi¢birinin mutajenik etkisi goriilmemistir.

Soysal (2009) yaptigi calismada, onbes adet benzoksazol tiirevlerinin mutajenite
ozelliklerini incelemistir. S. thyphimurium'un TA98, TA100 ve TA102 suslartyla yaptiklar
caligmada benzoksazol tiirevlerinin higbirinde mutajenik 6zellige rastlanmamustir.

Forster ve ark. (1992), imidazol ve iliskili bilesiklerinin mutajenik ve genotoksik
etkilerini arastirmiglardir. Imidazol, Ames Testi sonuglarina gére mutajenik ve genotoksik
iken imidazol bilesiginin tg tiirevinin (hydantoic asit, hydantoin ve N-acetyl-imidazole)
Ames testinde mutajenik ve genotoksik bir etkisinin olmadigi goriilmiistiir.

Yapilan galismalarin sonuglar ile 3-aminopiridin bilesiklerinin mutajenite sonuglari

desteklenmektedir.

4.1.3. Antimutajenik Etkinin Sonuclar:

Calismada 3-aminopiridin bilesiklerinin antimutajenik etkilerinin olup olmadiklari
Ames testi ile belirlendi. Bu amagla, 3-aminopiridin bilesiklerinin antimutajenik aktivite
caligmalar1 S. typhimurium'un TA98 ve TA100 mutant suslar kullanilarak gerceklestirildi.
Caligma sonrast degerlendirme her iki bilesigin farkli konsantrasyonlarinin pozitif kontrol
ve spontan kontrol ile karsilastirilmasi yapilarak gergeklestirildi.

3-Aminopiridin bilesiklerinin antimutajenik aktivite ¢alisma sonucundan elde edilen
veriler gizelge 4.2, sekil 4.11 ve sekil 4.12°de verildi.

Bilesik 1'in S. typhimurium'un TA98 ve TA100 mutant suslari ile yapildig1 ¢aligma
sonucunda, tiim konsantrasyonlarinin (0,5, 5, 50 ve 500 ppm) antimutajenik etkiye sahip
oldugu belirlendi. Bilesik 1 'in S. typhimurium'un TA98 susu ile yapilan ¢alisma sonucunda
sadece 0,5 ppm’lik konsantrasyonda orta dereceli antimutajenik (%39,63) etkisi oldugu,
diger konsantrasyonlarda ise yiiksek inhibisyona (50 ppm; %41,49, 50 ppm; %45,86, 500
ppm; %51,73) sahip oldugu ve bunun sonucunda giiglii antimutajenite etkisinin oldugu

saptand1. Bilesik 1'in S. typhimurium'un TA100 susu ile yapilan ¢alisma sonucunda tiim
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konsantrasyonlarin giiglii antimutajenik etkiye sahip oldugu gorildi. Bilesik 2'nin S.
typhimurium TA98 ve TAI100 suslart ile yapilan c¢alisma sonucunda, tim
konsantrasyonlarin (0,5, 5, 50 ve 500 ppm) giiglii antimutajenik etkiye sahip oldugu
belirlendi. Bilesik 2'nin antimutajenik etkisi Bilesik 1'in antimutajenik etkisine gore daha
giiclii oldugu belirlendi.

Verilere gore her iki bilesiginde artan konsatrasyona bagli olarak antimutajenik
etkilerinin oldugu ve bunun sonucunda hem baz ¢ifti degisimine hem de ¢ergeve kaymasi

mutasyonuna engel oldugu sonucuna varild.

Cizelge 4.2. 3-Aminopiridin bilesiklerinin farkli konsantrasyonlara gore S. typhimurium'un
TA98 ve TA100 suslar1 tizerindeki antimutajenik etkileri

His* Revertant Koloni Sayisi/Plak

TA98 TA100
Uygulama Konsantrasyon % %
(ppm) Inhibisyon Inhibisyon
Ort+SD Ort+SD
0,5 469,33425,32 39,63 555,00+09,16 64,80
5 455,66+£30,33 41,49 599,66+10,50 65,52
Bilesik 1 50 423,33+21,54 45,86 675,33+24,50 72,59
500 380,00+18,00 51,73 699,66+11,01 77,35
0,5 421,33+50,52 46,13 291,33+05,50 71,06
o 5 390,66+46,37 50,29 260,53+04,50 76,82
Bilesik 2
50 373,33+41,95 52,39 204,66+05,68 84,85
500 359,33449,90 54,53 174,33+£09,29 89,25
Pozitif NPD 107 762,00+71,04
Kontrol SA 1073 793.,00+39,61
Negatif DMSO
Kontrol 33,00+06,24 110,66+10,50
Spontan
Kontrol 23,66+02,51 99,66+01,52

*Ort£SD: Ortalama+Standart Sapma

** NPD: 4-Nitro-o-fenilendiamin
***NPD ve SA konsantrasyonu (mg/mL)
****SA: SodiumAzid

F****APDMSO: Dimetil stilfoksit
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Sekil 4.11. Bilesik 1 ve Bilesik 2'nin dort farkli konsantrasyonunun S. typhimurium'un
TA98 mutant susu tizerinde antimutajenik etkileri
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Sekil 4.12. Bilesik 1 ve Bilesik 2'nin dort farkli konsantrasyonunun S. typhimurium'un
TA100 mutant susu tizerinde antimutajenik etkileri
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Akkan (2016), Glikozamin Schiff bazlarininin antimutajenik aktivitelerine S.
typhimurium'un TA98 ve TA100 suslarini kullanarak bakmistir. Sonug olarak bilesiklerin
antimutajenik 6zelliklerinin oldugu ve her iki mutasyona engel oldugu tespit edilmistir.

Yildirim ve Demir 2016, yaptiklar1 ¢alismada glisin metil ester salisiliden bilesiginin
antimutajenik etkisini ames testi ile S. typhimurium'un TA98 ve TA100 mutant suslar
kullanilarak belirlemislerdir. Deney sonucunda bilesigin her iki mutant sus tizerinde
antimutajenik etkisinin bulundugu saptamislardir.

Onuska ve ark. (1996), Schiff baz1 aminoguanidine bilesiklerinin etkilerini Ames
testi ile arastirmiglardir ve S. typhimurium'un ¢ farli (TA97, TA100 ve TA102) mutant
suslarini kullanmiglardir. Sonug olarak test edilen Schiff bazlariin mutajenik olmadig: ve
bu bilesiklerin gii¢lii antimutajenite ve antibakteriostatik etkisinin oldugu belirlenmistir.
Calismada kullanilan aminoguanidine bilesiklerinin birgok hastaligin énlenmesinde olasi
farmakolojik ajan olabilecegi diistiniilmiistiir.

Yapilan ¢alismalarin sonuglari ile 3-aminopiridin bilesiklerinin sonuglari tutarhidir.

Bu sonuglar genellikle Schiff bazlarinin antimutajenik etkisinin oldugu dogrultusundadir.

4.2. 3-Aminopiridin Bilesiklerinin Biylojik Aktivitesinin Belirlenmesi

4.2.1. Antimikrobiyal Aktivite Sonuc¢lar:

3-Aminopiridin bilesiklerinin antimikrobiyal aktiviteleri broth mikrodiliisyon metodu
ile belirlendi. Antibakteriyel aktivite ¢alismasi i¢in Gram pozitif bakterilerden;
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis ve Bacillus cereus, Gram
negatif bakterilerden; Escherichia coli (NRRL B-3704), Pseudomonas aerouginosa,
Escherichia coli (ATCC 25922) ve Proteus vulgaris, mayalardan ise Candida albicans
ve Candida tropicalis suslar1 ile ¢alisildi.

Pozitif kontrol olarak antibiyotik ve antifungal ilaglar olan Ampisilin, Gentamisin ve
Flukonazol kullanildi. Calismada kullanilan susun {ireme olmadigi en diisiik
konsantrasyonu MIC olarak belirlendi. Antimikrobiyal aktivite deneyinden elde edilen
MIC degerleri Cizelge 4.3°de verilmistir.

Bilesik 1 ve Bilesik 2'nin de test edilen Gram pozitif bakteri, Gram negatif bakteri ve
mayalara karsi farkli degerlerde antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu saptandi.Bilesik
1’in Gram pozitif bakterilerde 64-32 ug/mL, Gram negatif bakterilerde 128-64 pg/mL,

mayalarda ise 64-32ug/mL konsantrasyon araligindadir.
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Bilesik 2’de ise Gram pozitif bakterilerde 64-16 ug/mL, Gram negatif bakterilerde
128-64 pg/mL, mayalarda ise 64-32 ug/mL konsantrasyon araliginda oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 4.3. 3-Aminopiridin bilesiklerinin MIC (ug/mL) degerleri

Bakteriler
Mayalar
Gram pozitif bakteriler | Gram negatif bakteriler
0 8
a2 |2 _ = " o
S| S 5 o %m RN lc_;oolg’g 2wl $2| T o
5 |22 85 5528 =8| =8 59|28 23 =8
= 3| 2| o 2o 23| S 33| To| 23
= ) S n O =) O n N > o]
3 o Ol 20| 5 _ 3 O =0 g Q| « O < QO c O
= SO 80|=x|=22|80| 3830|5020 20| =20
3 SE|SE|Se| TRl SE|SE| EE| 8E| BE S E
-5_< g < 8= g G 5 8« E < S < & <
o i D
(9] n
[a
Bilesik 1 64 64 64 32 64 64 64 | 128 32 64
Bilesik 2 64 64 64 16 | 128 | 64 64 64 32 64
Gentamisin | 1 1 10,125|0,008|0,125| 0,03 | 0,08 | 0,125 - -
Ampisilin | 0,016 | 0,016 | 0,125| 0,06 | 32 32 2 | 0,06 - -
Flukanozol - - - - - - - - 10,0625| 0,5
DMSO - - - - - - - - - -

3-Aminopiridin bilesiklerinin MIC degerlerine bakildiginda test edilen Gram pozitif
ve negatif bakteri suslarina karsi benzer degerler olsada bilesiklerin Gram pozitif
bakteriler, Gram negatiflere gore daha etkili oldugu goriildii. Genel olarak antimikrobiyal
aktiviteye bakildiginda Bilesik 2'nin Bilesik 1'e gore daha etkili oldugu belirlendi.

Shebl 2014 yilinda, yeni asimetrik Schiff bazi ligand1 ve bes farkli kompleksinin
(Cu(I1), Fe(I1), Ni(I1), Co(ll) ve VO*?) antimikrobiyal aktivitelerini incelemistir. inceleme
sonucunda Antimikrobiyal aktivite i¢in Gram pozitif bakteri (Staphylococcus aureus),
Gram negatif bakteri (Escherichia coli), maya (Candida albicans) ve fungusa (Aspergillus
flavus) karst etkisini degerlendirmistir. Ligand ve komplekslerinin bazilarinin biyolojik

olarak aktif oldugunu bulmustir.
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Osowole ve arkadaslar1 (2012), sentezlemis olduklari nitrofenol Schiff bazi ve
mangan(II), bakir(Il), ¢inko(II) ve kursun(Il) komplekslerinin ¢esitli mikroorganizmalara
(Bacillus cereus Bacillus subtilis, Salmonella typhi, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa ve Candida albicans) karsi etkisine bakmuglardir. Calisma sonucunda
nitrofenoliin ligand1 ve ¢inko kompleksinin siras1 ile 10,0-20,0 ve 10,0-17,0 mm
oranlarinda inhibisyon zonu ile gii¢lii antimikrobiyal bir etkiye sahip oldugunu
belirlemislerdir.

Akgiil ve Kaya, (2004), oligo-3-aminopiridin (OAP) Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherchia coli ve Pseudomonas aeruginosa bakterilerine karsi
antibakteriyel aktivitesini arastirmistir. Disk difiizyon ydntemi sonucunda inhibisyon
bolgeleri 50 pg kosantrasyondaki OAP’nin Gram pozitif suslarina karsi giiglii bir
antibakteriyel aktivite gosterdigini ortaya koydu; minimum 6nleyici konsantrasyonu (MIC)
ve minimum bakteri 6ldiiriicii konsantrasyon (MBC), sirasiyla, 25 pg/mL ve 50 ug /mL
olan konsantrasyonda goriilmiistiir. Sonuglar OAP’nin Enterococcus faecalis ve
Staphylococcus aureus kars1 giiglii bir antibakteriyel madde oldugunu gostermektedir.

Yapilan c¢alismalarin  sonuglarina bakildiginda Schiff baz1 ligandlarinin ve
komplekslerinin farkli mikrooganizmalara kars1 farkli degerlerde antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar, 3-aminopiridin bilesiklerinin antimikrobiyal

sonuclarii desteklemektedir.

4.3. Tla¢c molekiillerinin DNA ile Etkilesimlerinin Belirlenmesi
Tez kapsaminda; 3-aminopiridin bilesiklerinin DNA ile olan etkilesimlerinin
belirlemesi amaciyla, DNA baglanma 6zelligini UV-Vis absorpsiyonu ile DNA kirma

aktivitesini ise agaroz jel elektroforez yontemleriyle test edildi.

4.3.1. DNA Baglanma Sonuclar
DNA baglanma, ilag-DNA etkilesimlerini anlayabilmek, klinik uygulamalarda ise
etkili ve yeni ilaglarin elde edilmesi ve niikleik asit yapilarina hassas kimyasal problarin

gelistirilmesi gibi alanlarda oldukg¢a kullanilan bir yontemdir.

UV-Vis absorpsiyon spektroskopisi, ilag-DNA etkilesimlerinin belirlenmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. UV-Vis absorpsiyon spektroskopisi ile ilacin veya
DNA’nmn absorpsiyon 6zelliklerinin farklilagmas: takip edilir. Ilag ile DNA arasinda
etkilesim olup olmadigimi belirlemek igin, serbest molekiil ile DNA’ya bagli molekiiliin

maximum absorbansindaki  degismeler karsilagtirilmaktadir. ilag-DNA  arasinda
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interkalasyon, elektrostatik ve oluga baglanma olarak ¢ sekilde etkilesim
gerceklesmektedir. Son zamanlardaki calismalarda kanserin tedavisi i¢in kullanilan
ilaglarin elde edilmesinde DNA'yla etkilesime giren, biyolojik etkisi belirlenen pekgok

Schiff bazlar1 ve komplekslerinin sentezlenmesiyle ¢alismalar yapilmistir.

Bu baglamda, Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin DNA baglanma aktiviteleri UV-vis
spektroskopisi ile incelenmistir (Sekil 4.13 ve Sekil 4.14).

Bilesik 1’in UV-Vis spektrum verileri degerlendirildiginde, belirli miktarda eklenen
CT-DNA ile absorbans siddetinin hem arttigi hem de azaldigi, ayrica spektrumun dalga
boyunundaki degisimin de arttigi saptanmusir. Bilesik 1’in absorbans siddetindeki artisi
589 nm’de %57 hiperkromizm, absorbans siddetindeki azalmasi ise 268 nm’de %501
hipokromizim seklinde meydana gelmistir. Ayrica 589 ile 268 nm’de ki absorpsiyonlarda
6-8 nm batokromik (kirmiziya) kayma gézlenmistir. Bu sonuglar bilesigin hem interkalatif,
hemde elektrostatik olarak CT-DNA ile etkilestigini gostermektedir.

Bilesik 2’nin UV-Vis spektrumu sonuclarina bakildiginda, artan CT-DNA
konsantrasyonu ile absorpsiyonunda arttigi goriilmektedir. Bununla birlikte spektrumun
yiikksek dalga boyuna (kirmiziya, batokromik etki) kaymaktadir. Bilesik 2'nin
hiperkromisitesi %338 olarak belirlenirken, batokromik etki (yiiksek dalga boyuna kayma)
4 nm olarak Ol¢iildii. Elde edilen bu sonuglara gore Bilesik 2'nin DNA'ya baglanma

modunun elektrostatik seklinde oldugu belirlendi.

52



e Spackun D

Absorpsiyon

[DNAJ: lag

==
[] 02
] os
=N

2

Sekil 4.13. Bilesik 1’nin DNA baglanma UV-Vis spektrumu
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Sekil 4.14. Bilesik 2’nin DNA baglanma UV-Vis spektrumu
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Kumar ve ark. 2017, Ug izoksazol Schiff bazlarmi 2 - ((E) - (3,5-dimetilizoksazol-4-
ilimino)Metil) -6-metoksifenol (L1), 2 - ((E) - (3,5-dimetilizoksazol-4-ilimino) Metil) -4,6-
diiyodofenol (L2), 2 - ((E) - (3,5-dimetilizoksazol-4-ilimino)Metil]-6-bromo-4-klorofenol
(L3) ve bunlarin Cu (II) kompleksleri [Cu (L1) 2] (1), [Cu (L2) 2] (2) ve [Cu (L3)] (3)
sentezlemislerdir. Elektronik absorpsiyon titrasyonlari, viskozite olgiimleri ve floresan
sondiirme ¢aligmalarindan elde edilen DNA baglanma calismalari, Cu (II) komplekslerinin
CT-DNA'sina interkalasyon moduyla baglandigi belirlenmislerdir.

El-Sonbati ve ark. (2016), Schiff Bazi olan (3-[(2-hidroksi-3-metoksibenziliden)
hidrazo]-1,3-dihidroindol-2-1) ve metal komplekslerinin sentezlemislerdir. Sentezledikleri
Schiff Bazi ve dort metal kompleksinin DNA'ya baglanma etkilerini aragtirmiglardir.
Sonug olarak sentezlenen Schiff Bazi ve dort metal kompleksinin DNA'ya interkalatif
olarak baglandigini géstermislerdir.

Yildirnm (2016) yaptig1 calismada, Schiff bazlart ve dort farkli metal
komplekslerinin biyolojik aktiviteleriyle DNA etkilesimleri incelemistir. Schiff bazlarinin
DNA baglanma o6zelligini UV-Vis methodu ile belirlemistir. UV-Vis absorpsiyon
titrasyonu sonuglari bilesiklerin tamaminin DNA ile etkilesime girdigini gostermistir. L1'in
demir(1l), kobalt(l1), nikel(I1) kompleksleri ile L2'nin mangan(ll), nikel(I1) kompleksleri
DNA’ya interkalasyon ile baglandigi bulmustur. L1 ve L2'nin Cu kompleksi ile L2-Fe
kompleksinin DNA’ya kismi interkalasyon moduyla baglandigi goriilmiistiir.

Shahabadi ve arkadaslar1 2010 yilinda, sentezlemis olduklari Co(II) Schiff bazi
kompleksinin SF (SF=N,N’-bis(5-[(trifenilfosfinyumkloriir)-metil]salisiliden)-
ofenilendiamin)’in CT-DNA ile etkilesimlerini UV-Vis absorpsiyon spektrofotometre,
dinamik viskozite Ol¢limii yontemleri ve floresans ve sirkiilerdikroizm (CD)
spektropolarimetriyle belirlemiglerdir. Spektroskopik ¢alismalar sonucu SF ve Co(ll)
kompleksinin DNA’ya baglanma sekilleri belirlenmistir. Co(II) kopleksi elektrostatik
olarak DNA’ya baglanirken, SF’nin baz ciftleri arasina interkalasyonla baglandig:
bildirilmistir.

Onceki calismalar, ¢alismamizin sonuglarini desteklemektedir. DNA ile etkilesime
giren Schiff bazlariin 6zellikle de interkalatif moduyla baglananlarin etkili Schiff bazlar

oldugunu géstermektedir.
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4.3.2. DNA Kirma Sonuglari

DNA kirma aktivitesi, pBR322 plazmid siipersarmal formunun (Form I), acilmis
dairesel forma (Form 1) ve lineer forma (Form III) donistiiriilmesi konsantrasyona baglh
olarak yapilmistir. Form I plazmid pBR322’nin kirilmamis orjinal halidir ve iyon yiikii
fazla, hacmi az oldugu i¢in jel iizerinde digerlerinden hizli ilerler. Eger bilesikler kirmay1
plazmid DNA’nin tek zincirinde meydana getirirse, plazmidin siiper sarmal hali
gevseyerek Form II’ye (a¢ilmis dairesel forma) doniisiir ve bu form iyon yiikii en az, hacmi
en fazla olan oldugu icin jelde digerlerinden daha yavas ilerleyen formdur. Iki kirik
olustugunda meydana gelen Form III ise Form II ve Form I arasinda bir iyon ylikiine ve
hacme sahip oldugu icin jelde Form II ve Form I’nin arasinda bir bant olusturur.

Bu baglamda, Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin plazmid pBR322 DNA’y1 kirma aktivitesi
dort farkli konsantrasyonda (25, 50, 100 ve 200 uM) belirlendi. Bilesiklerin hem hidrolitik
hemde oksidatif kirma sonucu agaroz jel elektroforezi yontemi ile jel iizerinde goriilen
bant formlar1 incelenerek gergeklestirildi.

Calismadan elde edilen sonuglar, Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin hem oksidatif hem de
hidrolitik olarak DNA'y1 kirma (Form Il ve Form 111) aktivitesinin oldugu belirlendi. Fakat
her iki bilesikte de hem hidrolitik hemde oksidatif olarak kirma sonucunda ortamda hala
kirtlmamis DNA (Form 1) kaldigi goriilmektedir. Bilesiklerin agaroz jel elektroforezi

sonucu Sekil 4.15’te verilmistir.
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Sekil 4.15. Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin DNA kirma aktivitesi; a. Oksidatif kirma: M marker,
1.kuyu (plazmid DNA), 2. kuyu (DNA+ 25 uM Bilesik +H20,), 3.kuyu (DNA+ 50 uM
Bilesik+H202), 4.kuyu (DNA+ 100 uM Bilesik +H20>,) 5.kuyu (DNA+ 200 uM Bilesik
+H20.), b. Hidrolitik kirma: M marker, 1.kuyu (Plazmid DANN), 2. kuyu (DNA+ 25 uM
Bilesik), 3.kuyu (DNA+ 50 uM Bilesik) 4. kuyu (DNA+ 100 uM Bilesik), 5. kuyu
(DNA+ 200 uM Bilesik).

Kumaravel ve Raman (2017) yeni sentezledikleri iki imidazol tiirevi Schiff
bazlarinin, ligand ve dort farkli metal Cu (11), Ni (I1), Co (1) ve Zn (I1) komplekslerini
calismiglardir. Calismada kullanilan Schiff bazlarinin DNA kirma aktivitesini agaroz jel
elektroforezi teknigi ile gerceklestirmislerdir. Sonug¢ olarak komplekslerin kirma
aktivitelerinin oldugu belirlenmistir.

Manjunath ve ark. (2017), 4-aminoantipirin ve 8-formil-7- 4-metilkumarin / 5-
formil-6-hidroksikoumarin, hidroksipropilamin'den tiiretilen Schiff bazlarmin Coll, Nill ve
Cull komplekslerinin DNA kirma aktivitelerini arastirmislardir. DNA kirma aktivitelerini
pBRR322 plazmid DNA's1 kullanarak agaroz jel elektroferezi kullanarak yapmislardir.
Sonug olarak sentezlenen Schiff bazlarinin plazmid DNA'sin1 kirdig belirlenmistir.

Vafazadeh ve ark. (2016), ti¢ disli Schiff bazi olan bakir (IT) komplekslerinin DNA
ile etkilesimlerini arastirmislardir. Bakir (IT) komplekslerinin DNA kirma aktivitesi ise
agaroz jel elektroforezi yontemleri kullanilarak arastirilmistir. Bakir (II) komplekslerinin

DNA kirma aktivitesinin oldugu elde edilmistir.
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Yildirim (2016) yaptigi calismada, Schiff bazlari ve L1’in demir(Il), kobalt(Il),
nikel(Il) ve bakir(IT) kompleksi ile L2’nin mangan(Il), demir(Il), nikel(I) ve bakir(Il)
komplekslerinin biyolojik aktivitelerini ve DNA'yla olan etkilesimlerini arastirmistir. DNA
kirma aktivitesi agaroz jel elektroforezi teknigi ile ¢alismistir. Agaroz jel elektroforezi
caligmalart sonucu, L1'in demir ile bakir, L2'nin de demir kompleksinin DNA'y1 hidrolitik
ve oksidatif kirdigi goriiliirken, L2'nin nikel ve bakir komplekslerinin plazmid DNA’y1
sadece oksidatif yolla kirabilmistir.

Calismanin  sonucu Yapilan c¢alismalarla uyum saglayarak 3-aminopiridin

bilesiklerinin DNA kirma aktivitesine sahip oldugunu desteklemektedir.
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BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER

Giliniimiizde hizla artan teknolojik gelismelerle birlikte, kimyasal ve fiziksel
ajanlarinda dahil oldugu birgok gevresel faktor nerede ise biitiin canlilar1 olumsuz yonde
etkilemektedir ve bu olumsuz etkiler hiicredeki kalitsal materyalde kalici hasarlara neden
olmaktadir. Bu hasarlar mutasyon olarak adlandirilmaktadir. DNA’da olusan mutasyonlar
nedeniyle kontrolsiiz ¢ogalan hiicreler meydana gelebilmekte ve bu durum kansere yol
agmaktadir.

Kanser, onkogenlerin ve timor supresorlerle iligkili olan genlerdeki mutasyonlar
sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Bu sebeple mutasyona neden olan kimyasal ajanlar igin
genellikle karsinojenik potansiyelinin oldugu bilinmektedir. Gunliik yasantimizda ¢ogu
kimyasallarla insanlar siirekli kontak halindedirler. Bu kimyasallarin her biri karsinojenik
potansiyelleri igin test edilmek zorundadir.

Bilim insanlar1 kanserin tedavisi i¢in kullanilabilecek c¢esitli antimutajen ve
antikanserojen maddeleri arastirirlar. Kemoterapide DNA’ya baglanabilen yeni ve etkili
antikanser ilaglarin gelistirilmesi son zamanlar da arastirmacilarin tizerinde ¢ok ¢alistigi
konulardan biridir.

Schiff bazlarinin, antitilser, antimutajenik, antitiimér, antimikrobiyal ve DNA ile
baglanabilmesi gibi ozelliklere sahip olmasi yapilan caligmalarla saptanmis ve saglik
sektorlinlin her alaninda kullanilabilmesinin yaninda kemoterapi tedavilerinde kullanilmasi
bu bazlara olan ilgiyi arttirmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, 3-aminopiridin bilesiklerinin mutajenik/antimutajenik etkileri,
biyolojik aktivitesi ve DNA ile olan etkilesimleri arastirildi.

3-Aminopiridin bilesiklerinin mutajenik ve antimutajenik etkilerinin sonucunda
Bilesik 1 ve Bilesik 2'min herhangi bir mutajenik etkisinin olmadigi goriilirken iKi
bilesinde gii¢lii antimutajenik aktiviteye sahip oldugu goriildii. Bilesik 2'nin Bilesik 1'e
gore daha etkili antimutajenik 6zellige sahip oldugu belirlendi. Bunun nedeni ise Bilesik
2'nin yapisinda bulunan ve Bilesik 1'in yapisinda bulunmayan nitro grubu oldugu
diistiniilmektedir. Bu sonuglar dogrultusunda 3-aminopiridin bilesiklerinin baz ¢ifti
degisimi ve cerceve kaymasi mutasyonuna neden olmadigi, aksine bu tip mutasyonlari

engelledigi ortaya konulmustur.
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3-Aminopiridin bilesiklerinin genotoksik bir etkisinin olmadigi Ames testi ile
belirlenmistir. Ames testi ile pozitif sonug¢ veren bir ajanin insan ya da diger memelilerde
mutajenik ya da karsinojeniktir denilemez. Bakteriyel mutasyon olmasi, kullanilan
maddenin potansiyel zarar1 hakkinda sadece oncii bir uyar1 belirtir. Bu nedenle yapilan
calismanin in vivo memeli test sistemleri ile de desteklenmesi gerekmektedir.

Bu c¢alisma, yeni ilaglarin gelistirilmesi sirasinda in vitro genotoksik yontemler
kullanilarak en az toksikolojik Ozellik gosteren kimyasallarin se¢iminin yapilmasini
saglamaktir.

3-Aminopiridin Schiff bazi bilesiklerinin antimikrobiyal aktivitesi oldugu belirlendi.
Bilesik 1 ve Bilesik 2'nin MIC degerleri incelendiginde Gram pozitif bakterilerin, Gram
negatiflere gore daha etkili oldugu goriildii. Genel olarak antimikrobiyal aktiviteye
bakildiginda ise Bilesik 2'nin Bilesik 1'e gore daha etkili oldugu belirlendi bunun nedeni
ise Bilesik 2'nin yapisinda bulunan nitro grubu olabilir.

3-Aminopiridin Schiff bazi bilesiklerinin DNA ile olan etkilesimleri igin DNA
baglanma ve DNA kirma aktiviteleri incelendi. DNA baglanma sonuglarina gore Bilesik
1'in CT-DNA’sina hem interkalatif olarak hemde elektrostatik olarak baglandig
gortiliirken Bilesik 2'nin elektrostatik olarak baglandigi goriildii. DNA kirma aktivitesi
sonuclarina gore Bilesik 1 ve Bilesik 2'nin DNA'y1 hem hidrolitik hemde oksidatif olmak
tizere iki sekilde kirabildigi gortilmiistiir.

Antikanser ve antibiyotik ilaglarin temel etki mekanizmalari DNA etkilesimleri
tizerinedir. Bu nedenle bilesiklerin DNA ekilesim mekanizmalarini daha iyi anlamak
amaciyla farkli tekniklerden yararlanilir. DNA'y1 belirli bolgesinden kirabilen veya
baglanabilen bilesikler kuskusuz yeni antibiyotik ilaglarin ve kemoterapik ajanlarin

gelistirilmesi konusunda biiyiik katki saglayacaktir.
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